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RESUMO

Palomino DCT. Identificacdo, isolamento e caracterizagdo funcional de células
fibroblésticas reticulares derivadas de linfonodos humanos [Dissertacdo]. Séao

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

O linfonodo é um o6rgéo linfoide secundario que apresenta uma arquitetura altamente
organizada com diferentes compartimentos para tipos celulares especificos. Dentre as
células estruturais que compdem este oOrgdo, as células estromais como células
fibroblasticas reticulares (FRCs) e células duplo negativas (DNCs) parecem ter papel
importante na modulacdo da resposta imunoldgica e na tolerancia periférica. As FRCs
sdo caracterizadas pela expressdo de podoplanina (gp38, PDPN) e localizam-se
principalmente na zona de células T, enquanto as DNCs (gp387) apresentam fenotipo,
localizacéo e funcdo pouco descritos. Embora estas células tenham sido muito estudadas
em modelos murinos os estudos sobre FRCs e DNCs humanas séo escassos e, portanto
nosso estudo deve contribuir para a compreensao da biologia e a funcéo dessas células,
podendo favorecer o conhecimento sobre a eficiéncia e as disfungdes da resposta imune
no linfonodo. Com esse intuito, isolamos e caracterizamos fenotipica e funcionalmente
as FRCs e DNCs de linfonodos de pacientes com cancer, diverticulite e doadores de
figado. Nossos resultados mostraram a integridade e a distribuicao celular no linfonodo.
As células aderentes derivadas dos linfonodos estudados preecheram todos os critérios
internacionais de caracterizacdo de estroma, e, portanto, foram consideradas células
estromais. Através da expressdo de gp38 identificamos duas subpopulacdes de celulas
estromais: FRCs (gp38* e CD31") e DNCs (gp38 e CD31Y) e verificamos que as
frequéncias destas células variam entre as amostras, sugerindo que a doenca pode
interferir na composicao celular estromal dos linfonodos. As duas populagdes celulares
foram estimuladas com citocinas inflamatérias como IFN-y ou TNF-a + IL-1p por 24 e
48 horas e avaliadas quanto a expressdo génica e proteica. Em condi¢cGes homeostaticas,
genes relacionados com a inducdo e controle da proliferacdo foram diferencialmente
expressos nas FRCs e DNCs, este dado foi confirmado in vitro, uma vez que as FRCs
apresentaram maior potencial proliferativo em relacdo as DNCs. O estimulo com IFN-y
induziu aumento de expressdo nas DNCs e FRCs para citocinas, quimiocinas, moléculas
de histocompatibilidade e moléculas envolvidas na regulacdo da resposta imunoldgica.

Em resposta ao estimulo com TNF-a +IL-1pB, observamos aumento na expressdo de



moléculas comuns ao estimulo com IFN-y, entretanto, também observamos expressao
de moléculas de citocinas, quimiocinas inflamatérias e moléculas de
histocmpatibilidade especificamente relacionados a este sinal em ambas as populacdes.
Em conjunto, nossos dados sugerem que DNCs e FRCs apresentam diferencas no perfil
de resposta segundo os estimulos inflamatoérios aos quais estdo expostas, aumentando a
expressdo diferencial de moléculas envolvidas na regulacdo positiva e negativa da

resposta imune.

Descritor: 1.Células estromais 2.Fibroblastos 3.Linfonodos 4.Quimiocinas 5. Citocinas

6. Inflamacéo



ABSTRACT
Palomino DCT. Identification, isolation and functional characterization of
fibroblastic reticular cells derived from human lymph nodes [Dissertation]. So

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2016.

The lymph node is a secondary lymphoid organ that has a highly organized architecture
with different compartments for specific cell types. Among the structural cells that
comprise this organ, stromal fibroblastic reticular cells (FRCs) and double negative
cells (DNCs) seems to play an important role in modulating the immune response and
peripheral tolerance. FRCs are characterized by podoplanin (gp38, PDPN) expression
and are located mainly in the T cell zone, while DNCs (gp38-) present phenotype,
location and function not well described. Although these cells have been studied in
murine models, studies on human FRCs and DNCs are limited and therefore our study
should contribute to the understanding of biology and function of these cells and should
promote knowledge of efficiency and disorders in the lymph node immune response.
For this purpose, we have isolated and characterized phenotypic and functionally lymph
nodes derived FRCs and DNCs from patients with cancer, diverticulitis and liver
donors. Our results showed lymph node integrity and its cellular distribution. Adherent
cells lymph nodes-derived fullfill the international criteria for stroma characterization,
and therefore, they have been considered stromal cells. Using gp38 expression we were
able to identify two stromal cells subpopulations: FRCs (gp38 * and CD31") and DNCs
(gp38  and CD31") and found that this cells frequency varies among samples, suggesting
that the disease may interfere with lymph nodes stromal cell composition. These two
cells populations were stimulated with inflammatory cytokines such as IFN-y or TNF-a,
+ IL-1p for 24 and 48 hours and evaluated for gene and protein expression. In
homeostatic conditions, genes involved in the induction and control of proliferation
were differentially expressed by FRCs and DNCs, this data has been confirmed in vitro,
since the FRCs showed higher proliferative potential compared to DNCs. IFN-y
stimulation induced increase DNCs and FRCs expression for cytokines, chemokines,
histocompatibility molecules and molecules involved in regulating the immune
response.In response to TNF-a + IL-1pB stimulation, we observed common molecules
expressed by the IFN-y stimulation, however, we also observed expression of cytokines,

chemokines and histocompatibility molecules specifically related to this signal in both



cells populations. Together, our data suggest that DNCs and FRCs differ in the response
profile according to inflammatory stimuli to which they are exposed, increasing the
differential expression of molecules involved in the positive and negative regulation of
immune response.

Descriptor: 1.Stromal cells 2.Fibroblasts 3.Lymph nodes 4.Chemokines 5.
Cytokines 6. Inflammation
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1 INTRODUCAO
1.1 Homeostase do linfonodo

A resposta imune em mamiferos € coordenada pelos 6rgdos linfdides
secundarios tais como baco, linfonodos e tecidos linféides como as placas de Peyer e as
tonsilas, os quais estdo localizados estrategicamente no corpo. Nesses 6rgéos, as células
do sistema imune adaptativo examinam com alta eficiéncia os antigenos drenados pela
linfa (Cupedo et al, 2012).

Os linfonodos sdo 6rgdos linfoides encapsulados, com uma estrutura altamente
organizada e complexa, composta por distintos compartimentos estruturais e celulares.
Os linfonodos contém todos os fatores necessarios para o inicio da resposta imune, uma
vez que estdo localizados em pontos de convergéncia de vasos do sistema linfatico,
aumentando assim a possibilidade de encontro entre os antigenos e as células T ou B

especificas a eles (Von Adrian e Mempel, 2003; Turley et al, 2010).

Estruturalmente o linfonodo é composto pelo cértex com localizacdo mais
periférica e uma medula interna. O coOrtex € composto por uma camada de células B
organizadas em foliculos linfoides, e éareas profundas, ou paracorticais, compostas
principalmente por células T e células dendriticas (do inglés, dendritics cells DCs). A
localizacdo das células B e T nos linfonodos sdo reguladas de forma dinamica pelo
estado de ativacdo dessas células. Quando ativadas, as células B e T movem-se para a
borda do foliculo da zona de células T, onde as células T podem fornecer sua fungéo
auxiliar as células B. Alguns foliculos de células B incluem os centros germinativos,
onde as células B sofrem intensa proliferacdo e diferenciacdo em plasmacitos. Portanto,
a area de células B é a localizacdo do desenvolvimento das respostas da imunidade
humoral. J& no paracortex é o local onde os linfécitos T interagem com as DCs
reconhecendo o0s antigenos que estas apresentam (Von Adrian e Mempel, 2003; Mueller
e Germain, 2009; Cupedo et al, 2012).

Antigenos podem ser levados aos linfonodos drenantes através dos vasos
linfaticos aferentes pelas células apresentadoras de antigeno (do inglés, antigen-
presenting cell APC), como as DC, ou pela linfa quando soltveis. Imediatamente abaixo
da capsula do linfonodo, em uma area conhecida como seio subcapsular, estdo os

macrofagos que capturam antigenos sollveis e particulas que entram nos linfonodos
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drenantes de modo similar aos macr6fagos da zona marginal do baco (Mueller e
Germain, 2009).

Os linfdcitos ingressam nos linfonodos principalmente através de vasos
endoteliais especializados conhecidos como vénulas endoteliais altas (do inglés, high
endothelial venules HEVS). A zona de células T contém tanto linfécitos T CD4" como
CD8", assim como DCs interagindo com uma rede de células estromais conhecidas
como células fibroblasticas reticulares (do inglés, fibroblastic reticular cells FRCs).
Nos foliculos linféides, as células B encontram-se junto com ceélulas dendriticas
foliculares (do inglés, follicular dendritics cells FDCs). No seio subcapsular distingue-
se uma populacdo de células estromais conhecidas como células reticulares marginais
(do inglés, reticular marginal cells MRCs) (Katakai et al, 2008; Cupedo et al, 2012).

Apos buscar antigenos cognatos durante véarias horas no linfonodo, os linfocitos
que ndo os encontram recebem sinais quimiotaticos que induzem a saida do linfonodo
através dos vasos linfaticos eferentes. Os sinais de saida do linfonodo séo dirigidos pela
via de sinalizacdo do receptor acoplado a proteina G, o S1IPR1, expresso nas células B e
T, o qual se liga a S1P, expresso pelas células endoteliais do vaso linfatico (Cyster e
Schwab, 2012).

1.2 Populag6es de células ndo-hematopoéticas no linfonodo

No linfonodo sdo reconhecidas varias populagdes de células estromais e
endoteliais, as quais ndo somente servem como suporte estrutural do 6rgdo, como
também participam da resposta imunolégica e homeostase no LN. Tais células estdo
distribuidas em diferentes localizagdes dentro do érgdo e podem ser identificadas por
uma combinacdo de marcadores de superficie, principalmente pela expressdo de
marcadores como o0 CD31 e gp38 (podoplanina) (Link et al, 2007; Fletcher et al, 2010;
Lukacs-Kornek et al,2011) Figura 1.

Quanto & localizagdo, as células estromais, como as FRCs, podem ser
encontradas na zona de células T, as FDCs nos foliculos linfoides, as MRCs no seio
subcapsular do linfonodo e dois grupos de células endoteliais, as células endoteliais
sanguineas (do inglés, blood endotelial cells BECs) e celulas endoteliais linfaticas (do
inglés, lymphatic endotelial cells LECs) (Link et al, 2011; Alvarenga e Marti, 2014).
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Somente a expressdo do gp38 (podoplanina) ndo é suficiente para identificar as
FRCs murinas, pois este marcador também € expresso por FDCs e LECs. As LECs sdo
diferenciadas pela expressdo de CD21, CD31 e LYVE-1. As FDCs se diferem das FRCs
pela sua localizacdo e expressdo de CD21, CD35, C4 (FDC-M2) e BP-3, Mfge8 (FDC-
M1), CD16, CD23, CD32. Porém, as FRCs e FDCs podem se assemelhar na expressao
dos marcadores, CD54, CD106 e CD157 (Link et al, 2011; Luther et al, 2011; Sierget et
al, 2011; Mueller e Germain, 2009).

As BECs expressam 0 marcador CD31 e sdo negativas para o gp38. Elas fazem
parte dos vasos sanguineos corticais e capilares incluindo as HEVs (Willard-Mack,
2006) por onde ingressam os linfécitos T e B para dentro do linfonodo. As HEVs
apresentam moléculas de adesao, adressinas e quimiocinas, que facilitam o rolamento,

adesdo firme e posterior transmigracédo dos linfocitos (Cupedo et al, 2012).

As LECs estdo presentes nos vasos linfaticos (Mueller e Germain, 2009; Luther
et al, 2011) e estudos sugerem que de modo similar as FRCs, as LECs possuem
capacidade de apresentar antigenos associados a tecidos periféricos (PTAS) aos
linfocitos T naives (Cohen et al, 2010; Fletcher et al, 2010). Fenotipicamente expressam
0 CD44 homologo ao receptor 1 de acido hialurénico dos vasos endoteliais linfaticos
(LYVEL), o marcador endotelial CD31 e se distinguem das FRCs por expressarem 0
CD31 (Fletcher et al, 2011). Adicionalmente, expressam varias moléculas de adeséo e
produzem a quimiocina CCL21, esta quimiocina estd envolvida na entrada dos
linfocitos nos sinusoides linfaticos. A entrada do linfécito no sinusoide linfatico
medular e cortical também requer o receptor tipol de esfigosina 1-fosfatase (S1P1) e
seu ligante S1P, o qual é produzido e secretado na linfa por células ndo hematopoéticas,
possivelmente por células endoteliais linfaticas (Mueller e Germain, 2009; Grigorova et
al, 2009).

As FDCs formam uma densa rede nos foliculos linfoides e participam da
resposta humoral e producdo de anticorpos pelas células B. FDCs podem expressar
gp38, mas expressam outros marcadores como CR1/CD35, CD23 e ocasionalmente
MAdCAM-1, diferenciando-se das FRCs. Além disso, produzem CXCL13, atraindo
células B que expressam seu receptor CXCRD5, facilitando a apresentacdo de antigenos
opsonizados para os linfécitos B. Adicionalmente, mediante a producdo de BAFF

suporta a sobrevivéncia das células B (Cyster et al, 2010).
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As MRCs representam a terceira maior populacdo de células estromais no
linfonodo, estdo localizadas no seio subcapsular e se caracterizam pelo fenétipo gp38*
CD31'MAdCAM-1*, produzem CXCL13 e BAFF, (Katakai et al, 2008; Katakai et al,
2012). Adicionalmente, ndo produzem CCL21, nem expressam CR1/CD35, o que
permite distingui-las das FDCs (Katakai et al, 2008). As MRCs apresentam um
importante papel no desenvolvimento do LN pela expressdo de RANKL/TRANCE, uma
citocina da familia do TNF (Kong et al,1999). Estudos reportam que a contribuicdo das
MRCs na producdo de BAFF e CXCL13 sem presenca de FRCs ndo é suficiente para
manter a homeostase e resposta das células B (Chang e Turley, 2015). O papel das
MRCs na organizac¢do e homeostase do LN ainda necessita de elucidacao.

Uma populacdo de células que ndo expressam o marcador gp38 nem o CD31
tem sido reconhecida no linfonodo e chamadas de células duplo negativas (DNCs)
(Malhotra et al, 2012).

1.3 Células duplo-negativas

Estudos descrevem a existéncia de uma heterogénea populacdo de células que
ndo expressam o marcador gp38 e sdo negativas para o marcador endotelial CD31, e por
isso sdo conhecidas como DNCs. S8o descritas como células similares aos pericitos com
propriedades contrateis, os quais sdo encontrados proximos aos vasos medulares e
corticais, constituindo 5-10% das células estromais do linfonodo. Entretanto, embora as
DNCs sejam similares aos pericitos, sua origem ainda ndo é totalmente conhecida, nem
as regides onde estdo concentradas no linfonodo, seu fenotipo ou fungdo (Link et al,
2007, Fletcher et al, 2010, Cohen et al, 2010)

Malhotra e colaboradores (2012) definiram as DNCs como células gp38- CD31
CD45  CD44, porém Fletcher e colaboradores (2010) discordaram guanto a expressdo
de CD44, uma glicoproteina que liga &cido hialurénico, relatando que, assim como
FRCs, DNCs também apresentam a expressdo desse marcador. Outra proteina de
superficie expressa em 50% das DNCs, que poderia auxiliar na definicdo da localizagéo
e fungdo desse grupo celular no LN, é uma integrina Biaz (ITGA7), & qual ligam as
moléculas laminina-1, laminina-2 e laminina-4. Quando este marcador € expresso nas
DNCs, estas células sdo0 nomeadas de pericitos integrina o7 (do inglés, integrin a7
pericytes, IAPs) (Malhotra et al, 2012).
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Adicionalmente, as DNCs expressam genes com funcdo estrutural e de
contratilidade, incluindo genes que codificam subtipos de moléculas de actina e cadeias
de miosina (Malhotra et al, 2012).

Malhotra e colaboradores (2012) compararam, em camundongos, o perfil de
expressao génica global das diferentes populacGes de células ndo hematopoiéticas
presentes no LN, e encontraram similaridade no perfil génico entre as populacdes DNCs
e FRCs comparadas as populacGes de células endoteliais, embora exista diferenca
consideravel no fenotipo destas células. Tanto as FRCs como as DNCs podem expressar
antigenos associados a tecidos periféricos no LN, diferindo no repertorio de antigenos
expressos e no fator de transcricdo que regula esta expressdao. Nas FRCs o fator de
transcri¢do regulado pelo gene DF1 (do inglés, deformed epidermal autoregulatoryfator
1 DEAF1) é responsavel pela regulacéo, ja nas DNCs o fator de transcrigdo regulador é
0 gene regulador de autoimunidade (do inglés, Autoimmune Regulator Gene, AIRE)
(Malhotra et al, 2012, Fletcher et al, 2010).

Embora o conhecimento sobre as DNCs tenha evoluido, ainda s&o necessarios
mais estudos que possam esclarecer o papel funcional dessas células no LN em
condicGes homeostaticas e durante o estabelecimento de uma resposta imune, uma vez
que sdo encontradas em um érgdo importante para o inicio da resposta imune e que
parecem compartilhar similaridades com as FRCs, as quais parecem participar

ativamente da resposta imune.
1.4 Células Fibroblasticas Reticulares

Recentemente, o desenvolvimento de novos métodos de microscopia eletronica
permitiu observar como as células imunes se movem dentro dos 6rgéos linfoides ex vivo
ou in vivo. Tais métodos permitiram a observagdo dos movimentos dos linfocitos
suportados por uma rede formada pelas FRCs e filamentos entre elas, revelando em

detalhe a estrutura dessa rede (Von Adrian e Mempel, 2003; Mempel et al, 2004).

As FRCs sdo células de origem mesenquimal, podendo ser fusiformes, estreladas
ou altamente alongadas dependendo da sua localizacdo no linfonodo e séo
principalmente residentes da zona de células T no LN (Clark, 1962). As FRCs podem
ser caracterizadas pela expressdao de gp38 e pela secrecdo de proteinas da matriz
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extracelular como ERTR-7 e colageno tipo | formando uma densa rede reticular
(Bajenoff et al, 2006; Link et al, 2007; Turley et al, 2010; Malhotra et al, 2013).

Ainda ndo é completamente conhecida a origem das FRCs, embora evidéncias
indiguem que, dentro do LN, as FRCs sejam derivadas das células organizadoras do
tecido linfoide (do inglés, lymphoid tissue organizer cells LTo) (Fletcher et al, 2015),
referindo duas populacdes de células: as células indutoras do tecido linfoide (do inglés,
lymphoid tissue inducer cells LTi) e as células progenitoras mesenquimais. As células
organizadoras do tecido linfoide (LTo) estdo envolvidas no desenvolvimento do LN
devido a secrecdo das moléculas necessarias para organogénese do LN incluindo LTbR,
RANKL, CCL19, CCL21, CXCL13 e IL-7 (Chai et al, 2013).

Existe a hipotese de que durante a embriogénese, a producdo de acido retindico
por neurdnios pode estimular as células mesenquimais precursoras do LN, das quais
derivam as FRCs, a sintetizarem CXCL13, cuja sinalizacdo induz a formacdo da
estrutura do LN pelo recrutamento das células LTi (Van de Pavert et al, 2009;
Brendolan and Caamafio, 2012; Fletcher et al, 2015). Estudos recentes sugerem que pré-
adipdcitos sejam uma segunda fonte de células precursoras mesenquimais, pois podem
ser recrutados do tecido adiposo adjacente até o LN de maneira dependente de LTPR e
CXCR4. No LN, os pré-adipdcitos se diferenciam em células LTo CXCL13*. Desse
modo, possivelmente as duas fontes de células mesenquimais precursoras, tanto as
locais quanto as derivadas do tecido adiposo, contribuem para a formagéo do estroma do
LN (Bénézech et al, 2012; Fletcher et al, 2015).

As FRCs, em murinos, atuam no desenvolvimento dos 6érgdos linfoides
secundarios como baco e LNs, mediante a participacdo de varias citocinas da
superfamilia do TNF, como linfotoxinas a e [, LIGHT, TNF, junto com seus
respectivos receptores (Koni et al, 1997). Estudos feitos em camundongos deficientes
de linfotoxina-a, apresentaram alteragdo no desenvolvimento das placas de Peyer,
linfonodos, FDCs e centros germinativos (De togni et al, 2014). Adicionalmente, a
auséncia de linfotoxina-p também contribuiu para um desenvolvimento desorganizado
do baco (Cyster et al, 2014).

Além disso, a auséncia de TNF-o pode afetar negativamente tanto o

desenvolvimento das FRCs quanto a producdo das quimiocinas CCL21 e CCL19,
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diminuindo o recrutamento das células T no bag¢o, mas ndo nos linfonodos (Zhao et al,
2015).

Link e colaboradores (2007) descrevem quatro subtipos de FRCs em LNs de
roedores, segundo sua localizacdo: FRC na zona de células T (TRCs), FRCs proximas e
ao redor dos canais condutores, FRCs revestindo o seio subcapsular e FRCs proximas
aos vasos sanguineos (pericitos) (Link et al, 2007). Adicionalmente, existe ainda outro
subtipo de FRC localizado logo abaixo da cépsula do LN, as MRCs. Diferente das
FRCs, as MRCs expressam CXCL13, MAdCAM-1 e altos niveis de RANK-L (Mueller
e Germain, 2009; Luther et al, 2011; Hess et al, 2012).

Além dos subtipos de FRC classificados segundo sua localizacdo, outros dois
marcadores foram descritos em primatas capazes de subclassificar as FRCs, o receptor
do fator de crescimento neural p75 (do inglés Nerve Growth Factor Receptor,
p75NGFR) e a transglutaminase tecidual (do inglés Tissue transglutaminase, TTG).
FRCs sdo positivas para p75NGFR, um membro da familia do receptor de fator de
necrose tumoral (do inglés Tumor necrosis fator, TNF), e todas as subpopulagdes de
FRCs descritas segundo sua localizagdo séo positivas para TTG, uma enzima envolvida
em varios processos fisiologicos e patoldgicos, como apoptose de linfocitos e outros
tipos celulares, e a ativacao de citocinas pro-inflamatérias. Embora a expressao de TTG
esteja correlacionada aos subtipos de FRCs classificados segundo sua localizacdo, a
expressdo de p75NGFR néo foi reportada como subtipo especifico (Steele et al, 2009).

Thomazy e colaboradores (2003) utilizaram a TTG, que previamente foi descrita
como citocina e molécula induzivel por retindides, para evidenciar mudancas no estado
da rede reticular de LNs normais em comparacdo aos neoplasicos. Existem algumas
condigdes em que a rede de FRC fica aberta, permitindo a alta circulacdo de células e
solutos ao redor do foliculo, sendo este estado correlacionado com o pico de reacdes no
centro germinativo e aumento de expressdo de TTG. Qutras vezes, essa rede fica
fechada, limitando a migracdo de células do SCS, e a expressdo de TTG fica restrita as
células do SCS. O padrdo de TTG encontrado no estroma de diferentes tipos de
linfomas sugere que ocorra a alteracdo destes padrdes dindmicos na maioria dos tipos
tumorais (Thomazy et al, 2003).

As FRCs no LN mantém contato entre si e com outros tipos celulares como

linfdcitos, linfoblastos, celulas plasmaticas, DCs e FDCs. Quando as FRCs estdo em
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contato, suas membranas citoplasméticas apresentam um espago de aproximadamente
20nm, formando canais intercelulares conhecidos como redes de fibras reticulares
responsaveis pelo transporte de diferentes moléculas soltveis, como antigenos, desde os
vasos linfaticos aferentes até a area de células T no LN. Tal organizacdo contribui para
que esses antigenos sejam capturados pelas DCs residentes no LN (Crivellato e
Mallardi, 1997; Alvarenga e Marti, 2014).

Cremasco e colaboradores (2014) mostraram, em camundongos, que a deplegéo
de FRCs resultou em alteracdo da homeostase e do compartimento de células T no
linfonodo, com consequéncias na ativacdo, expansao e funcao dos linfécitos T efetores,
embora 0 LN ndo tenha sofrido perda imediata da estrutura de seus condutos. Tais
dados sugerem que as FRCs sdo essenciais para a resposta mediada por linfécitos T,
mas ndo para a manutencao em curto prazo do sistema de canais no LN. A auséncia de
FRCs também levou a reducdo significativa na viabilidade de células B e alteracdo na
organizacdo dos foliculos linfoides, afetando a resposta imune humoral dependente e

independente de células T (Cremasco et al, 2014).

Entretanto, durante o desenvolvimento do LN, a IL-7 é produzida pelas células
precursoras mesenquimais (Roozendaal and Mebius, 2011). A IL-7 derivada dessas
células promove a sobrevivéncia das células LTi, as quais participam da formacédo do

microambiente do LN, dependente do receptor de linfotoxina B (Chappaz e Finke,
2010).

A IL-7 é uma citocina importante que controla o desenvolvimento e ativacdo de
diferentes células imunes, assim como a homeostase das células T naives (Link et al,
2007; Kang et al, 2012). Dentro dos 6rgaos linfoides secundarios, a IL-7 promove sinais
antiapoptéticos e proliferativos para as células T, e tem funcéo essencial na homeostase
de células T periféricas (Mackall et al, 2011). A auséncia de IL-7, por deficiéncia
genética ou neutralizacdo mediada por anticorpo, induz uma gradual diminuicdo de
células T periféricas em aproximadamente 3 semanas. Em contraste, a superexpressao
de IL-7 em camundongos transgénicos aumenta substancialmente a quantidade de

células T naives na periferia (Surch e Sprent, 2008).

Link e colaboradores (2007) reportaram a producdo de IL-7 em linfonodos de

camundongos pelas FRCs na zona de células T. Essas celulas também foram capazes de
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produzir quimiocinas como CCL19 e CCL21 em modelos murinos, as quais podem ter
papel similar a IL-7 no suporte e sobrevivéncia das células T naives in vitro. Embora,
exista a referéncia de que CCL19 tenha a funcdo de regular a homeostase das celulas T,
tal funcdo ndo pode ser compensada pela secrecdo de CCL21, que apresenta potencial
inferior a da IL-7 na regulacdo da homeostase (Link et al, 2007). A sintese de IL-7
também tem sido detectada nas LECs, sugerindo que essa producdo influencie a
adaptacdo estrutural do microambiente do LN durante o remodelamento induzido, por

exemplo, durante uma resposta antiviral (Onder et al, 2012).

1.4.1 Producéo de quimiocinas pelas células fibroblasticas reticulares

As quimiocinas (citocinas quimiotaticas) sdo pequenas proteinas sollveis que
participam no controle da migracdo e posicionamento das células tanto na homeostase
como durante a resposta imune celular e humoral, além de contribuir na patogénese de
uma variedade de doencas (Zlotnik et al, 2011; Griffith et al, 2014).

As quimiocinas constituem uma superfamilia de 50 ligantes enddgenos em
humanos e camundongos, que se ligam aos receptores de sinalizacédo intracelular de sete
dominios transmembrana associados a proteina G, e podem ser divididas em quatro
subfamilias: C, CC, CXC e CX3C, segundo o nimero e espagamento dos aminoacidos
existentes nos dois primeiros residuos de cisteina da extremidade N-terminal. Podendo
ser também classificadas, funcionalmente, em quimiocinas inflamatdrias e
homeostaticas (Charo et al, 2006).

As quimiocinas inflamatdrias sdo expressas por células residentes e infiltradas,
apos estimulacdo com citocinas pro-inflamatérias ou durante o contato com agentes
patogénicos, e sdo especializadas no recrutamento de células efetoras como mondcitos,
granulécitos e linfocitos T efetores. Quimiocinas homeostaticas Sd0 expressas
constitutivamente em tecidos linfoides e ndo linfoides por tipos especificos de células,
além de estarem envolvidas no controle do processo de organogénese, manutencdo da
homeostase e no direcionamento das celulas circulantes atraves dos tecidos (Moser e
Loetscher, 2001; Griffith et al, 2014).

As interacdes entre os diferentes subtipos de células do sistema imune, nos

orgados linfoides secundarios, sdo requeridas para o bom funcionamento da resposta
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imune. Essa dindmica depende da capacidade dessas células de migrar ativamente
através desses orgdos (Forster et al, 2008).

Apos selecdo e maturacdo no timo, os linfécitos T naives continuamente
circulam entre a periferia e os 6rgédos linfoides secundarios como o LN. Os linfocitos
entram no LN através das HEVs, de modo dependente de sinais de quimiocinas e de
interacOes de selectinas e integrinas, até a zona de células T onde examinam a presenca
de antigenos ligados as moléculas do MHC, apresentados pelas APCs como as DCs. Por
outro lado, os antigenos solUveis e as DCs transportando antigenos sdo levados atraves
da linfa e ingressam no LN pelos vasos linfaticos aferentes também guiados por sinais
de quimiocinas (Miyasaka e Tanaka, 2004, Mueller e Ahmed, 2008).

Receptores de quimiocinas sdo essenciais para a entrada e posicionamento dos
linfocitos naives e DCs, no LN e no bago. Dentre eles podemos destacar o CCR7
expresso em Varios tipos celulares incluindo linfocitos T e DCs, ao qual se ligam as
quimiocinas CCL19 e CCL21, (Bromley et al, 2008; Mueller et al, 2013; Griffith et al,
2014). Na auséncia de sinais de retencdo pelo CCR7, as células T migram através de
gradientes de esfingosine-1-fostato (do inglés, Sphingosine-1-phosphate S1P), o qual
induz a saida das células fora do LN, pelos dos vasos linfaticos eferentes (Masopust e
Schenkel, 2013).

O receptor de quimiocinas CXCR4 e seu ligante CXCL12 também promovem a
entrada dos linfocitos T naives dentro do LN (Griffith et al, 2014), porém,
camundongos deficientes de CXCR4 exibem defeitos no homing de células T naives
somente na auséncia do CCR7, sugerindo que o papel do CXCR4 seja menor
comparado ao CCR7 (Okada et al, 2002).

Adicionalmente a CCL19, CCL21 e CXCL12 ativam a integrina LFA-1 na
superficie das HEVs, que se liga fortemente as moléculas ICAM-1 e ICAM-3 expressas

em células T, auxiliando a entrada dessas células no LN (Shamri et al, 2005).

Em contrapartida, nos foliculos de células B do LN, a rede de FDCs produz
CXCL13 o qual promove a localizagdo homeostatica dos linfécitos B devido a ligacao
ao seu receptor CXCR5. (Mueller et al, 2013; Bromley et al, 2008; Mueller e Germain,
2009; Griffith et al, 2014).
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As LECs, BECs, FDCs e FRCs produzem muitas das quimiocinas presentes no
LN. As FRCs, na zona de células T, no bago e LN rodeiam as HEVs formando uma
densa rede junto aos linfécitos. Estas células no LN produzem fibras reticulares ricas em
colageno que formam canais pelos quais sdo transportadas moléculas de baixo peso
molecular como antigenos sollveis, citocinas e quimiocinas até a zona de células T
(Mueller e Germain, 2009).

Evidéncias sugerem que a migracdo dos linfocitos T e DCs através do LN de
camundongos é suportada pelas FRCs na zona de células T (Bajenoff et al, 2006), uma
vez que expressam constitutivamente os ligantes do CCR7: as quimiocinas CCL21 e
CCL19 (Luther et al, 2000; Mueller e Germain, 2009). Similar as FRCs, as DNCs
podem contribuir com a producdo de quimiocinas. Além dessas células, as células
endoteliais expressam pequenas quantidades de mMRNA para CCL19, sendo as LECs as

unicas que expressam transcritos para CCL20 (Malhotra et al, 2013).

As FRCs também transcrevem CXCL13, de modo consideravel e similar as
MRCs, que sdo conhecidas por expressarem o marcador MAdCAM-1. Adicionalmente,
as FRCs transcrevem outros tipos de quimiocinas como CCL2 e CCL7 que podem
facilitar o recrutamento de células T de meméria e DCs (Malhotra et al, 2013).
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Figura 1. Células ndo-hematopoéticas do Linfonodo. A. Localizacdo das células ndo hematopoéticas
no linfonodo. FRC sdo encountradas principalmente na zona de células T, auxiliando no soporte estrutural
para a interagdo entre células T e DCs. FDCs junto as células B organizam o foliculo linfoide. LECs
compdem os vasos linfaticos aferentes e eferentes. BECs formam estruturas especializadas conhecidas
como HEVs. B. Diversas fungbes das FRCs. a) FRC produz proteinas da matriz extracelular (ECM) e
formam o sistema de canais dentro do linfonodo. b) DCs residentes do linfonodocapturas antigenos
soltveis transportados dentro dos canais das FRCs. ¢) FRCs produzem quimiocinas como CCL19 e
CCL21 que atraem células T e DCs, as quais expressam o receptor CCR7. d) FRCs secretam citocinas
como IL-7 a qual atua como sinal de sobrevivéncia para as células T naives ao se ligar com o receptor IL-
7R. Modificado de Turley et al, 2010.
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1.4.2 Células fibroblésticas reticulares na inducéo de toleréncia periférica

FRCs exercem uma regulacéo positiva na homeostase e migracéo das células do
sistema imune no LN através da sintese de CCL19, CCL21 e IL-7, embora recentes
estudos descrevam as FRCs como responsaveis, mediante diversos mecanismos,
também pela regulacdo negativa da resposta imune (Figura 2). Por um lado, as FRCs
podem induzir tolerancia nas células T via apresentacdo de antigenos préprios, e, por
outro lado, podem diminuir as respostas das células T aos antigenos estranhos, pela
expressdo de fatores supressores, inibindo diretamente a expansdo dos linfdcitos ou
indiretamente diminuindo a imunogenicidade das DCs (Fletcher et al, 2010; Turley et

al, 2010; Khan et al, 2011; Lukacs-Kornek et al, 2011; Siegert et al, 2011).
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Figura 2. Diferentes mecanismos de a¢do das FRCs murinas na ativacao da resposta imune

e inducgdo de toleréncia periférica.
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Lee e colaboradores (2007) reportaram que antigenos préprios restritos ao
intestino de murinos foram expressos ectopicamente por populagdes de células
estromais em LNs ndo drenantes (do inglés, lymph-node estromal cells LNSCs). LNSCs
apresentavam diretamente esses antigenos as células T CD8+ induzindo tolerancia por
mecanismos de delecdo de células T autorreativas. Em condi¢es ndo inflamatorias, as
células ndo hematopoiéticas no LN expressam uma quantidade clinicamente relevante
de antigenos restritos aos tecidos periféricos (do inglés, Peripheral Tissues Antigen
PTA) (Lee et al, 2007; Nichols et al,2007; Magnusson et al, 2008; Gardner et al, 2008;
Yip et al, 2009), contribuindo de maneira ndo redundante e altamente eficaz na indugéo
de tolerancia periférica (Lee et al, 2007; Nichols et al, 2007; Gardner et al, 2008;
Magnusson et al, 2008).

Estudos reportam que as LNSCs induzem um estado de tolerancia periférica,
principalmente pela delecdo de células autorreativas (Turley et al, 2010; Fletcher et al
(b), 2011; Lukacs-Kornek et al, 2011; Siegert e Luther, 2012), sugerindo que as DCs
ndo sejam as Unicas células responsaveis por esse processo e que a expressao de PTAs
ndo seja restrita ao estroma do timo. LNSCs podem apresentar PTAs como tirosina, a
qual ndo é apresentada pelas DCs e sua expressdo no timo é insuficiente para induzir
tolerancia (Nichols et al, 2007).

Adicionalmente, o papel na tolerancia periférica € compartilnado por varias
populacbes de células no LN, e cada populacdo expressa um repertério diferente de
PTAs (Cohen et al, 2010; Fletcher et al, 2010). Por exemplo, FRCs expressaram 0
antigeno tOVA em um modelo de camundongo iFABP-truncated ovalbumin (tOVA)
(Fletcher et al, 2010), e foram as Unicas células que expressaram o antigeno Mlana.
Enquanto, LECs foram responsaveis pela expressao do antigeno da enzima tirosinase
associada a melandcitos (do inglés, melanocyte-associated enzyme tyrosinase Tyr) no
LN, com relevancia clinica na tolerancia periférica pela delecao de células T especificas
para esse antigeno do repertério normal (Nichols et al, 2007; Cohen et al, 2010), pois
elas escapam a selecdo negativa no timo. Atualmente Mlana e Tyr constituem alvos para

terapias imunolégicas contra 0 melanoma (Trefzer et al, 2006).

A participacgdo na indugéo de tolerancia ndo tem sido demonstrada diretamente
nas BECs e DNCs (Link et al, 2007; Fletcher et al, 2010), embora ambas populac6es de
células expressem PTAs (Cohen et al, 2010; Fletcher et al, 2010).
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No timo, o Aire (do inglés, Autoimmune Regulator), mediante um mecanismo
molecular complexo, € responsavel por dirigir a expressdo de uma variedade de PTAs
expressos pelas células endoteliais nesse orgao (Anderson et al, 2002; Ramsey et al,
2002).

Embora nos LNs de camundongos fossem detectados niveis de transcritos para
Aire expressos pelo estroma (Lee et al, 2007) estes foram principalmente expressos na
populagcédo de DNCs (Cohen et al, 2010; Fletcher et al, 2010) observando-se somente
em baixos niveis nas FRCs (Siergert et al, 2012), estudos recentes demonstraram que o
Aire ndo regula a expressdo da maioria de PTAs fisiologicamente significantes no LN
(Cohen et al, 2010). Cohen e colaboradores (2010) observaram que LECs de
camundongos nocaute (do inglés — knockout) para o0 gene Aire expressaram e
apresentaram o antigeno tirosinase diretamente para as células T CD8+ naives,

sugerindo a presenca de outro fator regulador.

Recentemente foi descrita a presenca de DEAF1 (do inglés, DEAF1,
Transcription Factor), um fator de transcri¢cdo regulado pelo gene DF1 em FRCs e
LECs, considerado o principal responsavel da regulacdo da expressdo de PTAs no LN
(Yip et al, 2009). Em camundongos, DF1 existe em duas isoformas, o DF1 canonico e a
forma variante (DF1-VARL1), proveniente de um splicing alternativo (do inglés
Alternatively Spliced Variant in DF1, DF1-VARL1). O DF1 candnico tem capacidade de
se translocar para o nucleo e regular a transcricdo de PTAs, enquanto o DF1-VARL esta
expresso no citoplasma e pode inibir a transcricio dos PTAs ao sequestrar DF1
candnico no citoplasma. (Fletcher et al, 2011; Yip et al, 2009). Apesar da similaridade
estrutural entre AIRE e DEAF1, ambos apresentam mecanismos diferentes no controle
da expressao de PTAs (Turley et al, 2010).

Além do papel na inducdo de tolerancia periférica como uma APC ndo
convencional, evidéncias recentes sugerem a capacidade das FRCs de suprimir a
proliferacdo de células T CD4" e CD8" em inflamagdo aguda, independentemente da
apresentacdo de antigenos (Khan et al, 2011; Lukacs-Kornek et al, 2011; Siegert et al,
2011).

As FRCs e as LECs podem inibir a proliferacdo das células T através de um

mecanismo estritamente regulado, dependente da producdo de oxido nitrico pela enzima
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oxido nitrico sintase induzivel (do inglés, inducible nitric oxide synthase iNOS, NOS2),
que é aumentada em resposta & acdo sinérgica de citocinas como IFN-y, TNF-a ¢ pelo
contato direto com as células T ativadas (Lukacs-Kornek et al, 2011). Essas citocinas
sdo produzidas pelas células T CD8" dentro da 24 horas ap6s ativacao, e sdo detectadas
pelas FRCs vizinhas (Siegert e Luther, 2012).

Oxido nitrico ou as espécies reativas derivadas do nitrogénio podem regular
negativamente as células T pela nitrosilacdo de diversos residuos de amino&cidos,
levando a regulacéo negativa do complexo do receptor de células T (TCR) (Kasic et al,
2011; Siegert e Luther, 2012), ou pela deplecdo do substrato da enzima iNOS, a L-
arginina, resultando na diminui¢do da expressdo da molécula CD3( (Rodriguez et al,
2002, Siegert e Luther, 2012). Finalmente, o efeito de supressao de células T pode ser
devido ao bloqueio da fosforilagdo da molécula STATS, interferindo na sinalizacdo da
via da IL-2 (Bingisser et al, 1998).

Adicionalmente, o estimulo pelo IFN-y induz as FRCs a produzirem outras
moléculas reguladoras, como o ligante de morte celular programada-1 (do inglés,
programmed cell death ligand 1 PD-L1) ou a enzima indolamine-2,3-dioxigenase (do
inglés, indolamin-2,3-dioxygenase IDO (Khan et al, 2011; Lukacs-Kornek et al, 2011,
Siegert et al, 2011). Tanto o PD-L1 como a IDO apresentam um papel importante no
suporte da inducdo e manutencdo de células T reguladoras, portanto, seria interessante
entender a funcdo das FRCs na geracdo, manutencdo ou ativacdo dessas células T
reguladoras (Francisco et al, 2010; Le Blanc e Mougiakakos, 2012).

A expansdo das células T, ativadas por DCs ou por mitégeno, pode ser
fortemente atenuada in vitro quando colocadas na presenca ou auséncia de FRCs. Nesse
contexto, tanto iINOS quanto as enzima cicloxigenase-1 e 2 (COX-1/2) foram as
moléculas responsaveis pela inibicdo da proliferacdo e em menor medida a sua
diferenciacdo em células efetoras.Além do mais, parte do efeito atenuante na expansao
das células T pode ser devido a uma diminui¢do da imunogenicidade das DCs (Siegert
et al, 2011; Siegert e Luther, 2012). Uma vez que DCs derivadas de medula 6ssea foram
colocadas na presenca de FRCs e posteriormente co-cultivadas com células T CD8+,

apenas 50% dos linfocitos mantiveram-se estimulados (Siegert e Luther, 2012).
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As enzimas COX-1/2, que participam da producdo de PGE>, podem contribuir
com o efeito inibitério da proliferagdo das células T (Siegert et al, 2011). A PGE2
também tem a capacidade de estimular DCs imaturas na periferia. Em contrapartida,
parece induzir a supressdo de DCs maduras nos oOrgdos linfoides secundarios,

diminuindo sua fungdo como APCs (Gualde e Harizi, 2004, Siegert e Luther, 2012).

Em conjunto, a contribuicdo das FRCs mediante os mecanismos de regulacdo
podem ser de grande relevancia na protecdo do tecido dos efeitos adversos de uma

resposta imune exacerbada.

1.4.3 Podoplanina e CLEC-2

Podoplanina (PDPN, gp38) é uma proteina transmembrana de tipo mucina de
36-43 kD, altamente conservada entre as espécies, expressa em varios tecidos linfoides
e ndo linfoides. Apresenta fungdes em diversos processos como na ontogenia de varios
6rgdos como coracdo, pulmao e sistema linfatico; na motilidade celular, tumorogénese e
metastase (Suzuki-Inoue et al, 2011; Astarita et al, 2012). Além disso, é requerida
durante a separacdo dos vasos linfaticos e sanguineos no desenvolvimento pela ativagédo

de seu receptor o CLEC-2 expresso nas plaquetas (Bertozzi et al., 2010).

O CLEC-2 (codificado por Cleclb) é um receptor de lecitina tipo C, membro da
familia dos receptores de dectina-1, receptor para PDPN (Watson et al, 2010).
Caracterizado pela sinalizacdo através de um motivo de imunoreceptor baseado em
tirosina (do inglés, immunoreceptor tyrosine-based activation motif ITAM) e da
molécula adaptadora tirosina kinase (Syk) (Suzuki-Inoue et al, 2006). Esta expresso em
plaquetas e varios tipos de células mieloides incluindo neutréfilos, DCs do bago, DCs
derivadas de medula éssea e macréfagos peritoniais (Kerrigan et al, 2009; Bertozzi et
al, 2010).

A participacdo da gp38 no desenvolvimento de 6rgdos é varidvel. Nos rins, a
gp38 é expressa em células epiteliais do glomérulo, conhecidas como poddcitos, e
parece ser essencial na funcdo normal da filtracdo glomerular (Navarro-Nufiez et al,
2013). No sistema nervoso central a gp38 € necessaria para a formacao correta do plexo
cordide e € altamente expresso em tumores cerebrais (Astarita et al, 2012; Navarro-
Nufez et al, 2013). No coracdo, a gp38 é necesséria para o desenvolvimento normal

desse oOrgédo, especialmente na transicdo epitélio-mesenquimal (do inglés, epithelial-
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mesenchymal transition, EMT). A gp38 também é necesséria para o desenvolvimento
pulmonar e maturacéo efetiva das células epiteliais alveolares do tipo I. No intestino ndo
ha ainda uma funcéo especifica determinada, apesar da gp38 estar expressa na lamina
prépria. Em orgdos linfoides, € necessaria para a formagdo e organizacdo adequada,
principalmente na arquitetura vascular linfatica e inducdo da migragdo de DC nos LNs.
Além disso, a gp38 esta altamente expressa no estroma dos 6rgdos linfoides secundarios

e em tecidos linfoides ectdpicos (Astarita et al, 2012).

Em céncer, a expressdao de gp38 tem sido correlacionada com o aumento da
linfangiogénese, mau prognostico e presenca de metéstase. Esta molécula pode ser
super-expressa em varios tipos tumorais e parece aumentar a atividade das GTPases
Rho. O mecanismo exato de sua a¢do ndo esta completamente elucidado (Astarita et al,
2012; Navarro-Nufiez et al, 2013).

1.4.4 Interacdo entre as células reticulares fibroblasticas e células dendriticas
Niveis de mRNA e da proteina PDPN sdo expressos uniformemente por LECs e
FRCs mas ndo em BECs, tanto em condi¢bes de repouso quanto inflamatérias.
Expressdo de mRNA para CLEC-2 foi verificada tanto em DCs isoladas de pele e LN, e
sob condi¢bes inflamatorias essa expressao de superficie aumenta duas vezes, embora a

molécula seja parcialmente internalizada (Acton et al, 2012).

PDPN, dependente de glicosilacdo, pode ligar com uma alta afinidade a
quimiocina CCL21, produzida por FRCs e LECs (Kerjaschki et al, 2004). Esta interacédo
pode ter efeitos no trafego dos linfécitos e das DCs na zona de células T no linfonodo
(Luther et al, 2000; Bajénoff et al, 2006; Turley et al, 2010).

As DCs migram através dos vasos linfaticos e entre a rede de FRCs na zona de
células T. A interacdo entre podoplanina e CLEC-2 influencia o comportamento
morfodinamico e motilidade das DCs, uma vez que a deficiéncia de CLEC-2 nas DCs
afetou sua entrada nos vasos linfaticos e seu trafego até o LN, reduzindo a ativacao das
celulas T (Acton et al, 2012).

Em células mieloGides, a sinalizacdo de CLEC-2 pelo seu ligante parece
aumentar a producéo de IL-10, sugerindo sua participacdo na resolucdo da inflamagéo

(Navarro-Nufiez et al, 2013). Astarita e colaboradores (2014) indicaram que as DCs,
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expressando CLEC-2, constituiram uma rapida, embora reversivel sinalizacdo para as
FRCs, CLEC-2 inibiu a fungdo da PDPN o que resultou em um relaxamento das FRCs,
que levou, por sua vez, ao aumento da rede reticular paracortical e expansao do LN.
Quando ocorre a atenuacédo da sinalizacdo CLEC-2, as FRCs retornam a sua capacidade

contractil levando a revergdo do tamanho e arquitetura normal do LN.

As FRCs como BECs e LECs expressam MHC classe Il sob condigdes
inflamatorias induzidas por virus, pelo tratamento com LPS ou IFN-y, embora ainda
seja pouco conhecido como essa expressdo € regulada (Malhotra et al, 2012; Ng et al,
2012). Dubrot e colaboradores (2014) demostraram que a expressdo do MHC classe 11 é
dependente de IFN-y e do promotor pIV da proteina conhecida como transativador do
MHC de classe Il (do inglés, MHC class Il transactivator CIITA), expresso nessas
populacdes de células. Além disso, FRCs apds co-cultivo com DCs maduras e imaturas,
apresentaram expressdo de MHC classe Il, sugerindo que as DCs podem transferir

complexos de MHC classe 1l para a superficie das FRCs.

1.4.5 Remodelamento da rede de células fibroblasticas reticulares na expansdo do

linfonodo durante a resposta imune

Durante a resposta imune ocorre 0 remodelamento do LN que inclui mudancas
no tamanho, trafego celular, assim como o crescimento e ativagdo dos vasos linfaticos e
sanguineos (Zhu e Fu, 2011). Contudo, 0s mecanismos exatos, as etapas, as moléculas e
0s sinais que levam a expansdo do LN ainda ndo estdo totalmente elucidados. Katakai e
colaboradores (2004) ao avaliar alteracbes no tamanho de LNs popliteos em
camundongos imunizados ou n&o, observou que os LNs dos camundongos imunizados
apresentaram maior tamanho que os LNs dos ndo imunizados. Além disso, observaram

mudancas na distribuicdo dos linfacitos e localizacdo das FRCs.

Yang e colaboradores (2014) descreveram que a zona de células T do LN de
camundongos imunizados apresenta uma estrutura e organizagdo conservada, embora
sua regido medular apresente maior numero de células gp38 positivas apos a
imunizagdo. Além disso, também ocorre aumento na celularidade total no LN e na

proliferacdo dos linfocitos T antigeno-especificos, assim como a proliferacdo das FRCs
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tanto pela presenca de um estimulo especifico como inespecifico, embora, nesse ultimo
contexto, a proliferacdo seja menor. Ainda, foi observada maior proliferagdo das
populacdes de LECs e BECs, 0 que sugere que a expansdo das principais populacdes de
células ndo hematopoéticas no LN contribui significativamente para a reorganizacéo do
LN ativado (Soderberg et al, 2005; Webster et al, 2006; Yang et al, 2013).

Deste modo, Yang e colaboradores (2014), sugerem duas fases no estado de
ativacdo das FRCs durante uma resposta imune: uma precoce e outra tardia. A ativacédo
mais precoce da FRCs parece ser controlada pelo recrutamento de linfécitos T naives
induzido pelas DCs, pois os fibroblastos possuem a caracteristica de apresentar
sensibilidade mecéanica, e, portanto, as FRCs podem detectar a pressdo fisica do
aumento do numero de linfocitos T no paracortex do LN (Link et al, 2007). Porém, o
mesmo ndo é observado pela transferéncia de células dendriticas derivadas de medula
0ssea, na auséncia de linfdcitos. J& em uma fase de ativacgdo tardia, caracterizada pelo
aumento da expressdo de moléculas como a gp38 ¢ a-SMA, estimulos derivados de
linfécitos T ativados parecem resultar na diminuicdo do numero e da proliferacdo das
FRCs, devido a auséncia das moléculas LTap e LIGHT, ligantes do receptor LTBR
expressos em FRCs. Deficiéncias em outras vias de sinalizagdo como TNFa, LTa3,

PDGF ou VEGF néo parecem afetar a proliferacao das FRCs (Yang et al, 2014).

Durante a fase tardia de inflamacéo no LN, a distribuicdo do VEGF-A na regido
paracortical e medular pode influenciar na remodelacdo dessas areas (Tan et al, 2012).
Chyou e colaboradores (2011) reportaram que as FRCs expressam mRNA para VEGF
tanto em condi¢des de repouso como apos estimulo inflamatério, e sugerem que as DCs
residentes CD11c+ podem estimular o aumento na producdo de VEGF pelas FRCs ap06s
imunizagdo. A via de sinalizacdo do receptor LTBR nas FRCs parece regular a produgdo
de VEGF, visto que, em camundongos, o blogueio desse receptor resultou na
diminuicdo de 37% na producdo de VEGF pelas FRCs no LN inflamado, diminuindo a
proliferacdo das células endoteliais (Chyou et al, 2008).

Estudos sugerem que as DCs podem ser responsaveis pelo inicio do processo de
remodelamento do LN na resposta imune. Yang e colaboradores (2013) descreveram
que células enddgenas do LN, DCs ou FRCs, podem responder a sinais de perigo via
MyD88, levando eventualmente a proliferacdo das FRCs murinas. Recentemente

observou-se que a interacdo da molécula de podoplanina (gp38), expressa nas FRCs,
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com seu receptor CLEC-2 presente nas DCs reduz a contratilidade das FRCs o que
adicionalmente pode levar a expansdo dessas células (Acton et al,2014; Astarita et al,
2014).

Em conjunto, esses dados sugerem um papel fundamental das FRCs durante a
hiperplasia do LN ativado, essencial para a resposta imune adaptativa eficiente, tanto

por contribuir para sua proliferacdo quanto para expansao de outros tipos celulares.

1.5 Expressao génica das células fibroblasticas reticulares e células duplo-negativas

na homeostase e na inflamacéo

As populacdes de FRCs, DNCs e células endoteliais como LECs e BECs,
diferem no perfil de expressdo génica. As FRCs apresentam enriquecimento na
expressdo de genes que codificam moléculas envolvidas em interacfes entre a matriz
extracelular e seus receptores, assim como moléculas de adesdo e interacdo citocinas-
receptores de citocinas. J& 0s genes expressos nas células endoteliais codificam para
moléculas com funcdo na transmigracdo de leucdcitos, moléculas envolvidas na via de

sinalizacdo dos VEGFs e de adesdo célula-célula (Malhotra et al, 2012).

Malhotra e colaboradores (2012) reportaram que no linfonodo de camundongos,
em estado de repouso, tanto as FRCs, DNCs e células endoteliais expressam receptores
para interferon tipo | e Il, TGF-p ¢ TNF. FRCs ¢ LECs, mas ndo BECs ¢ DNCs,
expressam transcritos de IL-7, importante na manutencdo dos linfocitos naives no LN.
As FRCs expressam um coestimulador de células T e fator de sobrevivéncia das células
B, o BAFF, além de produzir transcritos para moléculas de suporte as células mieloides
como IL-34, FIt3L e CXCL14, assim como para quimiocinas CCL19, CCL21,
CXCL13, CXCL12,CCL2 e CCLT.

FRCs ¢ DNCs compartilharam expressdo da integrina o11fs, porém somente
DNCs expressaram integrina de cadeia o2, o7, ag, as. (Malhotra et al, 2012) Juntos esses
dados sugerem que as FRCs estdo envolvidas na regulagdo do recrutamento e

localizacdo de células hematopoiéticas nos 6rgéos linfoides secundarios.

Os canais condutores formados pelas FRCs estdo constituidos por um ndcleo

rico em colageno, envolvido por uma zona microfibrilar que contem fibrilina e o
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antigeno reconhecido pelo anticorpo monoclonal ER-TR7. As FRCs como DNCs
expressam transcritos para moléculas de colageno tipo I, 111, V, VI, IV, X1V e XVI (Sixt
et al, 2005; Malhotra et al, 2012). Adicionalmente sdo capazes de regular a estrutura e
organizacdo dos condutos pela secrecdo de moléculas como pequenos proteoglicanos
ricos em leucina (do inglés, small leucine-rich proteoglycans SLRPs), os quais regulam
a fibrilogénese do coladgeno, unem o col&geno tipo | a membrana basal e interagem com

fatores de crescimento (Kalamajski e Oldberg, 2010).

FRCs e DNCs produzem metaloproteinases de matriz (do inglés, matrix
metalloproteinases MMPs): MMP2, MMP3, MMP9, MMP14, importantes no
remodelamento da matriz extracelular durante a expansdo do LN na resposta imune
(Malhotra et al, 2012).

As FRCs podem responder a estimulos inflamatérios incluindo IL-1, IFN-af,
IFN-y, and TNF-a (Katakai et al, 2004; Siegert et al, 2011), alterando a expresséo de
moléculas. Em camundongos, ap6s estimulo com LPS, populacdes de FRCs, LECs e
BECs mostraram uma alteracdo no perfil génico. Nas FRCs houve um aumento na
expressao de genes que codificam moléculas envolvidas na resposta de fase aguda e
quimiocinas inflamatérias como CCL5 e CXCL9, bem como de transcritos génicos que
sdo induziveis por interferons, via de sinalizacdo do TLR4 ou moléculas adaptadoras
como IRF7. Adicionalmente se observou aumento da expressao de genes que codificam
para IL-7 e 1L-33 (Malhotra et al, 2012), embora no estudo de Yang e colaboradores
(2013), ndo tenham sido observadas mudangas na expresséo de mRNA para IL-7,
CCL19 e CCL21 ap0s imunizacao.

Katakai e colaboradores (2004) verificaram que o nivel de expressdo das FRCs
de CCL4, CCL5, CCL20 e CXCL10 em camundongos foi baixo em condi¢cbes de
repouso, aumentando em resposta ao estimulo com TNF-o, além disso, nessas

condicdes as FRCs demostraram aumento no seu potencial quimioatraente..

Adicionalmente, ao contrario das DNCs, as FRCs apresentaram maior expressao
de genes que codificam diversos componentes da via de apresentacdo do MHC classe 11
apos estimulo, que também induziu aumento dessa molécula na superficie das FRCs
(Malhotra et al, 2012).
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Vega e colaboradores (2006) verificaram os niveis de expressao génica de FRCs
isoladas de LN humanos obtidos de pacientes com linfoma e hiperplasia benigna e os
compararam com os de fibroblastos de pele em condi¢des de repouso e apds estimulo
inflamatério com citocinas como TNF-a, IL-6, IL-4 e IL-13. Observaram que, na
auséncia de estimulo, existe uma diferenca no perfil de expressdo génica entre 0s
fibroblastos obtidos das duas diferentes fontes, sugerindo uma especializacdo de acordo
ao nicho celular. As FRCs isoladas de LN humanos mostraram expressao
principalmente para genes que codificam quimiocinas, como CCL2 e citocinas como
IL-1, IL-6, enquanto os fibroblastos de pele expressaram principalmente genes para
metaloproteinases, fatores de crescimento de fibroblastos e fatores neurotropicos. Os
fibroblastos estimulados com TNF-o apresentaram expressdo génica semelhante,
induzindo genes que codificam quimiocinas, citocinas e moléculas de adesdo. Além
disso, na auséncia de estimulo, observaram alta expressdo do gene para a quimiocina

CCL2, que aumentou em 25 vezes sua expressdo logo apds o estimulo com TNF-a.

Esses dados sugerem mais uma vez a ampla participacdo das FRCs na resposta
aos estimulos inflamatdrios tornando-se fundamental durante a resposta imune.
Portanto, entender o funcionamento destas células pode nos ajudar a elucidar a

modulacdo das respostas imunologicas.

2 HIPOTESE GERAL

Nossa hipotese é que as FRCs e DNCs derivadas de linfonodos humanos, de

forma similar as FRCs e DNCs murinas, possam influenciar a resposta imune.

3 JUSTIFICATIVA

O conhecimento da biologia, fungdo e do real potencial das FRCs pode
proporcionar conhecimento sobre a eficiéncia e as disfun¢bes da resposta imune. Em
modelos murinos, existem fortes evidéncias da participacdo destas células na tolerancia
periférica, entretanto estudos sobre as populagdes de FRC e DNCs de espécie humana

S80 escassos.
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4 OBJETIVOS

41  Geral
Isolar e caracterizar fenotipica e funcionalmente as células estromais de

linfonodos humanos.

4.2 Especificos

e Isolar e caracterizar as FRCs e DNCs de linfonodos humanos;

e Separar as subpopulacdes de acordo coma expressdao de gp38 (FRCs e
DNCs);

e Realizar ensaio de expressdo génica das subpopulacdes DNCs e FRCs
derivadas de diferentes linfonodos em condi¢des de repouso e apos estimulo
inflamatdrio;

e ldentificar quimiocinas, citocinas e proteinas de superficie expressas nas

DNCs e FRCs em condicdes de repouso e apds estimulo inflamatorio.
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3) MATERIAL E METODOS

5.1 Caracteristica amostral

Linfonodos (LN) periféricos e mesentéricos foram obtidos de pacientes de
diferentes diagnosticos e idades. Os participantes consentiram a doacdo dos LN por
meio de assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Este estudo foi
aprovado pelos comités de ética em pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein, da
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo e do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP-FMUSP sob CAAE numero: 07768712.4.0000.0071.
Os LNs foram submetidos a exame histopatoldgico para verificar se estavam saudaveis,
sendo os comprometidos com metastase excluidos deste estudo. Informacdes sobre os
LNs estdo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1.Caracteristica amostral. Linfonodo (LN). Sem sucesso no estabelecimento da linhagem (-).
Sucesso no estabelecimento da linhagem (+).

Diagnostico clinico do Resultado
Amostra : - Cultura celular
paciente anatomopatoldgico

LN 4 Neoplasia laringea Negativo +
LN 7 Doador de Figado Negativo +
LN 8 Doador de Figado Negativo +
LN 11 Diverticulite Negativo +
LN 12 Diverticulite Negativo +
LN 14 Neoplasia pancreéatica Negativo +
LN 15 Neoplasia maméria Negativo +
LN 16 Doador de Figado Negativo +
LN 18 Neoplasia laringea Negativo +
LN 19 Neoplasia laringea Negativo +
LN 23 Doador de Figado Negativo +
LN 24 Doador de Figado Negativo +

5.2 Anélise anatomopatoldgica e imuno-histoquimica

O exame anatomopatoldgico foi realizado pelo Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital Israelita Albert Einstein. Para o processamento anatomopatologico dos LNs
doados para pesquisa, 0s Orgdos foram fracionados em 2 metades, sendo que uma
metade foi transferida para um tubo contendo formaldeido 10% e a outra metade foi
utilizada para obtencédo de células para cultivo. As metades preservadas em formaldeido

foram desidratadas em solugdes com concentracdo crescente de alcool etilico (70%,
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80%, 90%), passadas em A&lcool absoluto e em Xilol. Posteriormente realizou-se a
impregnacdo e inclusdo em parafina. As pecas foram cortadas com espessura de 3
micrémetros e colocadas em laminas de microscopia, mantidas em estufa a 37°C e
submetidas as coloragdes com hematoxilina e eosina (coloracdo de HE), ou marcacédo
individual com os anticorpos gp38, CD20, CD3 e CD68, segundo a técnica de imuno-

histoquimica.

5.3 Obtencéo de células estromais e linfocitos a partir de linfonodos humanos

Os LNs foram coletados em cerca de 5 mL de meio de cultura (Mcl), contendo:
Meio de Dulbecco Modificado (DMEM) (Gibco, Carlsbad, CA) suplementado com
10% de soro bovino fetal (FBS) (Gibco, Carlsbad, CA), 1% de uma solucao
antibiotico-antimicético composto por 10000 units/mL de penicilina, 10000 pg/mL de
streptomicina e 25 ug/mL de Fungizone® (Gibco, Carlsbad, CA), e 1% de Lglutamina
200mM (Gibco, Carlsbad, CA).

Apds a coleta, os LNs foram colocados em placas de Petri e partidos ao meio
com auxilio de bisturi e de uma pinca esteéril, para a obtencao de linfécitos presentes no
interior do LN. Metade deste 6rgdo foi colocada em formaldeido 10% e encaminhada
para Patologia Clinica para realizagdo da avaliacdo histolégica. O Mcl contendo os
linfocitos foi transferido para um tubo cénico Falcon de 15 mL e centrifugado por 5
minutos a 22°C/500g. O sobrenadante foi descartado e o pellet submetido a contagem
de células com coloracdo de azul de Tripan 0.4%, para verificar-se a viabilidade e o
céalculo do numero de células obtidas. Estes linfécitos foram ressuspendidos em 1 mL
de meio de congelamento (Mc2) /tubo, contendo: meio Mcl com 10% de
Dimetilsulfoxido (DMSO), e cada tubo com cerca de 2x108céls/mL foi mantido a -
80°C.

Apos o extravasamento dos linfécitos, a metade do 6rgédo foi fragmentada com
auxilio de um bisturi e os fragmentos colocados em cerca de 10 mL de solucdo
balanceada de Hank (do inglés Hank's balanced salt solution, HBSS) (Gibco, Carlsbad,
CA) e submetidos & centrifugagdo por 10 minutos a 22°C/500g, para lavagem dos
tecidos. Apos a lavagem, a amostra foi colocada em 10 mL de solucdo enzimatica
(MIX), composta por: 9 mL de HBSS, 1mL de accutase (Innovative cell technologies,
San Diego, CA), 0,6ng colagenase tipo I1/mL, 1 uL de turbo DNAse, 1 uL. de tampao da

turbo DNAse (Invitrogen). O MIX contendo a amostra foi incubado em banho-maria a
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37°C por 30 minutos sendo submetido a agitacdo mecanica em intervalos de 5 minutos,
para auxiliar a digestdo completa do tecido e liberacdo das células estromais.

Ap0s esse periodo, os fragmentos de LNs foram colocados novamente em placas
de Petri para desagregacéo final do tecido com auxilio de seringa e agulha. Em seguida,
0 MIX contendo a amostra foi centrifugado por 5 minutos a 22°C/500g, o sobrenadante
foi descartado, as células foram suspensas em Mcl e cerca de 1x10%mL foram
colocadas em frascos de cultura de 25cm?, e incubadas em estufa de 5% CO, a 37°C.
Apbs 48 horas, foi realizada a primeira troca do Mc1, desprezando o Mcl juntamente
com as células que ndo aderiram & superficie plastica das garrafas de cultura e
substituindo o meio descartado por novo Mcl 5 mL/frasco. Posteriormente, realizou-se

a troca de meio em dias alternados.

5.4 Cultivo celular

Todos os procedimentos foram realizados com FRCs e DNCs entre a 32 e a 102
passagem, preferencialmente na 42 passagem. Todas as células obtidas foram testadas
para contaminacdo aerobica, anaerobica e para Mycoplasma sp. Quando as FRCs
atingiram cerca de 90% de confluéncia, elas foram submetidas ao replagueamento e/ou

ao congelamento sempre na proporgéo de 1:3.

5.5 Caracterizacdo imunofenotipica de FRCs e DNCs por citometria de fluxo

As células obtidas dos LNs humanos foram fenotipadas por citometria de fluxo,
através das marcagbes: CD73, CD105, CD44, CD90, CD29, CD14, CD31, CD34,
CD106, CD35, CD45, HLA-DR e gp38.

O conjunto de marcadores CD45, CD14, CD34 e HLA-DR auxilia na exclusédo
de células hematopoéticas. O marcador CD31 e CD106 permitem excluir as células
endoteliais, como as linfaticas (LECs), as quais também expressam o gp38; e as
sanguineas (BECs). J& o marcador CD35 permite a exclusdo das FDCs que, assim como
as LECs, séo gp38™.

As analises imunofenotipicas das FRCs e DNCs foram realizadas através da
citometria digital multiparametro FACS LSR 1l Fortessa (Becton Dickinson/BD, San
Jose, CA) e os experimentos foram conduzidos com anticorpos de superficie
disponiveis comercialmente. As téecnicas de marcacdo foram realizadas de acordo com

as indicagdes do fabricante. Brevemente, as células foram transferidas na concentracdo
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de 1x10° céls/tubo para a marcagdo com os anticorpos de interesse. Para a identificacdo
e caracterizacdo das FRCs e DNCs, foram utilizados dois tubos denominados 1 e 2
(Tabela 2). Os anticorpos marcados com seus respectivos fluorocromos que foram
utilizados na identificacdo de FRCs e DNCs estdo descritos na Tabela 3.

Como controle da especificidade das fluorescéncias foi realizado o controle de
fluorescéncia menos um (do inglés Fluorescence Minus One, FMO).

Tabela 2. Painel utilizado na identificacéo e caracterizacdo das FRCs e DNCs

Canal de leitura Tubo 1 Tubo 2

FITC CD 106 CD35
PE CD73 CD34
PE-CF594 CD105 CD105
PercP-Cy55 CD44 CD44
PE-Cy7 CD90 CD90
APC CD29 gp38
APC-H7 HLA-DR HLA-DR
Alexa 700 CD14 CD14
V450 CD31 CD31
V500 CD45 CD45

Tabela 3. Anticorpos utilizados na imunofenotipagem das FRCs e DNCs

Anticorpo Fluoréforo Clone Empresa comercial
CD 34 PE My10 BD
CD 73 PE AD2 BD
CD 35 FITC E1ll BD

HLA-DR APC-Cy7 G46-6 BD
CD 90 PE-Cy7 SE10 BD
CD 44 PercP-Cy55 G44-26 BD
CD 29 APC MARO4 BD
CD 45 V500 H130 BD
CD 31 V450 WM59 BD

CD 105 Texas Red 266 BD
CD 14 Alexa 700 M5E2 BD
GP38 APC . R&D

¢ Anticorpo policlonal
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5.6 Separacao celular por cell sorting

Apos a andlise imunofenotipica de FRCs e DNCs, essas populacGes celulares
foram separadas fisicamente através da citometria digital multiparametro (FACS Aria —
Becton Dickinson/BD) com a técnica de cell sorting. Os experimentos foram
conduzidos com o anticorpo gp38 de superficie previamente descrito e a técnica de
marcacdo foi realizada de acordo com as indicagdes do fabricante. Os procedimentos
foram realizados a fim de garantir a identificagdo, a separacéo e a esterilidade adequada.
As células foram colocadas em tubo estéril, contendo cerca de 1x10° células/tubo, para
a marcagdo com o anticorpo gp38. Em seguida as células foram separadas de acordo
com a expressdo do gp38, obtendo individualmente, a populacdo de células gp38* e
gp38-.

Apos a separacdo celular, foi verificada a pureza das amostras. Posteriormente,
estas células, ainda de forma estéril, foram colocadas em cultura para utilizagdo em

experimentos futuros.

5.7 Procedimento de extragdo de RNA

As células FRCs e DNCs previamente congeladas foram distribuidas em placas

de 6 pogos, com um total de 1,0 x 10* células por cada pogo, em duplicata.

Ao atingirem uma confluéncia de 90% foram adicionados estimulos pro-
inflamatorios com as citocinas: 50ng/mL TNF-o (R&D Systems, Minneapolis, USA) +
10ng/mL IL-1B (R&D Systems, Minneapolis, USA) ou 100ng/mL IFN-y (R&D
Systems, Minneapolis, USA) durante 24 horas. Dois po¢os foram deixados sem

estimulo inflamatério (controle).

Apbs 24 horas foi realizado o procedimento de extracdo de RNA total das
culturas utilizando o kit de extracdo RNeasy Kit (QIAGEN, CA, USA), incluindo o
passo de descontaminacdo de DNA gendmico utilizando a enzima RNase-Free DNase
Set (QIAGEN, CA, USA), conforme protocolo do fabricante.
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As amostras foram colocadas no gelo e a concentragdo, em ng/mL de RNA
obtido, mensurada no aparelho NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare,

Alemanha)

5.8 Avaliacdo da expressdo génica por microarranjos de DNA e validagdo dos
resultados

Comparamos os padrdes de expressdo génica global (20 000 genes) entre os dois
grupos de células quanto a resposta ao estimulo por TNFo+IL-1B e IFN-y: células gp38*
e células gp38-, obtidas por sorting e colocadas em cultivo. Cada um dos dois grupos
possui células de um mesmo paciente submetidas aos dois tratamentos e células ndo
tratadas, ou seja, seis diferentes condi¢bes de células por paciente. Os niveis de
expressao dos genes codificadores de proteina foram avaliados utilizando DNA
microarrays utilizando SurePrint G3 Human Gene Expression 8x60K v2 Microarray Kit
(Agilent Technologies, USA). As amostras foram macardas com probes fluorescentes
para cianina 3 (Cy3), os procedimentos de hibridizacdo e lavagem seguiram
estritamente os protocolos indicados pelo fabricante (One Color Quick Amp Labeling
Kit, Agilent Technologies). Os arrays foram scaneados no equipamento SureScan
Microarray Scanner (Agilent Technologies, USA) utilizando os paramentros padrbes
para Agilent microarrays. O processamento inicial dos dados foi realizado utilizando o
software Agilent Feature Extraction (version 10.5) e o software GeneSpring (Agilent
Technologies, USA) foi utilizado para a normalizacdo e extracdo dos dados. Principal
Component Analysis (PCA) foi utilizado para identificar os efeitos que mais
influenciaram os dados e para a analise estatistica subsequente utilizamos GeneSpring
(Agilent Technologies, USA). A funcdo bioldgica do padrdo de expressdo génica foi
explorada utilizando andlise de enriquecimento de termos pelo Gene Ontology (GO) e 0
mapeamento das vias descritas no KEGG pathways utilizando DAVID Bioinformatics
Resources 6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov).

5.9 Curva de Proliferagéo celular
Para obter a curva de proliferagéo, as DNCs e FRCs foram colocadas em cultura
e, quando confluentes foram plaqueadas 0,5 x 10* células por poco, das duas populagdes

de células, em placas de 24 pocos. Foi quantificado o nimero de células por citometria
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de fluxo nos dias 0,3, 6, 8 e 10 de cultura. O dia seguinte ao plaqueamento das células
foi estabelecido como dia 0.

5.10 Ensaio de expressdo de PDPN

As FRCs e DNCs, previamente congeladas, foram distribuidas em placas de 24
pocos para cada amostra, uma concentracdo total de 0,5 x 10* células por pogo. Ao
atingirem uma confluéncia de 90% foram adicionados estimulos pro-inflamatérios com
as citocinas: 50ng/mL TNF-a (R&D Systems, Minneapolis, USA) + 10ng/mL IL-1
(R&D Systems, Minneapolis, USA) ou 100ng IFN-y/mL (R&D Systems, Minneapolis,
USA) durante 24 horas. ApOs esse periodo o meio com estimulos foi retirado e
adicionou-se novo meio de cultura sem estimulo no qual as células foram mantidas por
mais 24 horas. Em outro ensaio similar, as culturas foram mantidas em meio com 0s
estimulos durante 48 horas.

Apds esse periodo, 0 meio de cultura foi retirado dos pocos que foram lavados
com PBS. Posteriormente adicionou-se 500 pL de tripsina a 37°C por 3 minutos. A acéo
da tripsina foi inativada adicionando-se 1 mL de meio de cultura contendo SFB. As
células foram transferidas para tubos de citometria nos quais se realizou a marcagao
com 5 pL do anticorpo gp38-APC, e a adquisi¢do foi realizada no citbmetro digital
multiparametro FACS LSR Il Fortessa (Becton Dickinson/BD, San Jose, CA).

5.11 Ensaio de Curva de expressdo de PDPN

As FRCs, previamente congeladas, foram distribuidas em placas de 24 pocos
para cada amostra, em uma concentracio total de 0,5 x 10* células por pogo. Ao
atingirem uma confluéncia de 90% foram adicionados estimulos pré-inflamatdrios com
as citocinas: 50ng/mL TNF-o (R&D Systems, Minneapolis, USA) + 10ng IL-1p/mL
(R&D Systems, Minneapolis, USA) a cada po¢o. Deixamos seis po¢os como controle.
O tratamento foi mantido até 48 horas, quando o meio com o estimulo foi retirado (dia
0).

Para avaliar a expressao de gp38, as celulas foram marcadas com o anticorpo
gp38-APC e adquiridas no citometro FACS LSR Il Fortessa (Becton Dickinson/BD,

44



San Jose). As avaliacdes foram realizadas as 24 e 48 horas e nos dias 1, 2, 4 e 5 ap6s a

remocdao do tratamento.

5.12 Deteccéo da producgéo de quimiocinas e citocinas por ELISA

As células FRCs e DNCs previamente congeladas foram distribuidas em placas

de 6 pocos, com um total de 1,0 x 10* células por poco, em duplicata.

Ao atingirem uma confluéncia de 90% foram adicionados estimulos pro-
inflamatorios com as citocinas: 50ng/mL TNF-o (R&D Systems, Minneapolis, USA) +
10ng/mL IL-1B (R&D Systems, Minneapolis, USA) ou 100ng IFN-y (R&D Systems,
Minneapolis, USA) durante 24 horas. Dois pogos foram deixados sem estimulo

inflamatdrio (controle).

Obtivemos o sobrenadante das culturas em condigdes de repouso (controle) e
apos estimulo inflamatério. Pela técnica de ELISA, foram detectadas na cultura,
producdo, de quimiocinas: CCL2, CCL19, CCL20, CXCL12, CXCLS, e as citocinas:
IL-6, IL-7 e IL-10.

Para deteccdo de CCL2, CCL20 e IL-7 foram usados os kits DuoSet ELISA
Development (R&D Systems, Minneapolis, USA). Para detectar CXCL12 o kit
Quantikine® ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA). Para a detec¢do de IL-6,
CXCLS8 e IL-10 foram usados kits de ELISA (Immuno tools, Friesoythe, Germany)

segundo as instrucdes do fabricante.

5.13 Ensaio de expressdo de proteinas de superficie celular por citometria de fluxo

As FRCs e as DNCs, previamente congeladas, foram distribuidas em placas de
24 pocos para cada amostra, em uma concentracgéo total de 0,5 x 10 células por pogo.
Ao atingirem uma confluéncia de 90% foram adicionados estimulos pré-inflamatorios
com as citocinas: 50ng/mL TNF-a (R&D Systems, Minneapolis, USA) + 10ng/mL IL-
1B (R&D Systems, Minneapolis, USA) ou 100ng/ml IFN-y (R&D Systems,
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Minneapolis, USA) durante 48 horas. Dois pogos foram deixados sem estimulo
inflamatdrio (controle).

Ap0s 48 horas as células foram tripsinizadas e marcadas com o0s anticorpos para
a determinacdo da expressdo dos marcadores de superficie celular, no citometro FACS
LSR Il Fortessa (Becton Dickinson/BD, San Jose, CA). Determinou-se a expressao de
CD40, CD83, CD274 (PD-L1), HLA-ABC e HLA-DR (Tabela 4).

Tabela 4. Anticorpos utilizados no ensaio de expressdo de moléculas de superficie

Anticorpo Fluoroforo Clone Empresa Comercial
CD 274 FITC MIH1 BD Pharmingen
CD 83 PE HB15a Beckman Coulter
CD 40 PE 5C3 BD Pharmingen

HLA-ABC FITC G46-2.6 BD Pharmingen

HLA-DR PE B8.12.2 BD Pharmingen

5.14 Analises de FACs

Dados gerados a partir do FACs LSR |l Fortessa e Aria (BD Biosciences, San
Jose, CA), foram analisados pelos softwares FACSDIVA (BD Biosciences) e FlowJo
(Treestar, Eugene, OR).

5.15 Analise estatistica
As analises foram realizadas utilizando teste t-student para comparacao entre 2
grupos e ANOVA para comparagfes entre mais de 2 grupos com correcdo de

Bonferroni. Foi considerado significativo p<0,05 em todos 0s experimentos.
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6. RESULTADOS

6.1 A analise anatomopatoldgica e imuno-histoquimica dos linfonodos evidenciou
morfologia integra dos érgaos isolados

Através da analise anatomopatoldgica de cortes histologicos de LNs corados
com HE pode-se avaliar o comprometimento patolégico nos LNs e a integridade
tecidual do 6rgdo. Adicionalmente, através da técnica de imuno-histoquimica é possivel
verificar a distribuicdo das diversas células que o compdem (Meier-Ruge e Bruder,
2008).

Por isso, nos avaliamos a integridade celular do érgéo pela coloragédo de HE, e a
distribuicdo das células T, células B, macrofagos e células gp38+, por
imunohistoquimica, segundo a marcacdo especifica de CD3, CD20, CD68 e gp38,
respectivamente.

Deste modo, selecionamos 0s LNs que representassem a heterogeneidade das
amostras presentes no estudo. As andlises histoldgicas das amostras mostram
similaridade quanto a disposicdo celular entre os LN avaliados. Os linfocitos T foram
observados no paracortex (ou zona de células T) e, como esperado, os linfocitos B
encontraram-se nos foliculos linfoides (ou zona de células B). Macrofagos foram
visualizados uniformemente espalhados por todo o LN. A fim de avaliar a presenca de
FRCs, realizamos a marcacao de células gp38*, e verificamos uma intensa e uniforme
expressao de gp38 na zona de células T. Além desse local, gp38* também foi expresso
no SCS, foliculos e nos vasos linfaticos, quando presentes (Figura 3).

Em conjunto, esses dados demonstram que os linfonodos avaliados apresentaram
uma estrutura morfolégica integra e com uma composicao celular organizada, exceto na
amostra proveniente de cancer na qual houve menor organizacao dos foliculos linfoides

comparado com as outras amostras.
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CD68 Gp38

Figura 3. Andlise histopatoldgica de linfonodos (LNs) humanos. Foram coletados LNs de pacientes
com cancer, diverticulite e doadores de figado. A integridade e distribuicdo celular do d6rgdo foram
avaliadas pela coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) e mediante a marcacdo com anticorpos para
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localizacdo de linfécitos T CD3*, linfocitos B CD20*, macrofagos CD68* e células gp38*. Imagem
representativa dos cortes histoldgicos dos LNs derivados de (A) cancer de laringe, (B) doador de figado e

(C) diverticulite. Aumento de 10x.

6.2 Caracterizagdo imunofenotipica das células obtidas dos linfonodos humanos

Em nosso estudo, as células isoladas dos LNs, ndo expressaram o marcador
CD106, CD31 nem o CD35, excluindo a presenca de células endoteliais e FDCs. Em
relacdo a expressdo de gp38, nossos dados mostraram a presenca de duas populacGes de
células, uma gp38* e outra gp38™ (Figura 4A).

Adicionalmente, observamos que mais de 90% das células expressaram CD29,
CD44, CD73, CD90 e CD105 e menos de 1% de células expressaram CD14, CD34,
CD45, CD106 e HLA-DR (Figura 4B).

Juntos, esses dados indicam que as células obtidas do processamento dos LNs

humanos apresentam fenotipo de FRCs e DNCs.
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Figura 4. Dados representativos do perfil de expressdo imunofenotipica das células obtidas do
processamento de linfonodos humanos. Células estromais isoladas de LNs humanos foram colocadas

em cultura; quando confluentes, por citometria de fluxo, avaliou-se o perfil imunofenotipico mediante a
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expressdo ou ndo dos marcadores CD73, CD105, CD44, CD90, CD29, CD14, CD31, CD34, CD106,
CD35, CD45, HLA-DR e gp38. (A) Estratégia de selecdo populacional caracteristica de células estromais
(gate inicial), segundo o seu tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC), além dos histogramas
selecionados a partir do gate inicial, para os marcadores gp38, CD31 e CD35 (B) Histogramas
selecionados a partir do gate inicial mostra a expressao ou ndo de CD106, CD14, CD45, CD34, HLA-DR,
CD90, CD105, CD73, CD44 e CD29. Controle (linha preta) e as células marcadas (linha vermelha).

6.3 A frequéncia de celulas estromais isoladas de linfonodos humanos varia

segundo a expressao de gp38

Na caracterizagdo imunofenotipica das células estromais isoladas dos LNs
humanos oriundos de doador de figado e pacientes com cancer ou diverticulite,
identificamos duas populacdes distintas de células, segundo o marcador gp38: as FRCs
(gp38™, CD31) e as DNCs (gp38, CD31). Por citometria de fluxo, avaliamos a
frequéncia das duas populacGes celulares.

Em conjunto, observamos a frequéncia média de 45,6+ 13,8% de DNCs e
53,1+13,7% de FRCs, evidenciando uma grande variacdo nas porcentagens entre as
duas populacdes, influenciadas pela condi¢do do paciente do qual derivava o linfonodo
(Figura 5A). Por isso, analisamos as porcentagens de FRCs e DNCs, por grupos de
amostras: derivadas de cancer, diverticulite e doador de figado.

Particularmente, nos linfonodos derivados de cancer, 59,2+6,7 % das células
eram DNCs, significativamente distintas (p=0,008) das que exibiram o fenétipo de
FRCs (40,3+6,3%) (Figura 5B). Tal diferenca na frequéncia também foi observada nas
amostras derivadas de diverticulite, uma vez que 19,2+6,4% das células dos LN
drenantes eram DNCs, enquanto 80,2+6,4% eram FRCs (p=0,005) (Figura 5D). Ja nas
amostras derivadas de doador de figado, verificamos a presenca de 45,3+6,2% de
DNCs e 52,3+7,3 % de FRCs (Figura 5C).

Nossos dados demonstram que os linfonodos avaliados apresentam frequéncias
diferentes das populagdes celulares DNCs e FRCs, sugerindo que a doenca pode

interferir na composicao celular estromal dos LNs.
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Figura 5. Diferenca na frequéncia de FRCs e DNCs nos linfonodos humanos. DNCs e FRCs isoladas
de LNs de pacientes com céncer, diverticulite e doador de figado, foram cultivadas até atingir a
confluéncia. Posteriormente, de acordo com a expressdao de gp38 avaliou-se as porcentagens de DNCs e
FRCs por citometria de fluxo. (A) Frequéncia de DNCs e FRCs no total de amostras (n=11), (B) nas
amostras derivadas de pacientes com cancer (n=6), (C) doadores de figado (n=3) e (D) pacientes com

diverticulite. (n=2). **p<0.01
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6.4 Separacdo das FRCs e DNCs por cell sorting

Como descrito acima, a caracterizacdo imunofenotipica permitiu a identificacdo
de duas populacgdes de células: FRCs (gp38* e CD31°) e DNCs (gp38 e CD31) (Figura
4). Por citometria de fluxo, mediante a técnica do cell sorting, a qual permite a
separagdo fisica e purificacdo celular, n6s isolamos as duas populagdes de células, de
acordo com a expressdao ou ndao de gp38, colocamos em cultura separadamente para a
realizacéo dos ensaios posteriores.

Na analise, fizemos um gate para a exclusdo dos doublets (duas celulas que se
agregam ao passar pelo laser) (Figura 6A). A seguir, dentro da gate inicial,
selecionamos nossa populacdo de interesse, de acordo com as caracteristicas de tamanho
(FSC) e granularidade (SSC) (Figura 6B), e indicamos, segundo a expressdo ou ndo do
marcador gp38, as duas populacdes a serem separadas (Figura 6C).

Finalmente, depois da separacéo fisica das duas populag@es celulares, avaliamos
a expressdo do gp38 e verificamos a correta obtencdo de FRCs (gp38™) e DNCs
(gp38'™Y) (Figura 6D). Deste modo, certificamos a aquisicdo de populacBes puras de
FRCs e DNCs para ensaios posteriores. Apds cultivo in vitro as células foram
novamente fenotipadas quanto a expressdo ou nao de gp38 para comprovacdo da
pureza. Quando esta no foi superior a 90%, a separacdo das populacdes FRCs (gp38™)
e DNCs (gp38'°") por sorting, foi realizada novamente para garantir a pureza das

populacdes celulares avaliadas.

53



250K 7] B 250K ]
200K = 200K
T 150K - < 150K
% — &) ]
(TR : % T
100K =] 100K 7]
5% ] 50K
o] 0] o
IIIIIIIIII||||I||||I||||I| IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0 50K 100K 150K 200K 250K o 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A FSC-A
250K 100 =]
1 1 —— Controle
200K 80 gp3e-
] gp3s- gpdg+ ] — gp38+hi
< 150K - 60 ™
3 ] j
L] 1 E
5] i j
100K ] an =
50K ] 20 7 (\\/
o ] o
[T T T Rt e e Al e
3 a 4 5
) 0 10 10 10 a0° 0 10° 10" 10°
gp38-APC gp38-APC

Figura 6. Separacao fisica de FRCs e DNCs (Cell Sorting) proveniente de LNs humanos. Quando
confluentes em cultura, as células estromais de LNs humanos, foram coletadas e marcadas com o
anticorpo anti-gp38-APC e submetidas ao processo de sorting (A) Gate inicial para exclusdo de doublets.
(B) A partir do gate inicial, selecdo da populagdo de interesse segundo as caracteristicas de tamanho
(FSC) e granulosidade (SSC). (C) Selecédo seguida de separacao das células gp38+ e gp38- (D) Avaliagdo
da pureza apés a separacio das células gp38'°(DNC) e células gp38™ (FRC), segundo a expressio do
marcador. Mostra-se o controle ndo marcado (linha preta), células gp38'* (linha verde) e células gp38"

(linha vermelha).
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6.5 Expressdo génica de DNCs e FRCs

Pela técnica de microarranjos de DNA, nds avaliamos o perfil de expressdo
génica de DNCs e FRCs de quatro amostras: amostra de cancer de laringe (LNDO4),
cancer de mama (LND15), diverticulite (LND12) e doador de figado (LND16); em
condi¢cdes homeostaticas e apos estimulo inflamatério com IFN-y ou TNF-a + IL-B por
24 horas.

Agrupamos os genes que foram superexpressos nas quatro amostras de FRCs e
0S genes comumente expressos nas DNCs. Em seguida, para cada amostra
individualmente, comparamos 0s genes superexpressos nas DNCs tratadas com
estimulos inflamato6rios versus ndo tratadas (Controle) e FRCs tratadas versus nao
tratadas. A mesma andlise foi realizada para os dois tratamentos. Os dados da expressao
génica foram comparados pelo aumento de expressdo em nimero de vezes.

Ap0s tratamento com IFN-y, em todas as amostras observamos superexpresséo
de genes que codificam quimiocinas como CCL2, CCL8, CXCL12, CXCL10, CXCL11,
tanto nas FRCs quanto nas DNCs. Do mesmo modo, verficamos superexpressao génica
das citocinas IL-6, nas FRCs; IL-15, nas DNCs; IL-32 e IL-33, nas duas populacdes,
entre outras. Similarmente, transcritos para receptores de citocinas como IL15RA,
IFNAR2, nas duas populagdes. (Tabela 5)

Apresentaram maior expressao também, genes que codificam as moléculas do
MHC-I e MHC-II, nas duas populacdes. Genes que transcrevem proteinas envolvidas na
coestimulacdo CD40 e CD83 foram superexpressos somente nas FRCs; e genes de

regulagdo da resposta imune como IDO-1, PD-L1, nas duas populagdes.

De modo complementar, observou-se maior expressdo do gene gp38 em todas as
amostras, variando na intensidade entre DNCs e FRCs, segundo o tipo de amostra
(Tabela 5).
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Tabela 5. Genes superexpressos em FRCs e DNCs tratadas com IFN-y comparados

aos controles (FRCs e DNCs néo tratadas) (Fold change). A tabela mostra os genes

com expressdo aumentada (nimero de vezes) nas DNCs e FRCs em resposta ao IFN-y

comparadas ao controle. Foram considerados somente genes envolvidos na resposta

imunoldgica, que aumentaram 2 vezes ou mais e que foram superexpressos nas quatro

amostras avaliadas.

Genes de quimiocinas

GENE DNC FRC GENE DNC FRC
CCL2 14,25 5,64 CXCLS8 31,34
CCL5 17,66 CXCL9 1295,38
CCL7 33,99 35,61 CX3CL1 8,45
CCL8 127,85 371,01 CCRL2 3,03
CCL13 81,09 172,08 CXCL10 286,62 636,32
CXCL2 60,09 3,87 CXCL11 205,01 355,31
CXCL3 8,35 8,35
Gene da proteina gp38
GENE DNC FRC GENE DNC FRC
PDPN 7,56 4,93
Interleucinas, proteina ligante de interleucina e receptores de citocinas
GENE DNC FRC GENE DNC FRC
IL411 8,66 IL15 4,93
IL6 4,60 IL15RA 22,85 15,17
IL32 15,90 11,82 IFNAR2 3,16 4,90
IL33 6,61 5,27 IL18BP 184,18
IL3RA 7,59 IL31RA 4,39
Genes de HLA- 1 e HLA-II
GENE DNC FRC GENE DNC FRC
HLA-B 6,51 9,22 HLA-DMA 66,02
HLA-C 5,58 HLA-DMB 534,90
HLA-E 6,15 HLA-DOA 218,85
HLA-F 4,78 5,09 HLA-DOB 37,19
HLA-G 5,23 HLA-DPA1 27,10
HLA-J 5,64 6,31 HLA-DPB1 6,90
HLA-DRA 245,63 240,33 HLA-DQA1 19,69
HLA-DRB1 79,89 HLA-DQA2 6,56
HLA-DRB4 73,79 HLA-DQB1 54,34
HLA-DRB5 380,51
Genes de regulacéo da resposta imune
GENE DNC FRC GENE DNC FRC
IDO-1 2958,32 5128,07 PD-L1 28,30 36,01
Genes de moléculas coestimuladoras
GENE DNC FRC GENE DNC FRC
CD40 16,09 CD83 3,71
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Referente ao tratamento com TNF-a + IL-1p, também foram superexpressos nas
DNCs e FRCs genes de proteinas da via de sinalizacdo do TNF, transcritos para
quimiocinas como: CCL2, CCL3, CCL5, CCL7, CXCL8, CXCL10, etc.
Individualmente as DNCs superexpressaram transcritos para CCL8 e FRCs para
CCL20, CXCL5, CXCLS6. Por outro lado, similar a resposta ao IFN-y ocorreu aumento
de expressdo de MHC-I, além de moléculas envolvidas no processamento antigénico
desta via: TAP1 e TAP2; nas duas populacdes celulares. De forma interessante, foi
observada superexpressdo de transcritos de CTSS que codifica para a molécula

catepsina S, entretanto ndo ocorreu expressdo de classe Il (Tabela 6).
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Tabela 6. Genes superexpressos em FRCs e DNCs tratadas com TNF-a + IL-1§

comparados aos controles (FRCs e DNCs néo tratadas) (Fold change). A tabela

mostra 0s genes com expressdo aumentada (vezes) nas DNCs e FRCs em resposta ao

TNF-o + IL-1B comparados aos controles. Foram considerados somente genes

envolvidos na resposta imunoldgica, que aumentaram 2 vezes ou mais e que foram

superexpressos nas quatro amostras avaliadas.

Genes da via de sinalizagdo do TNF-a + IL-1p

GENE DNC FRC GENE DNC FRC
IFNAR2 7,41 TRAF2 3,12
ILIRN 292,72 TRAF31P2 10,35
TNFRSF1B 6,93 IRAK2 73,40
TNFRSF8 5,47 IRAK3 32,59
TNFRSF9 9,59 NF-kB1 11,18
TNFAIP2 6,44 6,20 NF-kB2 4,19
TNFAIP3 28,67 NF-kBIA 10,67
TNFAIP6 19,76 31,81 NF-kBID 4,99
TNFAIP8 4,14 NF-kBIZ 5,78 6,79
Genes de HLA- 1 e HLA-II
GENE DNC FRC GENE DNC FRC
HLA-B 2,65 3,14 TAP2 4,56 59,84
HLA-C 11,97 2,65 CTSS 13,95 23,27
TAP1 5,44 8,19 HLA-F 2,29
Genes de quimiocinas

GENE DNC FRC GENE DNC FRC

CCL2 22,47 27,20 CXCLS8 3488,01 4894,07
CCL3 88,51 191,68 CXCL10 147,77 13,51
CCL5 126,54 84,70 CCL3L3 8,46
CCL7 52,04 51,94 CCL11 7,63
CCLS8 60,55 CCL13 9,86
CXCL1 2207,39 444,12 CXCL5 51,53

CXCL2 471,96 304,46 CXCL6 1134,17

CCL20 409,46
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Por ultimo, quando ndo tratadas, observamos que DNCs e FRCs superexpressam
diferentes grupos de genes envolvidos na proliferacéo e controle da proliferacéo celular
no total de amostras (p<0,05). As DNCs expressaram transcritos como GINS1, BLM,
ID4, CDCAY7, TACC2, entre outros; ja as FRCs, expressaram genes como CALCA,
TDGF1, VASH2, FLT4, FGFR3, IL6, IL-21, PAX6 e 0 gene da proteina gp38 (PDPN)
(Tabela?).

Tabela 7. Expressdo diferencial de genes relacionados a proliferacdo e controle da

proliferacéo celular

DNC

p<0,05 HAUS, FANCA, BRCA1l, ADRB2, MECON, KIF15, UHRF1,
CCNAZ2, BUB1, TRIM24, HELLS, ID1, GINS1, BLM, I1D4, CDCAY,
TACC2, TTK, RACGAP1, ASPM, SSTR1, LRP2, TCF19

FRC

p<0,05 CYP1A1, TP63, GATA4, EGLNS, CALCA, TDGF1, VASH2, FLT4,
FGFRS3, IL6, PAX6, PDPN, AZGP1P1, SCG2, ENPP7, TNFRSF13B,
IL21
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6.6 Curva de proliferagédo de DNCs e FRCs

A expressdo génica evidenciou expressdo de diferentes genes relacionados com
proliferacdo celular, tanto na populacéo de FRCs quanto de DNCs. Ndés acompanhamos,
em condi¢Bes homeostaticas, a proliferacdo de ambas as populagdes nas amostras de
linfonodos oriundos de pacientes com cancer e de doador de figado.

NOs observamos que, em todas as amostras, existe maior velocidade na
proliferacdo das FRCs comparada as DNCs (Figura 7). Tais dados demonstram que as
FRCs possuem maior potencial proliferativo em relagdo as DNCs na auséncia de

estimulos ex6genos.
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Figura 7. Curva de proliferacdo de DNCs e FRCs. Populag8es de células gp38* (FRCs) e gp38-(DNCs)
foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico-
antimicotico. A quantidade de células foi determinada por citometria de fluxo nos dias 0, 3, 6, 8, 10. A
linha preta representa as FRCs enquanto a vermelha, as DNCs. Dados representativos de quatro
experimentos realizados separadamente. Dia -1:dia do plaqueamento.1:LND16; 2:LNDO04; 3:LND19;
4:LND18.
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6.7 FRCs e DNCs aumentam a expressdo de gp38 apos tratamento com citocinas

inflamatodrias

Na andlise de expressdo génica observamos que quando tratadas com IFN-y ou
TNF-o + IL-1p ocorre aumento da expresséo do gene que codifica gp38 tanto nas FRCs
quanto nas DNCs. Para verificar se o estimulo inflamatdrio induz alteracdo na expresséo
desta molécula na superficie celular, as duas populacdes de células DNCs e FRCs,
foram colocadas em cultura e submetidas separadamente aos dois tratamentos com
citocinas inflamatorias IFN-y ou TNF-a + IL-1B por 24 e 48 horas. Posteriormente, por

citometria de fluxo, se avaliou a diferenga no MIF para o marcador gp38.

Observamos aumento na expressdo de gp38 tanto nas DNCs quanto nas FRCs
em todas as amostras apds tratamento com IFN- y e TNF-a + IL-1B, em relagdo as
células ndo tratadas (Controle). Entretanto, a intensidade de resposta aos estimulos

variou entre as amostras (Figura 8).

Individualmente, ap06s o tratamento com IFN- vy, nas células derivadas de cancer,
as 24 horas 0 MFI aumentou de 2,1 x 10° para 4,9 x 10°, nas DNCs e de 2,9 x 10° para
7,9 x 10° nas FRCs; as 48 horas para 3,6 x 10° nas DNCs e 9,7 x 10® nas FRCs. O
tratamento com TNF-o + IL-1p, as 24 horas, resultou em aumento na expressao de gp38
de 2,1x 10% para 3,7 x 10% nas DNCs e de 2,9 x 10 para 9,5 x 10° nas FRCs, alcangando
7,1 x 10° nas DNCs e 10,1 x 10° nas FRCs, as 48 horas (Figura 8 A).

Entretanto, na amostra derivada de diverticulite tratada com IFN- v, o MFI foi de
2,6 x 10° para 4,9 x 10% nas DNCs e de 19,2 x 10° para 42,5 x 10% nas FRCs, as 24 horas
e as 48 horas teve uma diminuicdo para 4,7 x 10° nas DNCs e aumentou para 49,6 x 10°
nas FRCs. O tratamento com TNF-a + IL-1 resultou em aumento na expressao de gp38
de 2,6 x 10° para 3,4 x 10° nas DNCs e de 19,2 x 10° para 30,8 x 10% nas FRCs as 24
horas e até 5,0 x 10° nas DNCs e 27,2 x 10° nas FRCs as 48 horas (Figura 8 B).

Ja na amostra de doador de figado em resposta ao tratamento com IFN- y as 24
horas 0 MFI aumentou de 2,4 x 10° para 3,2 x 103 nas DNCs e de 7,5 x 10° para 8,9
x10° nas FRCs; as 48 horas para 3,0 x 10° nas DNCs e 15,0 x 10% nas FRCs. O
tratamento com TNF-a + IL-1p resultou em aumento na expressio de 2,4 x 10° para 3,2
x10° nas DNCs e de 7,5 x10° para 10,2 x 10° nas FRCs &s 24 horas e até 3,5 x10° nas
DNCs e 11,6 x10° nas FRCs 4s 48 horas (Figura 8 C).
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Figura 8. Expressdo de gp38 apds tratamento com IFN-y e TNF-a + IL-1p. FRCs e DNCs foram
previamente isoladas de LNs de pacientes com cancer ou com diverticulite, cultivadas e tratadas ou néo
(controle) com IFN-you TNF-a + IL-1B por 24 ou 48 horas. Intensidade média de fluorescéncia (MIF) e
histograma representativo da expressdo de gp38 nas DNCs e FRCs, nas duas condi¢des. (A) amostra de

cancer; (B) diverticulite e (C) doador de figado.
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6.8 Curva de expressao de gp38 nas FRCs

Estudos em camundongos descrevem varias fungdes da molécula gp38,
sugerindo seu uso como marcador de ativacao nas FRCs (Yang et al, 2013).

Para determinar o periodo em que 0 aumento da expressdo do gp38 se mantém,
FRCs em cultura foram estimuladas com TNF-o + IL-1p por até 48 horas, passado esse
tempo, foi retirado 0 meio contendo o estimulo e substitiudo por meio sem estimulo
(Dia 0).

Avaliamos a expressdo de gp38 as 24 e 48 horas apds o estimulo e depois de
retirado o estimulo, nos dias 1, 2, 4 e 5.

A expressdo de gp38 foi mensurada de acordo com a média de intensidade de
fluorescéncia (MFI) das amostras As FRCs ndo estimuladas (Controle) apresentaram o
MFI de 27,1 x 103, as 24 horas, que aumentou para 35,5 x 103, com um pico de 68,4 x
10% as 48 horas, diminuindo para 40,4 x 10° no dia 1 apds a retirar o estimulo
inflamatdrio, com um leve aumento para 45,4 x 10° no segundo dia; 32,1 x 10 no dia 4

e por Gltimo 32,1 x 10° no dia 5 (Figura 9).
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Figura 9. Curva de expressao de gp38 ap0s estimulo inflamatdrio. FRCs foram cultivadas, quando
confluentes foram estimuladas com TNF-o + IL-1B por 24 ou 48 horas. Depois desse tempo foi retirado o
meio contendo o estimulo (Dia 0) e deixou-se em cultura até o dia 5. Posteriormente, por citometria de
fluxo, avaliamos a média de intensidade de fluorescéncia da expressdo de gp38, nas células ndo tratadas
(CTRL) e tratadas com TNF-o + IL-1pB, as 24, 48 horas (seta) e nos dias 1, 2, 4, 5 depois de retirado o

estimulo.
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6.9 Estimulo inflamatdrio induz aumento na secre¢do de quimiocinas pelas FRCs e
DNCs

NOGs observamos que os estimulos inflamatérios IFN-y ou TNF-a+IL-1p

induzem superexpressdo de genes para quimiocinas nas FRCs e DNCs.

Para confirmar se tais estimulos induzem além da expressdo génca, também a
secrecdo de quimiocinas pelas células estromais de linfonodos, nés mensuramos a
quantidade de CXCL8, CXCL12, CCL2, CCL19 e CCL20 no sobrenadante das culturas
de FRCs e DNCs, estimuladas ou ndo (controle) com citocinas inflamatérias por 48

horas.

Nossos resultados evidenciam aumento significativo (p<0,05) na secregdo de
CCL2 pelas DNCs ap6s o tratamento com TNF-o+IL-1p (12677 + 2178 pg/mL)
comparado com o grupo controle (5874141 pg/mL). Apds tratamento com IFN-y ndo
houve diferenga significativa na secrecdo de CCL2 pelas DNCs em relagdo ao grupo
controle, portanto, o estimulo com TNF-a +IL-1B induziu maior secre¢do de CCL2

pelas DNCs quando comparado ao estimulo com IFN-y (p<0,05) (Figura 10A).

Similarmente, observamos um aumento significativo (p<0,001) na secrecdo de
CCL2 pelas FRCs ap0s estimulo com TNF-a +IL-1p (26050+6304 pg/mL) em relacdo
ao grupo controle (912+139 pg/mL). O tratamento com IFN-y também ndo induziu
aumento na secrecdo de CCL2 pelas FRCs em relacdo ao grupo ndo estimulado. Mais
uma vez observamos uma diferenca significativa entre os dois tratamentos (p<0,001)
(Figura 10A).

A secrecdo de CCL20 aumentou significativamente (p<0,001) nas FRCs ap0s
estimulo com TNF-a +IL-1B (610+176 pg/mL) comparado com o0 grupo controle
(1443 pg/mL) e com o tratamento com IFN-y (1342 pg/mL) (Figura 10B).

Em contrapartida, ndo se observou diferenga na secre¢cdo da quimiocina

CXCL12 pelas DNCs nem pelas FRCs, apés estimulo inflamatério (Figura 10C).

Em relacdo a secrecdo de CXCLB8/IL-8, apenas o tratamento com TNF-o + IL-1p

induziu aumento significativo (p<0,001) na producdo da quimiocina, tanto nas DNCs
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quanto nas FRCs. As DNCs sem tratamento produziram em média 4,4+0,4 pg/mL de
CXCLS, enguanto as tratadas com TNF-a + IL-1p, 73,5+2,5 pg/mL. O tratamento com
IFN-y ndo alterou a sintese de CXCLS8 em relagdo ao controle. Similarmente, nas FRCs
a producdo de CXCLS8 foi de 10,2+4,9 pg/mL (Controle) para 78,4+2,6 pg/mL apo6s
tratamento com TNF-a + IL-1B; e ndo houve alteragdo quando tratada com IFN-y
(Figura 10D).

Em relacdo a quimiocina CCL19, a secre¢do por DNCs e FRCs, em condi¢es

de homeostase e ap0ds estimulos inflamatorios, foi indetectavel.

Esses dados sugerem que tanto as FRCs quanto as DNCs podem estar
envolvidas no homing e posicionamento das diferentes células do sistema imune em

condic¢des homeostaticas e inflamatdrias.
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Figura 10. Secrecao de quimocinas pelas FRCs e DNCs apds tratamento com IFN-y ou TNF-a + IL-
1. DNCs e FRCs isoladas de LNs humanos foram colocadas em cultura e, quando confluentes,

estimuladas com IFN-y ou TNF-a +IL-1pB. O sobrenadante das culturas sem estimulo (Controle) e apds
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tratamento foi coletado e pela técnica de ELISA avaliou-se a secre¢do das quimiocinas (A) CCL2, (B)
CCL20, (C) CXCL12 e (D) CXCL8. Mostra-se em branco quando nao tratadas (Controle), em cinza claro
quando tratadas com IFN-y e em cinza escuro quando tratadas com TNF-a + IL-1B. (n=4).*p<0,05
#*xp<0,001.

6.10 Estimulo inflamatoério contribui para secrecdo de citocinas pelas DNCs e
FRCs

Avaliamos a influéncia de estimulos inflamatorios sobre a sintese de citocinas
por ambas as populacdes de células estromais isoladas de LNs humanos. Portanto, apos
48 horas de tratamento com as citocinas inflamatdrias, IFN-y ou TNF-a + IL-1p,
mensuramos a producdo das citocinas IL-6, IL-7 e IL-10, pela técnica de ELISA, do
sobrenadante de cultura de DNCs e FRCs.

NOs observamos que a producdo de IL-6 pelas DNCs apresentou aumento
significativo (p<0,05) ap6s o tratamento com TNF-o + IL-1p (54,8 +15,2 pg/mL)
comparado com o controle (7,6 +£0,9 pg/mL) ou com o grupo tratado com IFN-y
(10,74 1,2 pg/mL). Nao observamos diferenca na producdo de IL-6 pelas FRCs (Figura
11A).

Nas culturas de FRCs observamos que, apos estimulo com IFN-y ou TNF-a +
IL-1pB, houve aumento na producdo de IL-7 (5,74+1,0 pg/mL) (p<0,05) comparado ao o
controle (2,740,7 pg/mL). Néao se observou diferenca na producdo de IL-7 pelas DNCs

nas diferentes condic@es de cultivo (Figura 11B).

A producdo de IL-10 pelas DNCs ou FRCs foi quase indetectavel em repouso e

ndo foi alterada apos estimulos inflamatérios (Figura 11C).

Em conjunto nossos dados sugerem a influéncia das duas populacdes de células
no microambiente de citocinas dentro do linfonodo, nas duas condicdes: de homeostase

e inflamacao.
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Figura 11. Secrecao de citocinas pelas DNCs e FRCs apo6s tratamento com IFN-y ou TNF-o +IL-1p.
DNCs e FRCs isoladas de LNs humanos foram colocadas em cultura e, quando confluentes, estimuladas
com IFN- vy ou TNF-a +IL-1B. O sobrenadante das culturas sem estimulo (Controle) e apos estimulo foi
coletado e pela técnica de ELISA avaliou-se a secre¢do das citocinas (A) IL-6, (B) IL-7 e (C) IL-10.
Mostram-se em branco as células sem tratamento (Controle), em cinza claro ap6s tratamento com IFN-y e

em cinza escuro tratadas com TNF-o +IL-1B. (n=4).*p<0,05 ***p<0,001
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6.11 DNCs e FRCs alteram a expressao de moléculas de superficie envolvidas na
resposta imune apds estimulo inflamatdrio

Em condicdes inflamatorias, tanto nas DNCs quanto nas FRCs, observou-se
superexpressdo de genes que codificam para moléculas de superficie celular com fungéo
na resposta imune como CD40, CD83, PD-L1, HLA-ABC e HLA-DR.

Para verificar se o estimulo inflamatério poderia alterar a expressdo de
moléculas de superficie envolvidas na resposta imune, as culturas de DNCs e FRCs
foram tratadas com IFN-y ou TNF-a + IL-1p por 48 horas. Verificamos a expresséo de
CD40, CD83, HLA-1 (HLA-ABC) e HLA-DR, pela variacdo do MFI, por citometria de

fluxo.

Em relacdo a expressdo de CD40, ndo se observou diferenca nas DNCs nem
FRCs quando tratadas com IFN-y ou TNF-a + IL-1p quando comparados com seus
respectivos controles (Figura 12).
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Figura 12. Expressdo de CD40 nas DNCs e FRCs apds estimulo inflamatdrio com IFN- y ou TNF-a
+ IL-1B. FRCs e DNCs, isoladas de LNs humanos, foram colocadas em cultura e, quando confluentes,
estimuladas com IFN-y ou TNF-a + IL-1B, por 48 horas. Posteriormente, por citometria de fluxo, avaliou-
se a variagdo da média de intensidade de fluorescéncia para o marcador CD40 nas duas condi¢des. (A)
Histograma representativo da expressdo de CD40 nas DNCs e FRCs no grupo controle (ndo marcado,
linha preta), sem tratamento (linha vermelha), tratado (linha azul) com IFN-y ou TNF-a + IL-1B. (B)

Média da intensidade de fluorescéncia da expressdo de CD40 para DNCs e FRCs, sem tratamento
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(Controle, em branco), tratado com IFN- y (cinza claro) ¢ com TNF-a + IL-1f (cinza escuro)
(n=5).*p<0,05.

Similarmente, em relacédo a expressdo de CD83 ndo houve diferenca nas DNCs

nem FRCs ap06s estimulos, comparado com o controle. (Figura 13).
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Figura 13. Expressdo de CD83 nas DNCs e FRCs apds estimulo inflamatério com IFN- y ou TNF-a
+ IL-1p. FRCs e DNCs, isoladas de LNs humanos, foram colocadas em cultura e, quando confluentes,
estimuladas com IFN-y ou TNF-a + IL-1p, por 48 horas. Posteriormente, por citometria de fluxo, avaliou-
se a variagdo da média de intensidade de fluorescéncia para o marcador CD83 nas duas condigdes. (A)
Histograma representativo da expressdo de CD83 nas DNCs e FRCs no grupo controle (ndo marcado,
linha preta), sem tratamento (linha vermelha), tratado (linha azul) com IFN-y € TNF-a + IL-1B. (B)
Média da intensidade de fluorescéncia da expressdo de CD83 para DNCs e FRCs, sem tratamento
(Controle, em branco), tratado com IFN- y (cinza claro) e com TNF-o + IL-1B (cinza escuro)
(n=5).*p<0,05.

Adicionalmente, verificamos se houve alteracdo na expressao das moléculas de
HLA-ABC. Observamos que esta molécula é mais expressa ha membrana de DNCs e
FRCs, quando tratadas com IFN-y em relacdo ao controle e comparado as células
tratadas com TNF-a + IL-1p. Nas DNCs, a MFI foi de 5,240,7x10% no grupo controle,
33,946,7 x10° ap6s tratamento com IFN-y e 10,2+2,1x 102 ap6s estimulo com TNF-o +
IL-1p. Ja nas FRCs a MFI foi de 5,240,6 x 10% no grupo controle, 39,5+ 4,1 x 10° nas
tratadas com IFN-y e 10,94 3,1 x 10 apds tratamento com TNF-a + IL-1B (Figura 14).
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Figura 14. Expressdao de HLA-ABC nas DNCs e FRCs apés estimulo inflamatério com
IFN- v ou TNF-a + IL-1B. FRCs e DNCs, isoladas de LNs humanos, foram colocadas em cultura e,
quando confluentes, estimuladas com IFN-y ou TNF-a + IL-1B, por 48 horas. Posteriormente, por
citometria de fluxo, avaliou-se a variacdo da média de intensidade de fluorescéncia para o marcador
HLA-ABC nas duas condicGes. (A) Histograma representativo da expressdo de HLA-ABC nas DNCs e
FRCs no grupo controle (ndo marcado, linha preta), sem tratamento (linha vermelha), tratado (linha azul)
com IFN- v e TNF-a + IL-1p. (B) Média da intensidade de fluorescéncia da expressdo de HLA-ABC para
DNCs e FRCs, sem tratamento (Controle, em branco), tratado com IFN- y (cinza claro) e com TNF-a +
IL-1pB (cinza escuro) (n=4).***p<0,001.

Verificamos também a expressdo de superficie da molécula do HLA-DR e
observamos que houve aumento na expressao desta molécula em resposta ao estimulo
com IFN-y, quando comparado com o controle, em ambas as populacGes celulares. Nas
DNCs a MFI foi de 15,5+ 6,3 x10? no controle, e 47,1+ 11,8 x10? em resposta ao
estimulo. Ja nas FRCs a MFI foi 12,44+ 2,6 x10% no controle e 52,04 7,9 x10? em
resposta ao estimulo (Figura 15). Nossos resultados sugerem que as DNCs e FRCs
atuam no inicio e regulacdo da resposta imune, de acordo com os estimulos recebidos e

de acordo com seu estado de ativacao.
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Figura 15. Expressdo de HLA-DR nas DNCs e FRCs apo6s estimulo inflamatério com IFN-y ou
TNF-a + IL-1B. FRCs e DNCs, isoladas de LNs humanos, foram colocadas em cultura e, quando
confluentes, estimuladas com IFN-y ou TNF-a + IL-1B, por 48 horas. Posteriormente, por citometria de
fluxo, avaliou-se a variacdo da média de intensidade de fluorescéncia para o marcador HLA-DR. (A)
Histograma representativo da expressao de HLA-DR nas DNCs e FRCs no grupo controle (ndo marcado,
linha preta), sem tratamento (linha vermelha), tratado com IFN-y ou TNF-a + IL-1f (linha azul). (B)
Média da intensidade de fluorescéncia da expressdo de HLA-DR para DNCs e FRCs, sem tratamento
(Controle, em branco), tratado com IFN-y (cinza claro) e tratado com TNF-o + IL-1B (cinza escuro)
(n=5).* p<0,05; **p<0,01.

Do mesmo modo, para verificar a alteracdo da expressao da molécula CD274 ou
PD-L1, nas DNCs e FRCs, as culturas foram tratadas com a citocina inflamatéria IFN-y

por 48 horas. Observou-se nas duas populacdes aumento significativo (p<0,001) na
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expressdo de PD-L1 ap6s estimulo. Para as DNCs a MFI foi de 10,7+2,4 x10? sem
tratamento e 24,7+4,1 x10% apds tratamento. Similarmente as FRCs sem tratamento
apresentaram MFI de 10,7 + 1,9 x10? e 27,14 3,1 x10% apds tratamento com IFN-y
(Figura 16).
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Figura 16. Expressdo de CD274 nas DNCs e FRCs ap6s estimulo inflamatério com IFN-y. FRCs e
DNCs, isoladas de LNs humanos, foram colocadas em cultura e, quando confluentes, estimuladas com
IFN-y, por 48 horas. Posteriormente, por citometria de fluxo, avaliou-se a variagdo da média de
intensidade de fluorescéncia para o marcador CD274. (A) Histograma representativo da expressao de
CD274 nas DNCs e FRCs no grupo controle (ndo marcado, linha preta), sem tratamento (linha vermelha),
tratado com IFN-y (linha azul). (B) Média da intensidade de fluorescéncia da expressdo de CD274 para
DNCs e FRCs, sem tratamento (Controle, em branco) e tratado com IFN-y (cinza claro)
(n=5).***p<0,001.
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7. DISCUSSAO

As populagdes de células estromais presentes nos LNs humanos, DNCs e FRCs,
expressam diversas moléculas com fungdo tanto de induzir quanto de controlar a

imunidade em resposta aos estimulos inflamatorios IFN-y e TNF-a, + IL1p.

Originalmente, as celulas estromais presentes nos LNs murinos foram descritas
como células com papel estrutural dentro do 6rgao, porém, estudos atuais apresenteram
indicios de que estas populacfes celulares estejam envolvidas, diretamente ou por
interacbes com outras células presentes no LN, na inducdo e na regulacdo da resposta
imune. Contudo, sdo escassos 0s trabalhos cientificos que avaliam as diferentes funcoes

imunoldgicas das células estromais de LNs na espécie humana.

Para este estudo, obtivemos LNs de pacientes com cancer, diverticulite que
foram submetidos a procedimentos cirurgicos e doadores de figado. A organizacdo
morfologica dos LNs obtidos para este estudo foi analisada, com o intuito de

utilizarmos apenas 0s 6rgdos sem alteraces metastéaticas.

Isolamos e caracterizamos imunofenotipicamente duas populacBes de células
estromais presentes nos LNs humanos: DNCs (gp387, CD31") e FRCs (gp38*, CD31)).
Uma vez identificado o perfil imunofenotipico das DNCs e FRCs, conseguimos, com
sucesso, separar fisicamente estas duas populacGes celulares, com alta pureza, de modo

similar a estudos prévios (Vega et al, 2006; Fletcher et al, 2010).

Segundo dados anteriores da literatura, em condi¢Ges de homeostase, as FRCs
constituem cerca de 20-50% do compartimento estromal nos LNs murinos (Fletcher et
al, 2015), enquanto as DNCs, 5-10% (Fletcher et al, 2010). Observamos diferencas na
frequéncia de DNCs e FRCs isoladas dos LNs humanos, as quais podem estar
relacionadas tanto ao tipo de doenca quanto aos érgdos dos quais derivam esses LNSs.
Nos LNs obtidos de doadores de figado, tanto as DNCs quanto as FRCs encontraram-se
em porcentagens similares (50%), todavia, nos LNs de cancer, as FRCs representaram
40%, enquanto na diverticulite, 80% das células estromais isoladas. Provavelmente, as
FRCs estejam contribuindo para a manutencao do perfil inflamatorio nos LNs, uma vez
que se apresentaram em maior niumero em relacdo as DNCs de pacientes com doenca

inflamatoria.
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Ao avaliarmos a expressdo de genes relacionados com a indugdo e com o
controle da proliferacéo celular, notamos uma relevante diferenca entre as DNCs e as
FRCs na auséncia de estimulos inflamatorios. Durante o cultivo dessas ceélulas,
verificamos que as FRCs apresentaram maiores taxas proliferativas em relacdo as
DNCs. Astarita e colaboradores (2015) demonstraram a influéncia da via de sinalizacéo
da proteina gp38 (PDPN) na sobrevivéncia e proliferacdo normal das FRCs murinas.
Inclusive, a auséncia de PDPN acarretou no aumento no ndmero dessas células
comparadas aos controles em condi¢cBes homeostaticas. Em contraste, nossos dados
sugerem que, nas mesmas condicdes, as FRCs possuem alta expressdo génica e protéica
para PDPN, e isso estd relacionado com um maior potencial de proliferagdo quando

comparadas com as DNCs que ndo expressam PDPN.

Transcritos para outras duas citocinas, IL-6 e 1L-21, também relacionadas com
proliferacdo de células imunes, foram superexpressos em condi¢cbes homeostaticas nas
FRCs, contrario ao que verificamos nas DNCs. A IL-21 pode afetar a diferenciacgéo,
proliferacdo e funcdo de células T e B, além de induzir maturacdo e aumento da
citotoxicidade das células TCD8" e NK. Ja a IL-6 apresenta um papel importante na
proliferacdo e inducdo de citotoxicidade de células T CD8*, contribuindo para a sintese
de IL-21. Juntas, a IL-6 e a IL-21, podem inibir a expressao do fator de transcricdo
FoxP3, regulando a diferenciacdo de células Treg e favorecendo o desenvolvimento de
celulas Th17 (Lee et al, 2016; Gharibi et al, 2016).

Células estromais presentes nos linfonodos, incluindo DNCs e FRCs, sao
capazes de responder a varios estimulos como TNF-a, LPS, IFN-y, IL-6, IL-4, IL-13 e
antigenos virais, mudando a expressdo de diversas moléculas envolvidas na resposta
imune (Katakai et al, 2004; Vega et al, 2006; Siegert e Luther, 2012; Yang et al, 2013).

O IF N-y é uma citocina produzida por células T CD4*, CD8*, NK, entre outras,
em resposta a estimulos inflamatorios. Induz o fen6tipo Thlde linfécitos T, mediante a
inducdo da expressdo da proteina T-bet e supressdo da proteina GATA3, que levaria ao
fenotipo Th2. Além disso, inibe citocinas que induzem o fenétipo Th17 (Dorman e
Holland, 2000). Em contrapartida, a citocina TNF-a é secretada por células T ¢ B em
resposta a estimulacdo antigénica, e principalmente por mondcitos e macrofagos,
quando seus receptores TLR sdo estimulados. J& a IL-1B participa de diversos processos

imunoldgicos, incluindo a diferenciacéo das células T nos fenoétipos Thl e Th2 (Vega et
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al, 2006). Adicionalmente, IL-1p ¢ sintetizada durante a produgdo de TNF,
influenciando a regulagéo do receptor de TNF (Saperstein et al, 2009). Com base nesses
dados, avaliamos a expressdo de moléculas envolvidas no processo imunoloégico em
ambas as populacGes de células, DNCs e FRCs, quando tratadas com os estimulos
inflamatorios IFN-y ou TNF-o +IL-1p.

Em relacdo a expressdo de gp38 nas populacdes de células estromais estudadas,
ambos os estimulos induziram maior expressdo dessa molécula na superficie das células
avaliadas. Tal resultado foi similar apenas no tratamento com IFN-y quando avaliada a
expressao génica, visto que o aumento foi ainda mais significativo nas DNCs quando
comparadas com seus respectivos controles. Tal aumento, contudo, apresentou
diferengas entre as amostras. No caso das FRCs das amostras de cancer e diverticulite,
quando estimuladas com IFN-y ou TNF-a + IL-1B, a expressdo protéica de gp38
aumentou em meédia 4 vezes. Em contraste, 0 aumento foi apenas 2 vezes na amostra de
doador de figado. Contudo, na amostra do LN proveniente de céancer, verificamos
aumento de 33 vezes quando as DNCs foram estimuladas com IFN-y e 39 vezes em
resposta a0 TNF-o + IL-1B. Na amostra proveniente de doenca inflamatdria, houve
apenas o dobro de expressao de gp38 nas DNCs sob ambas condicdes inflamatorias. Ja
na amostra derivada de doador de figado ndo observamos variacdo nas DNCs em

resposta aos estimulos.

A diferenca de expressdo da proteina gp38 frente aos sinais inflamatdrios
supostamente seja devido ao microambiente de citocinas e aos diversos sinais
imunoldgicos aos quais as DNCs e FRCs estdo expostas nos LNs, nas diferentes

doencas.

Vaérios estudos descrevem diversas funcdes para a molécula gp38 na inducdo da
resposta imunoldgica. Em modelo murino, a imunizacdo com OVA ou infec¢do viral
induz aumento da expressdo da proteina gp38, sugerindo que esta molécula possa ser
utilizada como um marcador de ativacdo das FRCs, uma vez que seu aumento levou a
outras alteracbes em moléculas de superficie (Yang et al, 2013). Adicionalmente, a
molécula gp38, mediante a interagdo com seu receptor CLEC-2 expresso nas DCs,
regula a formacdo de protrusdes de membrana, contribuindo para a motilidade dessas
celulas (Acton et al, 2012). Outro estudo identificou a proteina gp38 como o principal

regulador da contratilidade das FRCs. Em condic¢des de repouso, a via de sinaliza¢do da
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gp38 mantém as FRCs em estado de contracdo, enquanto na resposta inflamatoria, a
interacdo de FRCs com as DCs, e consequente ligacdo da gp38 com seu receptor CLEC-
2, resulta no bloqueio da gp38, o que leva ao relaxamento do citoesqueleto das FRCs.
Esta mudanca contribui no processo de remodelamento que sofre o LN em resposta aos

diferentes estimulos (Astarita et al, 2015).

Pds 48 horas de estimulo com TNF-a + IL-1pB, a expressdo de gp38 nas FRCs
humanas aumentou significativamente, e diminuiu de modo gradativo na auséncia de
estimulo inflamatorio, alcangando seu nivel basal no quinto dia. Esse resultado
corrobora o estudo de Yang e colaboradores (2013) no qual observou-se aumento de
200% na expressdo da proteina gp38 em FRCs murinas, dentro de 40 horas ap0s
imunizagdo com OVA. Esse nivel foi mantido até o dia 5, diminuindo até seu estado

basal no oitavo dia.

Quimiocinas sdo citocinas quimiotaticas que controlam a migracdo e
posicionamento das células imunes na homeostase e na inflamacdo (Griffith et al,
2014). As DNCs e as FRCs humanas estimuladas durante 24 horas com IFN-y ou TNF-
a +IL-1p apresentaram aumento na expressao de genes de diversas quimiocinas, dentre
elas CCL2, CXCL8, CCL8, CCL5, CCL7, CXCL10. Trabalhos anteriores ja haviam
reportado a producdo de algumas dessas quimiocinas por FRCs de camundongos

(Malhotra et al, 2012), corroborando nossos dados.

Particularmente, a secrecdo de CCL2 pelas DNCs e FRCs aumentou de modo
significativo apenas em resposta a0 TNF-a + IL-1B, quando comparadas a seus
respectivos controles. A CCL2, proteina quimioatraente de mondcitos-1 (do inglés
monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1), estd envolvida na atracdo de mondcitos,
alguns subtipos de linfécitos e DCs, que expressam seu receptor CCR2. Além da funcgéo
quimiotatica, estudos recentes demonstram que a ligacdo CCR2/CCL2 esta envolvida
em outros processos como maturacdo de DCs e secrecdo de CCL19 por essas células
(Jimenez et al, 2010).

Similar aos nossos achados, Vega e colaboradores (2006) verificaram expressao
génica de CCL2, 25 vezes maior nas FRCs obtidas de LNs humanos, quando

estimuladas com TNF-a. Outro estudo realizado por Malhotra e colaboradores (2012)
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reportou expressdo inalterada de transcritos para CCL2 e CCL20 em FRCs e DNCs de

camundongos, mesmo apads estimulo com LPS.

A quimiocina CCL20, proteina 3 o inflamatoria de macrofagos - (do inglés
macrophage inflammatory protein-3alpha, MIP-3a), pertence a familia de quimiocinas
C-C. Trata-se de uma quimiocinas que participa da atracdo de DCs imaturas, células T
CD4" efetoras e memoria e de linfécitos B, pela ligagdo com seu receptor CCR6 (Zhao
et al, 2014). Em nosso estudo as FRCs responderam ao estimulo com TNF-o +IL-1

aumentando significativamente a producéo proteica e dos transcritos para CCL20.

Por outro lado, a quimiocina CXCL12 estd envolvida na entrada de células T
naives e DCs nos LNs, mediante a ligacdo a seu receptor CXCR4 (Griffith et al, 2014).
Corroborando com nossos dados, estudos mostraram a expressdo de transcritos de
CXCL12 nas FRCs e DNCs em condigdes homeostéaticas (Fletcher et al, 2011; Malhotra
et al, 2012), uma vez que observamos a producdo de CXCL12 por ambas as populagdes
em condicdo similar de cultivo. Porém, tal sintese ndo sofreu alteracdo quando as
células foram estimuladas com IFN-y ou TNF-a +IL-1B. Em contraste, Vega ¢
colaboradores (2006) demonstraram que FRCs obtidas de LNs humanos, e estimuladas
com TNF-a, apresentaram aumento na expressao de genes que codificam CXCL12 ap6s

tratamento.

Quanto a expressdo de transcritos para CXCL8, houve aumento apenas nas
FRCs ap0s 24 horas de tratamento com IFN-y, porém ndo detectamos secrecdo desta
quimiocina no sobrenadante das FRCs, as 48 horas. Ja em resposta ao TNF-a +1L-1,
nossos resultados mostram superexpressdo de transcritos e aumento na secrecdo de
CXCL8 nas DNCs e FRCs. Estudos em LNs humanos obtidos de linfomas também
reportam aumentos de transcritos da quimiocina CXCL8 depois de tratar as FRCs com
TNF-a (Vega et al, 2006). A CXCL8, também conhecida como IL-8, esta envolvida no
recrutamento de neutréfilos e alguns subtipos de células T (Griffith et al, 2014).

Além das quimiocinas ja citadas, a CCL19 também participa da atracdo de
células T, B e DCs para o interior do LN. Varios estudos feitos em camundongos
relatam a secre¢do de CCL19 pelas FRCs (Malhotra et al, 2012; Yang et al, 2013).
Entretanto, outro grupo descreveu que ao contrario das FRCs murinas recém-isoladas,

as FRCs expressam baixos niveis de transcritos de CCL19 e CCL21 ap06s cultivo in

77



vitro (Siegert et al, 2011). Nossos ensaios, entretanto, ndo detectaram transcrigdo de
CCL19, nem secre¢édo da quimiocina no sobrenadante das culturas de DNCs ou FRCs.

Juntos esses dados sugerem que as DNCs e FRCs apresentam um papel
importante no recrutamento e localizacdo de células hematopoiéticas nos 6rgéos
linfoides secundarios em condi¢cbes homeostaticas e em resposta a mediadores

inflamatorios.

Dados da literatura indicam que as FRCs podem influenciar a resposta imune
mediante a secrecdo de varias citocinas como IL-1f, IL-6, IL-7 e TGF-B, em condigdes
homeostaticas ou em resposta a estimulos inflamatorios (Vega et al, 2006, Link et al,
2007).

Apds estimulo com IFN-y, houve aumento na expressao de transcritos para IL-6,
apenas nas DNCs. Enquanto, quando avaliamos a expressdo protéica, observamos
aumento na secrecdo de IL-6 por estas células unicamente ap6s estimulo com TNF-a
+IL-1B. Vega ¢ colaboradores (2006) também observaram aumento na expressdo de
genes que codificam IL-6, apds estimular FRCs com TNF-a. A IL-6 esta envolvida na
diferenciacéo de células TCDA4+, favorecendo a polarizagao para o perfil Th17.

A IL-7 é fundamental para a homeostase de células T na periferia, fornece sinais
antiapoptaticos para células T e DCs e favorece a proliferacdo de linfocitos dentro dos
orgdos linfoides secundarios (Onder et al, 2012). Estudos feitos em camundongos
diferem nos dados em relacdo a producdo de IL-7 pelas FRCs e DNCs. O estudo
realizado por Malhotra e colaboradores (2012) mostrou expresséo de transcritos de 1L-7
em condicBes homeostaticas e superexpressdo em condicBes inflamatorias pelas FRCs,
mas ndo pelas DNCs. Entretanto, outro grupo ndo mostrou diferenca na expressao
génica de IL-7 em células estromais de camundongos imunizados com OVA (Yang et
al, 2013). Link e colaboradores (2007) identificaram as FRCs como a principal fonte de
IL-7 em LNs de camundongos naives. Nesse caso, a IL-7 e a quimiocina CCL19
contribuiram para a sobrevivéncia das células T dentro do linfonodo. N6s observamos
pequena sintese de IL-7 pelas FRCs, que aumentou ap0s os estimulos com IFN-y e
TNF-a +IL-1p.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria que participa na inibicdo da atividade
das células Thl, células NK e macrdfagos, durante infecgdes (Couper et al, 2008).

Similar ao reportado por outros estudos, nds ndo observamos aumento na produgéo de
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IL-10 pelas DNCs e FRCs ap06s o tratamento com os estimulos inflamatdrios (Vega et
al, 2006; Malhotra et al, 2012).

O tratamento com IFN-y também contribuiu para o aumento da expressdo de
genes para outras citocinas como IL-15, IL-32 e IL-33, além de receptores de citocinas
como: IFNAR2, IL31RA, IL15RA e IL3RA nas células estromais de LN.
Particularmente, a IL-15, citocina proinflamatéria com papel central no
desenvolvimento, sobrevivéncia e ativacdo de células NK, T e B (Mishra et al, 2014),
estava superexpressa somente nas FRCs.

O aumento na expressdo génica de 1L-32 e IL-33 foi maior nas DNCs, quando
comparado ao das FRCs. A IL-32 é sintetizada principalmente por células NK, T,
células epiteliais e mondcitos; apresenta funcdo importante em infecgcdes por diferentes
patdgenos, sendo essencial na resposta antiviral. Além disso, estimula a producéo de
varias outras citocinas e quimiocinas inflamatorias como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e
MIP-2 (Zhou e Zhu, 2015). Em contrapartida, a IL-33 é produzida principalmente por
células epiteliais, endoteliais e do masculo liso. Durante o processo de necrose, a IL-33
é secretada e reconhecida principalmente por mastocitos, induzindo a producdo de
quimiocinas e citocinas que exacerbam processos alérgicos e inflamatorios (Saluja et al,
2015). Em contraste, no estudo de Malhotra e colaboradores (2012), a transcri¢éo de IL-
33 induzida por LPS é aumentada unicamente nas FRCs de LNs murinos.

Adicionalmente, o tratamento com IFN-y aumentou, nas FRCs, a expressdao do
gene que codifica a proteina de ligacdo a IL-18 (do inglés, IL-18 binding protein IL-
18BP), sintetizada principalmente por células mononucleares. A 1L-18BP soltvel se
liga a IL-18, dificultando a ligacdo com seu receptor. Tal interacdo diminui a producéo
de IFN-y dependente de IL-18 e, por conseguinte, reduz o perfil Thl de resposta
imunoldgica (Dinarello et al, 2013).

Outro gene cuja expressao foi aumentada somente nas DNCs, em resposta ao
IFN-y, foi o gene 1 induzido por IL-4 (do inglés, Interleukin-4-induced gene 1 I1L-411),
uma L-fenilalanina oxidase. Esta enzima estd especificamente associada as células
Th17, e participa da via de sinaliza¢do do receptor TCR das Th17, inibindo a produgéo
de IL-2, resultando, por sua vez, na inibigdo da proliferacdo e expansdo destas células
(Annunziato et al, 2013).
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Desse modo, podemos sugerir que DNCs e FRCs, além de apresentarem papéis
fundamentais na manuten¢do da morfologia estrutural dos LNs, distinguem-se quanto a
sintese de citocinas no microambiente desses Orgaos, contribuindo também para a
diferenciacéo de células T.

A interacdo CD40-CD40L contribui para a regulacdo de uma variedade de
processos da imunidade celular e humoral, como na ativagdo de células T mediada por
DCs, proliferacdo de células B, sintese de imunoglobulinas, troca de isotipo e formacéo
do centro germinativo (Hossein e Akbar, 2012). O CD40, membro da superfamilia do
receptor de TNF (do inglés, tumor necrosis factor receptor superfamily TNFR), pode
estar constitutivamente expresso ou ser induzido na superficie de uma variedade de
tipos celulares, incluindo células B, macrofagos, DCs, microglias, células endoteliais,
epiteliais e queratindcitos. Seu ligante pode estar presente em mondcitos, células NK,
celulas B, células T, mastdcitos e basofilos. Nossos dados demonstraram que, tanto
FRCs quanto DNCs expressam constitutivamente CD40 em suas membranas.
Adicionalmente, sua expressao génica é aumentada em resposta ao IFN-y, nas FRCs. Os
estimulos inflamatorios, contudo, ndo induziram variacdo na expressdo protéica nas
populagdes celulares.

Similarmente, Nakayama e colaboradores (2015) mostraram que, embora as
FRCs murinas expressem CD40 em condicBes basais, o nivel dessa molécula ndo varia
nas primeiras 24 horas em resposta ao estimulo alogénico in vivo. Do mesmo modo,
Fletcher e colaboradores (2010) ndo observaram variacdo na expressdo de CD40 quando

0 receptor TLR3 foi estimulado.

Estudos sugerem que as FRCs interagem com células T CD4" através da ligacdo
de CD40-CD40L, produzindo um efeito bidirecional. FRCs previamente estimuladas
com anticorpo anti-CD40 favorecem a proliferacdo de células T. Por outro lado, a
deficiéncia de CD40 em FRCs, quando co-cultivadas com células T CD4" ja ativadas,
prejudicou consideravelmente a producdo de quimiocinas e citocinas inflamatorias pelas
FRCs. Tais informacg6es sugerem que esta interacédo bidirecional entre FRCs e células T
seja importante para a regulacdo da tolerancia versus imunidade (Nakayama et al,
2015).

A proteina transmembrana CD83, membro da superfamilia das

imunoglobulinas, é conhecida como marcador de superficie em DCs maturas. Embora
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ainda ndo tenha sido demonstrado um papel importante de CD83 em DCs murinas,
evidéncias sugerem que seja uma proteina com fungdo reguladora da maturacdo de
células T e linfécitos B (Breloer e Fleischer, 2008). Em nosso estudo, somente a

expressao génica de CD83 aumentou nas FRCs em resposta ao IFN-y.

O receptor de morte celular programada -1 (do inglés Programmed cell death 1,
PD-1) é um receptor induzivel relacionado com a modulacdo da resposta imune, que
pertence a familia de receptores CD28. Interage com seus ligantes PD-L1
(B7.H1/CD274) e PD-L2 (B7.H2/CD273) participando na regulacdo negativa da
resposta de células T a estimulacdo antigénica e na manutencdo da tolerancia periférica.
PD-1 pode ser induzida em células T reguladoras, T foliculares, células B e células
apresentadoras de antigenos como DCs e mondcitos (Yao e Chen, 2014). Na literatura
ha divergéncia de dados em relacdo a expressdao de PD-L1 em DNCs e FRCs em
homeostase (Fletcher et al.,, 2010; Ng et al., 2012; Malhotra et al, 2012).
Particularmente, nds detectamos PD-L1 nas DNCs e FRCs nessas condi¢bes. O
estimulo com IFN-y induziu aumento de expressdao de transcritos ¢ proteina nas duas
populagdes celulares. Em concordancia com nossos resultados, Ng e colaboradores
(2012) mostraram em FRCs murinas, aumento na expressdo de PD-L1 em resposta ao
IFN-y e IFN-B. Verificaram também que as FRCs interagem com as células T, in vitro,
através de MHC-I/II-TCR e PD-L1 na resposta antiviral, sugerindo que FRCs
participam na iniciacdo da resposta de células T e teriam diferentes funcdes dependendo
do estado de ativagdo dessas células. Similarmente, Fletcher e colaboradores (2010)
observaram a expressdo de PD-L1, tanto nas DNCs quanto FRCs em condicOes de
repouso e um forte aumento na expressao apés injecdo de Polyl:C.

Além disso, observamos, sobretudo nas FRCs, superexpressao de transcritos que
codificam as moléculas MHC-1 e 1l, necessarios para a apresentacdo de antigenos aos
linfocitos T CD8" e CD4", respectivamente. Quando estimuladas com TNF-o +IL-1,
DNCs e FRCs apresentaram maior expressdo de  mRNA para moléculas do MHC-I e
proteinas envolvidas no processamento antigénico pela via do MHC-I: TAP1 e TAP2. A
expressdo génica de TAP1/2 néo foi observada em resposta ao IFN-y.

Adicionalmente, em contraste com a resposta ao IFN-y, o estimulo com TNF-a +
IL-1B ndo favoreceu a expressdo de genes que codificam moléculas do complexo MHC-

I. Porém, tanto DNCs quanto FRCs superexpressaram transcritos do gene CTSS que
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codifica a molécula catepsina S, uma protease da familia das cisteina protease, a qual
apresenta fungdo no processamento de antigenos pela via do MHC classe II.

Segundo os dados da literatura, as populacdes de células estromais dos LNs
murinos, incluindo as DNCs e FRCs, expressam repertorios de antigenos proprios
associados a tecidos periféricos, alem disso, as FRCs murinas podem apresentar
diretamente esses antigenos as células T CD8*, via MHC-I, induzindo tolerancia
(Fletcher et al, 2015). Todas as células nucleadas expressam constitutivamente a
molécula MHC-I e as DNCs e FRCs ndo sdo excecdo. NOs mostramos que ambas as
populacbes expressam HLA-ABC na superficie celular em condi¢bes homeostéticas e
tal expressdo aumenta significativamente apds estimulo com IFN-y ou TNF-o + IL-1,
similar ao encontrado em outros estudos (Fletcher et al 2010; Ng et al, 2012; Malhotra
et al, 2012). Esses dados sugerem a participacdo das DNCs e FRCs nos processos de
apresentacdo de antigenos préprios a células CD8" contribuindo para a manutencao da

tolerancia periférica.

Do mesmo modo, FRCs murinas podem interagir com as células T CD4+
mediante a expressdao do MHC classe Il, contribuindo também na inducdo de anergia
nessas células (Cohen et al, 2010; Fletcher et al, 2010). Todavia, a expressao de MHC-
Il é requerida para a manutancdo de células T reguladoras (Baptista et al, 2014).
Segundo a literatura, além de serem capazes de adquirir moléculas de MHC-I1I a partir
das DCs, FRCs murinas possuem suas proprias moléculas. Adicionalmente, apenas
FRCs murinas expressam baixos niveis de MHC-II na superficie em condicdes de
homeostase (Malhotra et al, 2012; Baptista et al, 2014; Dubrot et al, 2014). Expressdo
de MHC-II é regulada pelo CIITA regulado a sua vez, nas FRCs, pelo promotor plV,
induzido por IFN-y (Dubrot et al, 2014). Similar ao estudo de Dubrot e colaboradores
(2014) em células de camundongos, observamos em FRCs e DNCs, da espécie humana,

aumento na expressdo génica e protéica do MHC-I1 em resposta ao estimulo com IFN-y.

A literatura cientifica ainda é escassa em conhecimento sobre o perfil funcional
de FRCs e DNCs dentro de LN em humanos. Nosso trabalho tem o intuito de contribuir
para o entendimento das funcdes destas populacfes celulares, no contexto da resposta
imune. Segundo nossos achados, DNCs e FRCs ndo exercem somente um papel
estrutural nos LNs humanos. Observamos que estas células tém papel ativo dentro do

Orgdo, tanto em condi¢cdes de homeostase quanto em ambiente inflamatorio. Em
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resposta aos estimulos inflamatérios IFN-y e TNF-a +IL-1f, tanto DNCs quanto FRCs
produzem moléculas que podem influenciar na ativagdo, mobilizagéo e sobrevivéncia de
varios subtipos celulares que participam da resposta imunoldgica, uma vez que
sintetizam quimiocinas, citocinas, além de expressarem proteinas de superficie

envolvidas tanto na inducdo quanto na regulacéo da resposta (Figuras 17 e 18).

Adicionalmente, foram demonstradas algumas diferengas entre as amostras, que
proveem de pacientes com cancer, diverticulite e doadores de figado. Obviamente mais
estudos s@o necessarios para melhor entender as diferencas existentes entre 0s grupos,
uma vez que podem ser devido ao tipo de doenca ou a localizacdo desses linfonodos, ou
seja, ao orgao do qual eles derivam. Do mesmo modo, outros estudos sdo requeridos
para elucidar o papel das FRCs e DNCs na ativacdo ou supressao da resposta imune,

bem como a cinética de expressao das moléculas responsaveis por estas funcées.
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Figura 17. Perfil diferencial de superexpressdo génica e protéica de moléculas envolvidas na

regulacdo positiva ou negativa da resposta imune ap6s estimulo com IFN-y, nas DNCs e FRCs.
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Figura 18. Perfil diferencial de superexpressdo génica e protéica de moléculas envolvidas na

regulacdo positiva ou negativa da resposta imune apés estimulo com TNF-a +IL-1f, nas DNCs e

FRCs.

8. CONCLUSAO

Em conclusdo, DNCs e FRCs apresentam diferencas no perfil de resposta

segundo os estimulos inflamatérios aos quais estdo expostas in vitro, aumentando a

expressao de diferentes moléculas envolvidas na regulacdo positiva e negativa da

resposta imune.
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Chemokines and immunity
Quimiocinas e imunidade

Diana Carolina Torres Palomino'?, Luciana Cavalheiro Marti'?

ABSTRACT

Chemokines are a large family of small cytokines and generally have
low molecular weight ranging from 7 to 15kDa. Chemokines and
their receptors are able to control the migration and residence of all
immune cells. Some chemokines are considered pro-inflammatory,
and their release can be induced during an immune response at a
site of infection, while others are considered homeostatic and are
involved in controlling of cells migration during tissue development or
maintenance. The physiologic importance of this family of mediators
is resulting from their specificity — members of the chemokine family
induce recruitment of well-defined leukocyte subsets. There are two
major chemokine sub-families based upon cysteine residues position:
CXC and CC. As a general rule, members of the CXC chemokines
are chemotactic for neutrophils, and CC chemokines are chemotactic
for monocytes and sub-set of lymphocytes, although there are some
exceptions. This review discusses the potential role of chemokines
in inflammation focusing on the two best-characterized chemokines:
monocyte chemoattractant protein-1, a CC chemokine, and interleukin-8,
a member of the CXC chemokine sub-family.

Keywords: Chemokines/immunology; Cytokines/immunology; Immunity

RESUMO

Quimiocinas sdo uma grande familia de pequenas citocinas e seu
peso molecular varia de 7 a 15kDa. As quimiocinas e seus receptores
sdo capazes de controlar a migracdo e a residéncia de células
imunes. Algumas quimiocinas s@o consideradas proé-inflamatérias e
podem ser induzidas durante a resposta imune no sitio de infecgéo,
enquanto outras sdo consideradas homeostaticas e estdo envolvidas
no controle da migragédo celular durante o desenvolvimento ou a
manutengdo dos tecidos. A importéncia fisiolégica dessa familia
de mediadores é resultado de sua especificidade — os membros
da familia de quimiocinas induzem ao recrutamento de subtipos
bem definidos de leucdcitos. Existem duas grandes subfamilias de
quimiocinas baseadas na posigdo dos residuos de cisteinas: CXC e
CC. Como regra geral, membros da familia de quimiocinas CXC séo
quimiotaticos de neutréfilos, e as quimiocinas CC sdo quimiotaticos
de mondcitos e subtipos de linfdcitos, apesar de existirem algumas

excecoes. Esta revisao discute o potencial papel das quimiocinas na
inflamacéo focando nas duas quimiocinas mais bem caracterizadas:
a proteina quimioatraente de mondcitos-1, uma quimiocina CC, e a
interleucina 8, uma quimiocina membro da subfamilia CXC.

Descritores: Quimiocinas/imunologia; Citocinas/imunologia; Imunidade

INTRODUCTION

Chemokines constitute a large family of small cytokines
and generally have low molecular weight ranging from 7 to
15kDa. Chemokines and their receptors are able to control
the migration and residence of all immune cells. Some
chemokines are considered pro-inflammatory and their
release can be induced during an immune response
at a site of infection, while others are considered
homeostatic, and are involved in the control of cells
migration during tissue development or maintenance.
The physiologic importance of this family of mediators
is resulting from their specificity; members of the
chemokine family induce recruitment of well-defined
leukocyte subsets.?)

Many chemokines were initially identified by
subtraction hybridization as an immediate or early
response genes induced by growth factors. Based on
this property, it was supposed that chemokines were
involved in cellular proliferation and acted as nuclear
factors. However, when complete amino acid sequences
were deduced, it was clear that chemokines were
secretory proteins.

There are two families of chemokines based
on the first cysteine residue: the family called CC
chemokines (Chart 1), also known as beta-chemokines.
The genes encoding the CC chemokines are located
on chromosome 17. CC chemokines stimulate
mainly monocytes, but also basophils, eosinophils,
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T-lymphocytes, and natural killer (NK) cells. The other
family CXC (Chart 2), known as alpha-chemokines,
have an intervening amino acid between the first two
cysteines and are located in the chromosome 4.6
These chemokines, which mainly stimulate neutrophil
chemotaxis, contain a Glu-Leu-Arg (ELR) sequence in
the N-terminus that is essential for receptor binding.(®”

Chart 2. Chemokines: CXC, receptors and immune function

Chart 1. Chemokines: CC, receptors and immune function

Chemokine Other Receptor Immune function
names
CCL1 1-309 CCR8 Th2 and Treg trafficking
CCL2 MCP-1 CCR2 Monocyte trafficking
CCL3 MIP-10, CCR1, CCR5 Macrophage-NK migration;
T cell/DC interaction
CCL4 MIP-18 CCR5 Macrophage-NK migration;
T cell/DC interaction
CCL5 RANTES CCR1, CCR3, CCRb Macrophage-NK migration;
T cell/DC interaction
CCL6 C-10 Unknown ?
CCL7 MCP-3 CCR2, CCR3 Monocyte mobilization
CCL8 MCP-2 CCR1, CCR2, CCR3, Th2 response
CCR5
CCL9 MIP-Ty Unknown ?
CCL10 MIP-Ty Unknown ?
CCLM Eotaxin CCR3 Eosinophil and basophil
migration
CCL12 MCP-5 CCR2 Monocyte trafficking
CCL13 MCP-4 CCR2, CCR3, CCRb Th2 response
CCL14 HCC-1 CCR1 ?
CCL15 HCC-2 CCR1, CCR3 ?
CCL16 HCC4 CCR1, CCR2, CCR5 ?
CCL17 TARC CCR4 Th2 response, Th2 cell migration,
Treg, lung and skin homing
CCL18 PARC CCR8 Th2 response, marker AAM,
skin homing
CCL19 MIP-3 CCR7 T celland DC homing to
lymph node
CCL20 MIP-3o CCR6 Th17 response, B cell and
DC homing to gut associated
lymphoid tissue
CCL21 SLC CCR6, CCR7 T cell and DC homing to
lymph node
CCL22 MDC CCR4 Th2 response, Th2 cell migration,
T reg migration
CCL23 MIP-3 Unknown ?
CCL24 Eotaxin-2 CCR3 Eosinophil and basophil
migration
CCL25 TECK CCR9 T cell homing to gut,
thymocyte migration
CCL26 Eotaxin-3 CCR3, CX3CR1 Eosinophil and basophil
migration
CCL27 CTAK CCR10 T cell homing to skin
CLL28 MEC CCR3, CCR10 T cell and IgA plasma cell
homing to mucosa

Chemokine n(:xtrl:lzrs Receptor Immune function

CXCL1 GROw CXCR2 Neutrophil trafficking

CXCL2 GROB CXCR2 Neutrophil trafficking

CXCL3 GROy CXCR2 Neutrophil trafficking

CXCL4 PF4 ? Pro-coagulant

CXCL5 ENA78 CXCR2 Neutrophil trafficking

CXCL6 GCP-2 CXCR1, CXCR2 Neutrophil trafficking

CXCL7 NAP-2 CXCR2 Neutrophil trafficking

CXCL8 IL-8 CXCR1, CXCR2 Neutrophil trafficking

CXCL9 MIG CXCR3 Th1 response, Th1, CD8 and
NK trafficking

CXCL10 [P-10 CXCR3 Th1 response, Th1, CD8 and
NK trafficking

CXCLnM I-TAC CXCR3 Th1 response, Th1, CD8 and
NK trafficking

CXCL12 SDF-1 CXCR4 Bone marrow homing

CXCL13 BLC CXCRb B cell and Tfh positioning in
lymph node

CXCL14 BRAK ? Macrophage skin homing

CXCL15 Lungkine ? ?

CXCL16 5R-PSOX CXCR6 NKT and ILC migration and survival

CXcL17 DMC ? ?

XCL1 SCM-1a XCR1 Cross-presentation by CD8+ DC

XCL2 SCM-1B XCR2 Cross-presentation by CD8+ DC

CX3CL1 Fractalkine CX3CR1 NK, monocyte and T cell migration

Source: Murphy PM et al.®
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Chemokine receptors are differentially expressed
by all leukocytes and can be divided into two groups: G
protein-coupled chemokine receptors, which is activated
by pertussis toxin (PTX)-sentive G-type G protein;
and an atypical chemokine receptors, which appear to
form chemokine gradients and dampen inflammation
by scavenging chemokines in a G protein independent
manner.®

Nowadays approximately 50 endogenous chemokines
ligands and 20 G-protein-coupled receptors have been
described. However, there is still a lot to be comprehended
in this field, particularly regarding mechanisms during
diseases development. In this review, we focused on a
timeline basic knowledge in chemokines.

MONOCYTE CHEMOATTRACTANT PROTEIN-1 (CCL2/MCP-1)
AND CC CHEMOKINES

Acute inflammation is a complex process characterized by
the coordinated migration of effector cells to the site
of inflammation, as well as displacement of immune cells
from peripheral sites to draining lymphoid organs to
initiate immune response. Such coordinated movement



of cells requires the induced expression of inflammatory
chemokines and their respective receptors on target
cells. The interaction between chemoattractant and
immune cells trigger a series of biochemical and cellular
coordinate events.®”

CCL2 is typically secreted in two predominant forms
with similar molecular weights of 9 and 13kDa. They
have the same protein core and differ by the addition
of O-linked carbohydrates to the larger form.!? Despite
this difference, they have identical activities in vitro.*V

CCL2 stimulates chemotaxis of monocytes and
several cellular events associated with chemotaxis,
including Ca** flux and integrin expression. It is also a
weak inducer of cytokine expression in monocytes and,
at high concentrations, elicits a respiratory burst leading
to generation of reactive oxygen species.!1?)

Monocytes utilize different chemoattractant molecules
to migrate; however, CCL2 and CCL7 are rapidly produced
by stromal cells and immune cells after pattern-recognition
receptors (PRR) activation or after cytokine stimulation.
CCL2 dimerizes and binds to extracellular matrix
glycosaminoglycans, thus establishing a stable gradient
for CCR2+ inflammatory monocytes.®!)

CCL2 expression has been identified upregulated in
certain cell types of some diseases, such as macrophages/
foam cells and smooth muscle cells in atherosclerosis;
delayed-type of hypersensitivity reactions in the
skin mononuclear phagocytes, endothelial cells, and
keratinocytes; melanoma cells in skin cancer and
synoviocites of rheumatoid arthritis.(417

Two other chemokines structurally related to
CCL2 are named CCL8 (MCP-2) and CCL7 (MCP-3).
Generally, CCL2 and CCL7 have similar properties,
although CCL7 may exhibit characteristics from both
CCL2 and CCL5 (RANTES), suggesting that it has
a broader range of chemokine binding. Others CC
chemokines include macrophage inflammatory protein
lo. (MIP-10/CCL3), macrophage inflammatory protein-
1B (MIP-1B/CCLA4), T-cell activation gene-3 (TCA-3/
CCL1), and CCL5, which support and regulate activated
T-cells.(121819)

Eosinophil is a leukocyte present in high numbers
during inflammatory allergic reactions, such as asthma
and rhinitis; there is evidence that links accumulation
and activation of these cells with tissue injury and lung
dysfunction.®-?» Humbles et al. purified and sequenced
a CC-chemokine from bronchoalveolar lavage fluid of
allergen-challenged sensitized animal model. They also
identified CCL11 (Eotaxin-1) as a local chemoattractant
responsible for eosinophil recruitment, via CCR3, a
chemokine receptor highly expressed on eosinophils.

Chemokines and immunity 47

These leukocytes express CCR1 and CCR3 and can
respond to a variety of chemokines including CCL11,
CCL24 (Eotaxin-2) and CCL26 (Eotaxin-3).»)

CCL19 (MIP-38) and CCL21 (SLC) are expressed
mainly by stromal cells in T cell-rich zones of lymph
nodes. They are mediators of homeostatic trafficking
of naive T cells, but also play a role on T cell priming
and activation, as well as on lymphocytes recruitment to
inflamed tissue. The pathway signaling of both proteins
take place via CCR7, which is expressed on T cells and
mature dendritic cells. Although CCL19 and CCL21
exhibit the same affinity for CCR7, only CCL19 has
ability to desensitize and internalize the receptor.®

T cells and progenitor cells enter the thymus in
response to CCL21/SLC and CCL25/TECK, which
are produced by thymic epithelium and surrounding
structures. CCR9 guides these cells to the subcapsular
zone. Subsequent thymic maturation from double-
positive through single-positive thymocytes occurs in
concert with their migration into the medulla, which is
dependent on CCR7 and perhaps another chemokine
yet to be defined.®®

In general, chemokines CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5,
CCL11 and CCL13 are classified as inflammatory; CCL18,
CCL19, CCL21, CCL25 and CCL27 as homeostatic.
CCL1, CCL17, CCL20 and CCL22 with dual function
inflammatory and homeostatic while CCL14, CCL15,
CCL16 and CCL23 are related with plasma or platelet.?”

INTERLEUKIN-8 AND CXC CHEMOKINES

Interleukin-8 (IL-8/CXCLS) is a prototypical member
of CXC chemokine family. The IL-8 gene encodes
a 99-aminoacid translation product. It undergoes
proteolytic cleavage of the amino terminal yielding
several different products. IL-8 in solution is thought
to exist as non-covalently linked dimer, and, in vitro, it
is a potent chemoattractant for neutrophils. It has been
reported to be also a chemoattractant for a subset of
T-lymphocytes.®)

IL-8 has also been named neutrophil activating
protein-1 (NAP-1), since it stimulates release of
neutrophil granules. Like many other chemoattractants,
IL-8 induces re-arrangement of cytoskeleton, changes
in intracellular Ca?* levels, activation of integrins,
exocytosis of granule proteins, and respiratory burst.??
There are some chronic inflammatory diseases, such
as psoriasis, rheumatoid arthritis, as well as pulmonary
diseases, in which IL-8 is overexpressed, and high levels
of IL-8 are also seen after septic shock or systemic
administration of endotoxin.3?
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Regarding other CXC-chemokines members,
neutrophils are the main responsive cell type, since
they express receptors CXCR1 and CXCR2, which
are able to bind to CXCL1, CXCL2, CXCLS5, CXCLo6,
CXCL7 and CXCLS. In acute inflammation initiated
by bacterial invasion, neutrophils are the first cells that
infiltrate into the tissue. Neutrophils play a critical
role during infection control, first by their capacity of
microorganism phagocytosis, and second by releasing
other chemotactic mediators, such as CXCL1, CXCLS,
CXCL9 and CXCLI10 that recruit other leucocytes to
the affected tissues.®

Chemokines control innate immune cell trafficking
between the bone marrow, blood, and peripheral tissues
during inflammation. At the same time, systemic levels
of G-CSF lead to a reduction on CXCL12 production
by bone marrow and decreased CXCR4 expression by
neutrophils. Release of neutrophil from bone marrow
into the blood is triggered by the switch of activated
receptor, from CXCR4 to CXCR2.®

Mast cells also play an important role in acute
inflammation because they express a wide variety of PRR
and contain large granules of preformed inflammatory
mediators. LPS stimulated murine peritoneal mast cells
leads to immediate release of CXCL1- and CXCL2-
containing granules, but not histamine-containing granules,
as well as transcriptional activation of CXCL1 and
CXCL2. This promotes early neutrophil recruitment
that is abolished in mast cell-depleted mice, but not
macrophage-depleted mice.®

CX3CLI1 (or fractalkine) is an atypical chemokine
with a documented role in the development of numerous
inflammatory diseases, including atherosclerosis. It
represents the only known member of the CX3C family
and was first characterized by Bazan et al.®Y It is a
unique chemotactic factor existing in both membrane-
bound and soluble form. The human CX3CL1 molecule
consists of 373 amino acids and it is functionally divided
into four domains: an extracellular domain of 76 amino
acids connected to an extended 241 amino acid mucin-
like stalk, followed by transmembrane and intracellular
domains of 21 and 35 amino acids, respectively. CX3CL1
is synthesized as a membrane-bound molecule with
the chemokine domain presented on a mucin-like
stalk, which mediates the direct capture of circulating
leukocytes. Cleavage at the base of this stalk by a
protease, namely the tumor necrosis alpha-converting
enzyme, generates a soluble chemokine, which function
as a potent chemoattractant of target cells.*3)

The fractalkine receptor CX3CR1 is a well-established
marker of anti-inflammatory or patrolling monocytes
known by providing pro-survival signal to anti-

einstein. 2015;13(3):469-73

inflammatory monocytes, butis also presentin NKcells,
T cells, and smooth muscle cells, where it mediates
migration, adhesion and proliferation. CXCR3 is
also present on pro-inflammatory monocytes and
may play a role on normal function of inflammatory
monocytes.®

In general, chemokines CXCL1, CXCL2, CXCL3,
CXCLS5, CXCL6, CXCL7 and CXCLS are classified as
inflammatory; CXCL12 and CXCL13 as homeostatic.
CXCL9, CXCL10, CXCL11 and CXCL16 with dual
function inflammatory and homeostatic, while CXCL4
is plasmatic or platelet related.®”
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