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INTRODUGAO:

A anemia falciforme (AF) é uma das hemoglobinopatias mais comum do mundo, as hemacias
dos individuos afetados por ela mudam de conformagdo em condi¢des de baixa oxigenacao,
adquirindo uma forma de foice. Essa alteragéo leva a liberagdo de DAMPs (damage-associated
molecular patterns) na circulagdo, como o heme livre, devido a alta taxa de lise das hemacias afetadas.
A presenca dessas moléculas acarreta uma ativacdo constante dos receptores, como o Toll-like
receptor 4 (TLR4) das células imunes desses individuos. Em resposta a ativagdo dos TLR4, as células
imunes dos pacientes com AF produzem altas quantidades de citocinas pré-inflamatérias (BELCHER
et al., 2014; KATO et al., 2018; Lanaro, C et al., 2009) e, de forma compensatéria, elevados niveis de
citocinas anti-inflamatorias (Alagbe et al., 2022). Mesmo com essa sinalizagéo tolerogénica nos
pacientes com AF, a presenca de inflamacgao crénica neles indica uma incapacidade dos mecanismos
de inibicdo da resposta imune de se adequar com a constante sinalizagcdo de dano associado a
doencga. Esse desbalango imunoldgico € um dos fatores responsaveis pela resposta mal-adaptada a
infecgbes encontradas nesses pacientes (Booth, C et al., 2010).

A célula dendritica (DC) € um dos tipos celulares mais importantes na atuagao e organizagao
do sistema imune, um ponto de destaque dessas células € a formagdo de uma ponte entre a
imunidade inata e a adaptativa, sendo capaz de polarizar essa resposta de forma dependente do
estimulo encontrado. Foi demonstrado que a distribuicdo das subpopulacbes desta célula é afetada
pela AF (Sesti-Costa et al., 2021), porém pouco é conhecido sobre como esse efeito afeta seu
comportamento no corpo, e se existem outras mudangas na sua fisiologia celular em resposta a
doenca.

Um importante mediador do comportamento dessas células é a enzima IDO, responsavel por
iniciar a cadeia de degradagédo do aminoacido triptofano. Um dos metabdlitos gerados nessa reagao é
a quinurenina (Kyn), que é secretada pelas DCs, em forma de acido quinurénico. Esse metabdlito ativa
o receptor de hidrocarboneto arilico (AhR) em varias células-alvo, um fator de transcricao que ativa a
expressao de genes associados a tolerancia, como o préprio gene da IDO, e genes associados a
metabolismo xenobidtico, como o citocromo P450 (CYP)1A1 e CYP1B1 (Denison MS, Nagy SR.,
2003). Nas DCs, a IDO tem outro papel importante estimulando a expressao de citocinas anti-
inflamatérias e de PD-L1, uma proteina que se liga a células-T, inibindo as efetoras e diferenciando as
imaturas em células-T reguladoras, Treg (Salazar, F et al., 2017). Sua expressao é estimulada pela
sinalizacdo dos receptores TLR4, de citocinas inflamatérias, como a IFN-y, e de citocinas anti-
inflamatérias, condicées encontradas na AF.

Mesmo com a ativagao de varios mecanismos tolerogénicos, a AF ainda é associada com uma
inflamacao crénica e sistémica, evidenciando um desbalanco na atividade pré e anti-inflamatdria nessa
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doenga. Dessa forma, neste projeto sera investigada a expressédo da IDO por células dendriticas e
seus possiveis efeitos na AF.

METODOLOGIA:

Diferenciagcao de células dendriticas in vitro: Para o isolamento das células mononucleares
do sangue periférico (PBMC), 20ml de sangue foi coletado de um doador saudavel, o material coletado
foi diluido em PBS e essa mistura foi entdo colocada sobre metade do volume de Ficoll. A mistura foi
centrifugada a 1500 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente sem aceleragdo e sem
desaceleragdo. As PBMCs separadas no buffy coat foram coletadas e lavadas duas vezes em PBS.
Apés as lavagens, as células foram contadas, usando azul de tripan e o contador automatico LUNA II.
Os mondécitos foram separados das PBMCs usando anticorpos anti-CD14 conjugados a beads
magnéticas (Myltenyi). Aproximadamente 5.10° mondcitos foram plaqueados em placas de 24 pogos
com 1 ml de meio RPMI completo, contendo 5% SFB, 1% de penicilina, estreptomicina e L-Glutamina,
e suplementado com 20ng/ml de GM-CSF e de IL-4, fatores necessarios para a diferenciacdo das
células dendriticas. As células foram entdo incubadas a 37°C e 5% CO., ap6s 3 dias de incubacgéo,
metade do meio foi substituido por meio novo contendo os fatores de diferenciagdo. Apds 6 dias de
cultura, momento em que as DCs ja estavam completamente diferenciadas, as células foram
estimuladas.

Estimulagao das DC com soro sanguineo: Em cada pogo contendo células dendriticas, foi
adicionado 500 ml de meio novo contendo 10% de um pool de soro sanguineo obtidos de doadores
saudaveis ou de individuos com AF, e as células foram incubadas por 12 e 24 horas, para avaliacdo da
expressao génica e da producao de proteinas, respectivamente. Apds 12 horas de estimulo, as células
foram ressuspendidas em 350 yl de RLT com 1% de BME, congeladas a -80°C e posteriormente
usadas para extracdo de RNA. Ja as células estimuladas por 24 horas tiveram o sobrenadante
coletado e congelado a -80°C para analise da producdo de kynurenina, e as células foram
ressuspendidas em 1 ml PBS gelado, centrifugadas por 2 min a 7.000 RPM, em 15°C e o pellet foi
ressuspendido em 50ul de PBS\BSA\ACD para fenotipagem das células por citometria de fluxo.

Citometria de fluxo: As células dendriticas foram incubadas no escuro a 4°C por 30 minutos
com um mix contendo anticorpos anti-CD86, CD209, HLA-DR e PD-L1, conjugados com os fluoréforos
BB515, Percp-Cy5, APC-Cy7 e PE-CF594, respectivamente, nas concentracdes obtidas pela prévia
titulagdo. Apds a incubagéao, as células foram lavadas com PBS e fixadas com 2% formaldeido em
PBS e mantidas no escuro a 4°C até a aquisi¢ao no citdmetro de fluxo Cytoflex (Beckman Coulter). A
estratégia de gates foi definida considerando inicialmente apenas células Unicas com caracteristicas
morfologicas das células dendriticas, dentro dessas células foram consideradas apenas aquelas que
tinham marcacéao positiva para CD209 e HLA-DR, marcadores de células dendriticas. Para determinar
a ativacdo e maturacao das células foi utilizada a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de
CD86 e HLA-DR, ja a MIF de PD-L1 foi usada para medir o comportamento inibitério das células.
Foram adquiridas 10.000 células por amostra no citdmetro e a analise foi realizada usando o software
FlowdJo da BD Biosciences.

Extracao de RNA e RT-qPCR: A extracao de RNA foi realizada com o kit RNeasy (50) mini kit,
da empresa QIAGEN, conforme as instrucdes do fabricante. O RNA eluido foi quantificado usando o
nanodrop e a sintese de cDNA foi feita utilizando-se o kit da Fermentas, também seguindo as
instrugdes recomendadas, com incubacgédo por 60 minutos a 42°C, seguido por 5 minutos a 70°C.
Posteriormente, foram realizadas reagdes de RT-qPCR (real time quantitative polimerase chain
reaction) para IDO, AhR e Cyp1a1, usando o master mix Sybr Green (Applied Biosystems) e o gene
Gapdh como controle enddgeno. A reagao consistiu em uma etapa de desnaturagdo do DNA a 95°C
por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, adicionando-se uma curva
de melting no final da reacdo. As analises foram feitas utilizando o céalculo do delta delta CT.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Apds o isolamento e cultura dos mondcitos na presenca de GM-CSF e IL-4 por 7 dias, as
células obtidas apresentaram a morfologia mais espalhada com a formagédo de dendritos quando
visualizadas ao microscépio Optico (dados ndo mostrados) e se diferenciam em média 94,9% em
células CD209 e HLA-DR positivas (Figura 1), que sao caracteristicas de DCs, demonstrando a
eficiéncia da cultura. Para o restante das analises foi considerado apenas esse conjunto de células.

Controle Paciente

92,2 97,6

HLA-DR

Figura 1. Dot plot representativo do conjunto de células HLA-DR e CD209 positivas incubadas com 10% de soro de
pacientes com AF ou individuos controles.

As DCs estimuladas com o soro de pacientes por 24 horas tiveram uma expressao
significativamente maior de HLA-DR e de CD86 quando comparadas as células estimuladas com soro
de doador saudavel, indicando uma ativagdo maior dessas células em resposta aos DAMPs presentes
nessas amostras. Além disso, pode-se também observar uma produ¢cao aumentada de PD-L1 nas DCs
expostas ao soro de paciente, porém diferentemente da HLA-DR e CD86, a diferenga nao foi
estatisticamente significativa (Figura 2). Embora n&o tenha tido poder estatistico, a tendéncia de
aumento do PD-L1 sugere uma ativagdo de vias tolerogénicas das DCs em resposta ao soro de
pacientes. Assim, investigamos a expressao de IDO e de genes downstream a sua ativagao por RT-
gPCR apo6s 12h de incubagdo com o meio contendo o soro.

Como observado na figura 3, as DCs estimuladas overnight, pelo soro sanguineo de pacientes,
tiveram sua expressdo, da enzima IDO, significativamente aumentada (p = 0.0076), em relagéo
aquelas estimuladas pelo soro de individuos sanguineo controles, comprovando a hipotese de que
DCs tolerogénicas sdo geradas no ambiente produzido pela anemia falciforme. Por outro lado nao foi
observado diferengas estatisticamente relevantes na expressao do gene CYP1A2 quando comparadas
as incubagdes com os diferentes soros.
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Figura 2. Média da intensidade de fluorescéncia (MIF) dos anticorpos anti-HLA-DR, CD86 e PD-L1, incubados com células
dendriticas expostas a soro de pacientes com AF (SS) e doadores saudaveis (AA). (A) Histograma representativo e (B) média
+SEM dos valores em ftriplicata.
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Figura 3: Expressao relativa dos genes IDO (A) e CYP1A1 (B) nas células tratadas com soro de pacientes com AF
(SS), e de soro controle (AA), apds 12 horas de estimulo.

CONCLUSOES:

A partir dos resultados preliminares obtidos nesse estudo, € possivel observar que fatores
presentes no soro de pacientes falciformes sao capazes de ativar as DCs e, ao mesmo tempo, de
induzir uma resposta tolerogénica dessas células. A expressado de IDO esta correlacionada com a
expressao de PD-L1 pelas DCs estimuladas com o soro de pacientes, porém ainda € preciso mais
estudos para se estabelecer uma relagao de causalidade entre esses fatores.
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