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RESUMO

A linhagem de camundongos NOD (non-obese diabetic) € o modelo experimental mais
utilizado para estudar o Diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) por desenvolver espontaneamente a
doenca semelhante a observada em humanos, tendo como caracteristica marcante desse
modelo a insulite, definida como infiltracao de células inflamatérias nas ilhotas pancreaticas.
Células dendriticas (DCs) e macrofagos sao células apresentadoras de antigenos (APCs),
presentes em grandes quantidades no pancreas de camundongos NOD e desempenham
papel importante na iniciacdo e progressao da resposta autoimune até o processo final onde
ocorre a destruicdo das células beta pancreéticas. A expresséo da enzima indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO), é um fator importante para a atividade tolerogénica das DCs, atuando no
catabolismo do triptofano e produzindo metabdlitos que suprimem os linfécitos T efetores e
estimulam a diferenciacdo das células T reguladoras. No presente estudo investigamos os
mecanismos in vitro pelos quais o tratamento com o extrato aquoso liofilizado das folhas de
Passiflora alata (EALFPA) podem modular as células apresentadoras de antigenos derivadas
da medula 6ssea (BM-APCs) e influenciar sua capacidade de polarizar linfocitos T. O modelo
in vitro foi estabelecido utilizando culturas mistas de células apresentadoras de antigenos
provenientes da medula 6ssea (BM-APCSs) e linfocitos T de camundongos NOD, juntamente
com células MING (linhagem de células beta produtoras de insulina) sob estresse como fonte
de antigenos de células 3 pancreaticas. Mostramos que a concentragdo de 300 pg/mL com
EALFPA reduziu a proliferacdo de linfocitos T efetores CD4 e CD8 em camundongos
diabéticos, mas ndo em camundongos néo diabéticos, e diminuiu a liberagdo de citocinas IL-
6 e IFN-y nos sobrenadantes das culturas celulares. Além disso, observamos o0 aumento de
linfécitos T reguladores (Tregs) CD4*CD25*FoxP3* de camundongos diabéticos. Esses
resultados podem ser parcialmente explicados pelos efeitos do EALFPA em BM-APCs, onde
regulam negativamente a expressdo da molécula coestimuladora CD86 e aumentam a
expressao de IDO-1 em F4/80" BM-APCs. Os resultados apresentados nos permite um melhor
entendimento das propriedades imunomoduladoras dos polifendis presentes nas folhas de P.
alata, ou seja, sugerem inducgéo das células apresentadoras de antigenos tolerogénicas com
polarizacdo para um perfil de Treg diminuindo a atividade dos linfécitos T efetores CD4" e
CD8*, contribuindo assim para a melhor compreenséo de seus efeitos antiinflamatdrios e com
a possivel translacionalidade para protocolos clinicos e interferéncia na evolucao do diabetes

autoimune.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1, Células dendriticas, Passiflora alata e camundongos
NOD.



ABSTRACT

The strain of NOD (non-obese diabetic) mice is the most used experimental model to study
Type 1 Diabetes Mellitus (DM-1) because it spontaneously develops a disease similar to that
observed in humans, with insulitis as a striking feature of this model, defined as infiltration of
inflammatory cells into the pancreatic islets. Dendritic cells (DCs) and macrophages are
antigen-presenting cells (APCs), present in large amounts in the pancreas of NOD mice and
play an important role in the initiation and progression of the autoimmune response to the final
process where the destruction of pancreatic beta cells occurs. The expression of the enzyme
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), is an important factor for the tolerogenic activity of DCs,
acting in the catabolism of tryptophan and producing metabolites that suppress effector T
lymphocytes and stimulate the differentiation of regulatory T cells. In the present study, we
investigated the in vitro mechanisms by which treatment with lyophilized aqueous extract of
Passiflora alata leaves (LAEPAL) can modulate bone marrow-derived antigen-presenting cells
(BM-APCs) and influence their ability to polarize T lymphocytes. The in vitro model was
established using mixed cultures of bone marrow antigen-presenting cells (BM-APCs) and T
lymphocytes from NOD mice, together with MING cells (insulin-producing beta cell line) under
stress as a source of pancreatic 8 cells antigens. We showed that the concentration of 300
pg/mL with LAEPAL reduced the proliferation of CD4 and CD8 effector T lymphocytes in
diabetic mice but not in non-diabetic mice and decreased the release of IL-6 and IFN-y
cytokines in cell culture supernatants. Furthermore, we observed increased regulatory T
lymphocytes (Tregs) CD4*CD25*FoxP3* in diabetic mice. These results can be partially
explained by the effects of LAEPAL on BM-APCs, where it downregulates the expression of
the costimulatory molecule CD86 and increases the expression of IDO-1 in F4/80+ BM-APCs.
The results presented allow us a better understanding of the immunomodulatory properties of
polyphenols present in P. alata leaves; that is, they suggest induction of tolerogenic antigen-
presenting cells with polarization towards a Treg profile, decreasing the activity of effector T
lymphocytes CD4" and CD8", thus contributing to a better understanding of its anti-
inflammatory effects and with the possible translation into clinical protocols and interference in

the evolution of autoimmune diabetes.

Keywords: Type 1 diabetes mellitus, Dendritic cells, Passiflora alata and NOD mice.
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populacgdes viaveis e mortas e selecionar a populacéo de interesse F4/80. No
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1.INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) autoimune é uma doenga enddcrina no qual o
metabolismo de glicose se altera devido a deficiéncia de insulina decorrente de um ataque
autoimune as células beta pancreéticas responsaveis por sua producao e liberacdo (1, 2).
Varios mecanismos sao propostos para explicar a quebra da tolerancia imunoldgica no DM-
1, incluindo a predisposicdo genética e fatores ambientais, os quais favorecem o
desencadeamento de mecanismos autoimunes (3). A hiperglicemia crénica induzida pela
sobrecarga de glicose leva ao processo infamatorio nas ilhotas pancreéticas gerando as
espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) que
comprometem a funcdo das células beta pancreaticas, resultando na disfungdo da sua
atividade secretora (4).

A linhagem de camundongos NOD (non-obese diabetic) ShiLt/J é modelo
experimental de animais predispostos a desenvolver o diabetes autoimune espontaneo,
amplamente usado para estudar a imunopatologia do diabetes tipo 1, com similaridade a
doenca humana. Apresenta incidéncia da doenca entre 70-100% nas fémeas, e 40-60% nos
machos, até a 302 semana de vida (5-8).

As células dendriticas (DCs) presentes no pancreas destes camundongos captam
antigenos derivados de células  pancreaticas, migram para os linfonodos e ativam linfocitos
T CD4 e CD8 especificos de ilhotas nao ativadas. Dependendo dos sinais entregues a linfdcito
T pelas DCs, as células T se diferenciam em células efetoras inflamatorias, como linfécitos T
auxiliares (Thl), anti-inflamatérias (Th2) ou células reguladoras (Treg). Os linfécitos T
especificos de ilhotas ativadas migram para o pancreas, onde se infiltram e se acumulam ao
redor das ilhotas. Os primeiros infiltrados parecem ser dominados por células Th2 e Treg;
mecanismo chamado o de periinsulite, pois ha pouca invasédo nas ilhotas. Em algum momento,
o infiltrado se torna invasivo e comecga a entrar e destruir as células f pancreaticas, e o
equilibrio entre as populacdes de linfocitos T reguladoras e inflamatorias é perdido. Os fatores
precisos que desencadeiam tanto a perda da auto tolerancia quanto o desenvolvimento da
insulite invasiva ndo sdo bem consolidados e compreendidos (9). As DCs desempenham
papéis importantes em todos os estagios da resposta autoimune no DM1 devido ao seu papel

fundamental na ativacao de linfocitos T n&o ativados e na manutenc¢éo da autotolerancia (10).
Sendo assim, as DCs podem participar da regulacdo do DM1, por ser um distdrbio

relacionado a agéo dos linfécitos T autorreativos contra as células B pancreaticas (11).
A regulagdo das DCs na morfogénese dos linfécitos T é essencial para a
manutencdo da homeostase imunoldgica. No entanto, na presenca de linfécitos T

autorreativos, a apresentacdo de DCs de autoantigenos de células B pode estimular a
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ativacdo desses linfocitos T e interromper o equilibrio entre estimulacdo imunoldgica e
imunossupressao. O desequilibrio resultante pode levar a inflamacéo crénica, que pode
evoluir para DM-1 (12).

Quando o ambiente celular fornece sinais tolerogénicos, as DCs falham em induzir
a proliferacao de linfocitos T e entdo tendem a induzir a tolerdncia. As DCs mostraram guiar
a diferenciacado de linfécitos T autorreativos em células efetoras pro-inflamatérias capazes de
interromper a biossintese de insulina das ilhotas, induzindo a morte de células 8 (13, 14). A
morte de células B durante a progressao da insulite é provavelmente desencadeada pela
estimulacdo de DCs ativadas da diferenciagdo de linfécitos ThO autorreativos naives em
linfocitos T efetoras que produzem uma variedade de citocinas pro-inflamatérias e moléculas
de radicais livres (15).

O mecanismo de toleréncia mediado por DCs pode ocorrer por meio da privacdo
de aminoacidos essenciais por deplecdo dos niveis celulares de triptofano, producdo de
guinureninas que sdo conhecidas por serem toxicas para os linfécitos T pré-inflamatorias e
inducao de linfocitos T reguladores (11, 16).

Uma vez que as células apresentadoras de antigenos (APCs), como DCs e
macrofagos, desempenham papel fundamental na ativagéo da resposta de linfocitos T (11,
17), elas se tornam um alvo potencial para interven¢gfes imunomoduladoras com farmacos
(18, 19), anticorpos monoclonais (20) e produtos naturais derivados de plantas como
polifendis (19, 21, 22).

Os linfécitos desempenham papel central no dano das ilhotas pancreaticas.
Linfocitos T CD4* produzem citocinas que ativam a proliferacdo e diferenciagédo de linfocitos
T efetores especificos. Por outro lado, linfécitos T CD8* com funcdo citotdxica, liberam
perforinas e granulos de granzimas induzindo a apoptose por meio da interacdo Fas/Fas L(5,
7). No presente estudo investigamos mecanismos imunomoduladores no processo de
regulacéo de linfocitos T especificos.

Em estudos prévios mostramos a diminui¢cao do processo inflamatério nas células
B das ilhotas pancreéticas (insulite) tanto in vitro quanto in vivo, onde camundongos NOD
foram submetidos ao tratamento crénico por via oral com extrato aquoso das folhas de
Passiflora alata, indicando a importancia de polifenois presentes neste extrato devido as suas
propriedades antioxidantes, antiinflamatorias e antiproliferativas (23, 24).

Contudo, pouco se sabe sobre 0os mecanismos pelos quais o extrato aguoso atua
na protecdo dessas ilhotas. Durante o diabetes tipo 1, células do sistema imune invadem as
ilhotas pancreéaticas levando a destruicao das células 3. A diminuicdo do numero de células
do infiltrado celular nas ilhotas dos animais tratados pode ter ocorrido devido a fatores como
a migracao e a proliferagcdo de células do sistema imune. Assim a partir destas consideracoes,

a proposicdo deste trabalho € investigar 0s mecanismos imunomoduladores e
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imunorreguladores pelos quais o tratamento com 0 extrato aquoso liofilizado das folhas de
Passiflora alata (EALFPA) possam atuar modulando as DCs derivadas da medula 6ssea de
camundongos NOD, consequentemente interferindo no processo de regulacao de linfécitos T
especificos e na expressao da enzima IDO, o que poderia contribuir para o desenvolvimento

de novos medicamentos que poderiam prevenir a evolucao do diabetes autoimune.
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Hipotese de Trabalho: Compostos fendlicos presentes nas folhas do extrato aquoso
liofilizado de Passiflora alata Curtis modulam a resposta inflamatéria sobre as células
dendriticas tolerogénicas derivadas da medula 6éssea de camundongos NOD interferindo na

regulacdo de linfocitos T e consequentemente na expressédo do DM1.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral: Avaliar em culturas celulares in vitro os efeitos do tratamento com o
extrato aquoso liofilizado das folhas de Passiflora alata em células dendriticas (originadas a
partir de células precursoras obtidas da medula 6ssea de camundongos NOD) na presenca

de células MING e linfocitos T.

2.2. Objetivos Especificos:

* Nas culturas mistas acima descritas (BM-APCs, MING e linfocitos), avaliar a:

- Proliferacdo de linfocitos viaveis TCD4* e TCD8", com a utilizacdo da sonda CFSE

em ensaios de citometria de fluxo;

- Capacidade da DC modular populacdes efetoras de linfocitos T provenientes nos

grupos experimentais, considerando como antigenos as células MIN6; em ensaios de

culturas mistas.

- Liberagéo das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-17A e IL-10 nos sobrenadantes de

culturas mistas.

- A expressdo da molécula co-estimuladora CD86, bem como da enzima IDO na
diferenciagéo celular, submetidas ou n&o ao tratamento de EALFPA nas doses de 100,200 e

300 pg/mL em populacéo positiva para 0 marcador F4/80*.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Diabetes Mellitus tipo 1 A

O diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) € uma doenca autoimune crénica e representa
5 a 10% dos casos de diabetes, é um distirbio end6crino no qual o metabolismo de glicose é
alterado devido a deficiéncia de insulina apdés a destruicdo das células B pancreaticas
responsaveis por sua producédo e liberagdo, levando ao aumento dos niveis de glicose no
sangue (hiperglicemia) (13, 25). Varios mecanismos tém sido propostos para quebrar a
tolerancia imunolégica no DM-1, como a predisposi¢cdo genética do individuo e fatores
ambientais, os quais parecem favorecer o desencadeamento de mecanismos autoimunes (3).
A investigacao da fisiopatologia do diabetes em humanos é limitada e por essa razdo € comum
o uso de modelos experimentais, como os camundongos non-obese diabetic (NOD),

geneticamente predispostos ao desenvolvimento dessa doenga.

3.2. Camundongos NOD (non-obese diabetic)

Os camundongos NOD representam um modelo experimental de DM-1, por
desenvolver espontaneamente a doenca similar ao observado em humanos. No Brasil a
primeira colonia de camundongos NOD foi introduzida e implantada na Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp) por Pavin & Zollner (1994) a partir de colénias matrizes provenientes
do laboratério INSERM U-25-Necker, Paris, Franca (26). Atualmente a linhagem de
camundongos NOD foi reimplantada e mantida no Centro Multidisciplinar para Investigagédo
Biolégica (CEMIB) da Unicamp definidas como NOD ShiLt/J a partir de matrizes adquiridas
do Laboratério Jackson (Bar Harbor, ME EUA). As colbnias matrizes sdo mantidas em
condigbes germ-free no CEMIB e as proles séo utilizadas nos experimentos no biotério do
Laboratério de Imunologia Translacional (LIT), onde sdo mantidas em micro isoladores em
condig@es livre de patdgenos (SPF). A incidéncia de diabetes nessa linhagem é de 70-100%
nas fémeas e 40-60% nos machos, os quais desenvolvem espontaneamente o DM-1 até a
302 semana de vida (6).

A fisiopatologia do diabetes autoimune na linhagem NOD possui duas fases, a
pré-diabética caracterizada pela infiltracao de linfocitos nas ilhotas pancreaticas e a segunda
fase com a destruicdo das células beta pancreaticas, responsaveis pela producéo de insulina
e consequente hiperglicemia. As células mononucleares encontradas nesses periodos
incluem linfocitos TCD4* e TCD8*, células dendriticas, células NK, linfocitos B e CD11c*, as

quais progridem e invadem as ilhotas pancreaticas. Os fatores ambientais, tais como
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condicbes de habitacdo, salde e dieta podem influenciar também no desenvolvimento do
diabetes nesses animais (5, 7, 8). Os linfécitos TCD4" produzem citocinas que atuam nha
proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos T e macréfagos, enquanto os linfécitos TCD8+
exercem funcgao citotéxica, onde atuam na liberacao de granulos de perforinas e granzimas e

também induzem a apoptose pela interacédo Fas/Fas L (5, 6).

3.3. Papel das células dendriticas na progressédo do Diabetes

As DCs constituem uma populagédo heterogénea de células apresentadoras de
antigenos (APCs) que estdo presentes em quase todos os tecidos. Desempenham importante
papel na regulacao da resposta imunoldgica, sao precursoras da medula 6ssea que deslocam
dos vasos sanguineos para os tecidos periféricos, onde estdo presentes em diferentes fases
de desenvolvimento, ativacdo e maturacdo (27). Devido ao seu papel, elas sdo crucias em
todos os estagios da resposta autoimune em DM-1 devido ao seu papel fundamental na
ativacao de linfocitos T ndo ativados e na manutencéo da auto tolerancia (9).

As DCs e macréfagos estdo presentes em numeros elevados no pancreas de
camundongos NOD, onde desempenham papel importante na inicializagéo e progresséo da
resposta autoimune até o processo final onde ocorre a destruicdo das células B pancreaticas
(28). Elas absorvem antigenos liberados derivados de células 3 e migram para os linfonodos
drenantes e ativam linfécitos TCD4 e TCD8 especificos para as ilhotas. Dependendo dos
sinais entregues aos linfocitos T através das DCs, os linfécitos T se diferenciam em células
efetoras inflamatérias (como auxiliar Thl, Th2 ou células reguladoras (Treg). Os linfécitos T
especificos nas ilhotas ativadas migram para o pancreas, onde se infiltram e se acumulam ao
redor das ilhotas. Os primeiros infiltrados parecem ser dominados pelos linfocitos Th2 e Treg;
isto é denominado periinsulite, pois ha pouca invasao celular caracterizada ao redor da ilhota.
Em determinado momento, o infiltrado inflamatério se torna invasivo e invade e destréi as
células B. Assim, o equilibrio entre os niveis de linfocitos T reguladores (Treg) e populacées
de células inflamatérias é perdido. Os fatores precisos que desencadeiam a perda de
autotolerancia e desenvolvimento de insulite invasiva ndo sdo bem compreendidos (9).

Banchereau e Steinman, 1998 (17) demonstraram que na periferia as DCs
imaturas captam antigenos e recebem sinais por meio de receptores de superficie, tornando-
se ativadas e capazes de induzir a diferenciacéo de linfocitos T inativados em células efetoras.
No entanto, essas DCs podem néo contribuir para a estimulacdo adequada dos linfécitos Treg,
contribuindo assim para uma falha no controle do processo autodestrutivo no érgéo alvo (17).

As funcdes das células dendriticas sdo mediadas pela interacao de linfécitos T e
pela producéo de citocinas; elas apresentam-se diminuidas na expressao da co-estimulagcao

(CD80, CD86 e CD40) e moléculas de MHC classe I, bem como baixa capacidade de induzir
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a proliferacao de linfécitos T CD8" diabetogénicos, em contraste com as DCs imunogénicas
totalmente maduras (29).

Um fator importante para a atividade tolerogénica das DCs é a expressao da
enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), a qual atua no catabolismo do triptofano gerando
uma série de metabdlitos conhecidos coletivamente como quinureninas, sendo que estes,
atuam inibindo a proliferacdo e ativacdo de linfécitos T, promovendo a apoptose ou
diferenciacdo dos linfécitos T para um perfil regulador (30, 31).

A expressado da enzima IDO é aumentada pela estimulacdo de DCs com TGF-f
(32, 33). Todavia Pallota et al., 2014 (32) demonstraram que a atividade de sinalizacdo de
IDO é desencadeada em células dendriticas plasmocitéides (pDCs) pela transformacao do
fator de crescimento 8 (TGF-B), um evento que requer a via ndo candnica NF-kB e induz a
expressao de IDO de longa duragéo e a producao autdcrina de TGF-3, sustentando assim um
fendtipo regulatério estavel em pDCs. A expressdo de IDO e a funcdo catalitica séo
defeituosas em pDCs de camundongos NOD, e relataram que o TGF-B falhou em ativar a
funcdo de sinalizagdo de IDO, bem como regular a expressdo de IDO em pDCs de
camundongos NOD. Viram também que a superexpressao de IDO em pDCs de camundongos
NOD tratados com TGF-3 também resultou na capacidade de pDC de suprimir a apresentacao
in vivo de autoantigeno de células B pancreaticas (32).

Weaver et al., 2001 (34), mostraram que DCs mieldides, provenientes da medula
0ssea de camundongos NOD, estavam com niveis de ativagédo do fator de transcricdo NF-kB
mais elevados, quando comparados com as demais linhagens de camundongos Balb/c e
C57BL. Com isso, os resultados obtidos sugerem que a ativacdo do NF-kB nas DCs de
camundongos NOD pode levar a estimulacao de linfécitos T.

Okubo et al., 2016 (35), Salomon et al., 2000 (36) e Sakaguchi et al., 2006 (37)
mostraram que o linfécito T regulador (CD4* CD25* Foxp3* (Tregs)) desempenham papel
importante no controle da DM-1, com frequéncia de Tregs reduzida em humanos e
camundongos com DM-1 quando comparados a grupos saudaveis. Wu AJ et al., 2002 (38),
observaram uma deficiéncia no namero de linfécitos Tregs TCD4* CD25* no timo e no baco
de camundongos NOD, onde a diminuicdo destas células sao influenciadas pelo meio
inflamatério de citocinas, e que efeitos diretos ou indiretos nos linfécitos Treg podem ser o
principal mecanismo pelo qual o TNF regula autoimunidade no camundongo NOD.

Favre et al., 2010 (39) mostraram que a producdo de IDO em DCs, e a capacidade
que essas ceélulas tem de inibir a proliferacdo dos linfécitos in vitro pela via do TRP, com
propriedades imunomodulatérias em diversas doencas incluindo: alergia, cancer, doencas

autoimunes e infeccao por HIV.
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A atividade enzimética da IDO leva a diminuicdo do TRP, induzindo a interrupgéo
do ciclo celular no meio da fase G1, levando ao efeito antiproliferativo e aumentando a
apoptose de linfocitos T.

A tolerancia imunol6gica em resposta a inducéo da enzima IDO leva a degradacao
do aminoacido essencial TRP e na producao de quinureninas nas quais destroem os linfocitos
T pré-infamatérios e induzem a proliferacdo de linfocitos Treg (11-15). Estes linfocitos
representam uma subpopulacéo de linfocitos TCD4 caracterizada pela expressao da molécula
CD25* (cadeia a do receptor de IL-2) e do fator de transcricdo FoxP3. Tem a propriedade de
induzir a supressédo de linfocitos T efetores, impedindo sua ativacdo e funcdo, sendo
importante no controle da resposta imune (16).

As células apresentadoras de antigenos profissionais derivadas da medula 6ssea
podem ser diferenciadas de precursores de células hematopoiéticas usando estimulacdo in
vitro com fator estimulador de colénias de granulécitos-macréfagos (GM CSF) (29, 40, 41).
Esses protocolos de diferenciacdo apresentam fonte essencial de DCs imaturas, com baixa
expressao de moléculas coestimuladoras (CD80, CD86, CD40 e moléculas MHC classe Il) e
com capacidade insuficiente para estimular a proliferacao de linfocitos T CD8* diabetogénicos
(29). Além disso, de maneira dose-dependente de GM-CSF, macr6fagos com alta capacidade
fagocitaria e significativa similaridade com os macréfagos residentes in vivo também podem
ser diferenciados, com alguns beneficios para seu uso como antiinflamatdrios em estudos de

triagem (41).

3.4. Células MING

Considerando o metabolismo da glicose as células MIN6 se assemelham as
células B pancreaticas, caracteristica ndo encontrada em outras linhagens celulares
produtoras de insulina, sendo ferramenta atil em estudos experimentais em diabetes (42),
assim como como a HIT (43), MING6 (44), BTC (45), RIN (46) e INS-1(47). De forma geral,
essas células tém a capacidade de estimular a secrecao de insulina da mesma forma que as
células beta pancreaticas (48). No entanto, as células MIN6 produzem horménios das ilhotas,
como insulina, glucagon, somatostatina e grelina. Nakashima et al., (2009) (44) mostraram
também que as células MIN6 apresentam células predominantemente positivas para insulina,
e também células duplamente positivas para insulina e glucagon/somatostatina, essas
observacdes podem sugerir que MIN6 é principalmente uma linhagem celular produtora de
insulina e pode apresentar um ambiente adequado para secretar a insulina por secrecao
concomitante de outros horménios presentes nas ilhotas pancreaticas. Sendo assim, as

células MIN6 podem ser usadas para estudar o desenvolvimento, diferenciacdo celular e
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funcao das ilhotas pancreaticas. Além disso, as passagens sucessivas desta linhagem podem
levar a diminuicao da capacidade de secrecao de insulina. Portanto, ao realizar experimentos,

€ recomendado utilizar células que tenham passado por nimero baixo de cultivos (44, 49).

3.5. Estresse oxidativo e Compostos Antioxidantes

O estresse oxidativo pode ser definido como um estado de desequilibrio entre os
fatores que geram radicais livres e os fatores que protegem o organismo, 0s antioxidantes
(50, 51). O estresse oxidativo gerado durante o diabetes pode levar a oxidacéo de proteinas,
carboidratos, enzimas, lipideos de membrana, DNA e promovendo aumento do processo
inflamatorio no organismo (52, 53). A melhor compreensao do papel oxidativo no diabetes é
importante para novas estratégias de tratamento.

Os antioxidantes sdo moléculas presentes em baixas concentracdes, que inibem
0 processo oxidativo, eliminando os radicais livres, atuando como agentes de reducdo. Os
compostos antioxidantes atuam principalmente como sequestradores de radicais livres e
inibidores essenciais na producdo de oxidantes. Eles desempenham papel fundamental na
neutralizacdo ou eliminag@o das espécies reativas de oxigénio (EROS), espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs) e a ligacdo de ions metélicos que sdo necessarios para a producdo das
espécies oxidantes (54).

Os mecanismos antioxidantes podem envolver processos enzimaticos e nao
enzimaticos. Os antioxidantes podem ser classificados como enddgenos, como a glutationa
peroxidase, a catalase e o superdxido dismutase. E também como antioxidantes exégenos,
provenientes da nossa alimentagdo como vitaminas A, C , E , minerais, flavonoides, entre
outros (55).

Os compostos fendlicos apresentam propriedade antioxidante no organismo com
protecdo celular dose dependente. Flavonoides e fendis derivados da dieta, especialmente de
fontes provenientes da infusdo de folhas, tém sido investigados em diferentes modelos de
cultura celular (56). Os resultados encontrados na literatura podem ser divididos basicamente
em dois grupos; os compostos que atuam na protecéo celular contra o estresse oxidativo e os
qgue agem no combate de células tumorais, apresentando efeitos na prevenc¢éo da proliferagéo
e inducao a morte dessas células cancerigenas (57).

Em estudos in vitro voltados para o diabetes, culturas de células B-pancreéticas
apresentam sensibilidade ao estresse oxidativo onde as espécies reativas desempenham
papel central na morte de células B, levando ao desenvolvimento do diabetes tipo 1 e possuem
relevancia no papel patogénico secundéario do diabetes tipo 2 (58). Além disso, em culturas
de células B pancreéticas, os flavonoides naturais mostraram efeitos protetores sob condi¢des

de estresse oxidativo (59).
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No nosso trabalho anterior verificamos que o consumo de antioxidantes,
provenientes do extrato aquoso do Passiflora alata Curtis, auxilia ha diminuicdo de infiltrado
celular (CD4 *, CD8" e CD11c"), estresse oxidativo e apoptose nas ilhotas pancreéticas
desses animais, além de conservar os niveis de insulina séria e glutationa reduzida no figado

e rins nesses animais (23).

3.6 Antioxidantes presentes no Passiflora alata Curtis

O género Passiflora possui cerca de 500 espécies no mundo, com muitas espécies
endémicas no Brasil (60). Dentre as espécies pertencentes ao género, a Passiflora alata Curtis
(maracuja doce) se destaca por ser reconhecida como um fitoterdpico pela Farmacopéia
Brasileira (1977) sendo utilizada na terapia ansiolitica e por ser uma das espécies de interesse
comercial no pais (61). As suas folhas sdo utilizadas pela medicina popular brasileira como
sedativo, tranquilizante e com acgéo hipoglicemiante para melhorar o controle do diabetes (62-
64).

Na composi¢cdo quimica do maracuja podemos encontrar compostos fenolicos
como flavonoides (vitexina; isovitexina; orientina; rutina; quercetina; isoorientina; vitexina,
alcaloides (harmana), saponinas, entre outras (65, 66).

Em estudos anteriores, identificamos os compostos fenélicos presentes no extrato
aguoso das folhas de P. alata (catequina, epicatequina, isoorientina, vitexina, isovitexina e
rutina (23, 24) e investigamos sua ag¢do antioxidante na incidéncia do diabetes em
camundongos NOD, avaliamos o infiltrado inflamatério nas ilhotas pancreéticas, e o
tratamento com o extrato aquoso foi capaz de diminuir a incidéncia do DM-1, reduzindo o
infiltrado celular nas ilhotas pancreéticas (CD4*, CD8* e CD11c"). Além disso, evidenciamos
diminuicdo do estresse oxidativo e apoptose nas ilhotas pancreaticas, além da preservagao
dos niveis de insulina sérica e glutationa reduzida no figado e rins desses animais. Outro
estudo do nosso grupo de pesquisa avaliaram os efeitos in vitro do extrato aquoso das folhas
de P. alata em cultura mista de células T de camundongos NOD com uma linhagem de células
beta pancreaticas de camundongos (MIN6) e mostrou aumento de 6xido nitrico intracelular e
peroxidagdo lipidica em células T submetidas ao tratamento com o extrato de P. alata
em comparacao ao grupo controle nao tratado (67).

Desta forma, nossos resultados apontam para a acao dos efeitos antiinflamatérios
de compostos presentes no extrato aquoso de Passiflora alata no suporte para tratamento do
diabetes tipo 1 experimental. Contudo, estudos complementares considerando a acdo desses
compostos na diminui¢cdo de células infiltrativas e conservagéo das ilhotas, sdo necessérios
para compreensdo dos mecanismos regulatorios do processo inflamatério no pancreas do

DM-1. Adicionalmente, a hipOtese de que estes compostos administrados cronicamente
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possam atuar na regulacdo direta ou indireta de células dendriticas tolerogénicas derivadas

da medula éssea e interferir no processo de ativacdo especifica a antigenos de ilhotas

pancreéaticas de camundongos NOD, além de ser atrativa possibilita 0 estabelecimento de

estratégias de terapia de suporte no diabetes autoimune.

Nesse sentido, pode-se observar que os principais efeitos benéficos dos polifendis

nas doencas desencadeadas pelo estresse oxidativo, estdo relacionados principalmente as

suas propriedades antiinflamatérias e antioxidantes, que atuam como sequestradores de

radicais livres.
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Figura 1: Compostos fendlicos identificados nas folhas de Passiflora alata pela técnica HPLC,

vitexina, isoorientina, catequina e rutina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Processamento das folhas de Passiflora alata Curtis

As folhas do maracujd doce eram coletadas diretamente dos espécimes e
secas em estufa com circulacéo de ar (MARCONI, Piracicaba/SP) a 50 °C com movimentacao
manual das mesmas durante o processo por 48 horas. ApoOs este periodo, o material era
triturado em liquidificador até a pulverizagdo e, posteriormente armazenado em frascos

estéreis de vidro &mbar em ambiente refrigerado (8 °C) até o uso.

A) B)

Figura 2: A) Folhas do maracuja doce (Passiflora alata Curtis). B) Folhas de Passiflora alata

secas e trituradas em estufa.

4.2. Preparo das solugdes e meios de culturas utilizados:

4.2.1. Solugéo para lavagem da medula 6ssea
Tampéao fosfato tamponado 1M pH 7,2 (PBS), adicionados 10 U/mL de penicilina

(Gibco, Life Technologies, NY USA) e 10 ug/mL de estreptomicina (Gibco). A solucao era
filtrada posteriormente com membrana 0,22 um Millipore® (Burlington, Massachusetts, EUA).

4.2.2. PBS e EDTA 10 mM

Tampdao fosfato tamponado 1 M pH 7,2 (PBS), adicionados 10 mM de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), 10 U/mL de penicilina
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(Gibco) e 10 ug/mL de estreptomicina (Gibco). A solucao era filtrada posteriormente com

membrana 0,22 um Millipore®.

4.2.3. Meio DMEM 11 mM e DMEM 25 mM completo

O preparo dos meios seguiu a recomendacéao do fabricante (Gibco) com a adicéo
de 10 U/mL de penicilina (Gibco), 10 ug/mL de estreptomicina (Gibco), 5 pg/mL de Anfotericina
B (Fisher Scientific, Fair Lawn NJ, EUA) e 10% de soro fetal Bovino (SFB) (Vitrocell,
Campinas, SP, Brasil). Apés o preparo, o meio era filtrado com membrana 0,22 um Millipore®
e retirado uma aliquota para controle de qualidade.

4.2.4. Meio de cultura RPMI 1640 completo

O preparo dos meios seguiu a recomendacao do fabricante (Gibco) e adicionamos
20 mM HEPES (Gibco), 10 U/mL de penicilina (Gibco), 10 pg/mL de estreptomicina (Gibco),
5 png/mL de Anfotericina B (Fisher Scientific) e 10% de SFB (Vitrocell). Apos o preparo o meio
era filtrado com membrana 0,22 um Millipore® e retirado uma aliquota para controle de
qualidade.

4.2.5. Meio de congelamento

Para o preparo do meio de congelamento, utilizamos 50% de SFB, 40% do meio
de cultura DMEM 11 mM completo e 10% DMSO Hybrimax (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA).

4.2.6. Tripsina com Hanks

Solucdo salina balanceada de Hanks (HBSS) acrescido do indicador de pH
vermelho de fenol, contendo 0,5 mg/mL de tripsina (Sigma-Aldrich) e 0,2 mg/mL de EDTA

(Sigma-Aldrich). Ap6s o preparo a solucédo era filtrada com membrana 0,22 um Millipore®.

4.3. Preparo do extrato aquoso liofilizado das folhas de Passiflora alata

(EALFPA) para tratamento in vitro

O extrato era preparado na concentracdo de 100 mg/mL (folhas secas de P.
alata/agua filtrada) em autoclave a 121°C durante 20 minutos e filtrado posteriormente com

membrana 0,22 um Millipore®. Apos a filtracdo, o mesmo era liofilizado no equipamento
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Edwards - super Modulyo (West Sussex, RU). EALFPA para cultura celular era preparado nas
seguintes concentracdes: 100, 200, 300 e 500 pg/mL, diluidos em meio RPMI 1640 11 mM

suplementado com 10% SFB.

* 10g de folha seca " Filtragao

* 100mL Agua filtrada = Liofilizacdo Edwards

= Autoclave 121°C - 20 minutos : |

@)

[100mg/mL] ‘ - ‘

Cultura Celular

Figura 3: Preparo do Extrato Aquoso Liofilizado das folhas de P. alata.

4.4. Modelos Experimentais e Sacrificio dos animais

Camundongos fémeas NOD-ShiLt/J (n° CEUA 3653-1 e 5077-1A), eram mantidos

em condicoes “germ free” no Centro Multidisciplinar de Pesquisa Biolégica (CEMIB) na

Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) e ambientados para experimentagdo no
biotério experimental do Laboratério de Imunologia Translacional (LIT) com ambiente
controlado livre de patégenos comuns (SPF) com controle de luz, temperatura e umidade (26).

Os animais eram ambientados em nosso biotério a partir de 4 semanas de vida e
alimentados com racdo autoclavada Nuvilab CR e agua autoclavada ad libitum. O peso
corpéreo e a glicemia desses animais eram monitorados semanalmente a partir da 102
semana até a 302 semana. Para a dosagem de glicemia esses animais eram deixados em
jejum durante 4 horas, e apés este periodo era retirado uma amostra de sangue da veia
caudal. Os valores das glicemias eram tabelados semanalmente e 0s animais eram
considerados diabéticos apés mensuracédo em dois dias consecutivos de valores de glicemia

acima de 250 mg/dL.
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Os animais que apresentaram diabetes ou ao completarem 30 semanas eram
sacrificados sendo anestesiados com cloridrato de ketamina (100-200 mg/Kg) e cloridrato de
xilasina (5-16 mg/Kg) Vetbrands, Paulinia, SP, Brasil.

Apos o sacrificio, eram retirados os ossos (fémures e tibias) para extragdo de
medula 6ssea, e retirado o bago para extracéo de linfécitos conforme detalhado a seguir para
0s ensaios de cultura mista. Todo material era coletado em condi¢des estéreis e com numero
biolégico individual, ndo era realizado pool de amostras. Em alguns experimentos, também
utilizamos células de camundongos nédo diabéticos (glicemia abaixo de 250 mg/dL com 8
semanas de vida) para avaliar a proliferacao de linfocitos T e a frequéncia de Treg. As culturas

eram realizadas segundo o0 esquema a seguir:

Tratamento in vitro

Camundongos NOD

Q Camundongos NOD
8 semanas

4 — 30 semanas Grupo N&o Diabético para
Grupo Diabético andlise de linfocitos T e
frequéncia de Treg

Cultura mista

*Células dendriticas (medula 6ssea
camundongos NOD)
*Células MIN6
*Linfécitos de camundongos NOD + IL2

2 x 10° dendritica/ 8 x 10* MING/ 5 x 10° linfécitos/
poco poco poco

*7 dias de diferenciacao
*1 dia de interagéo celular (DCs + MING)
*96 horas de incubacdo com linfécitos

Figura 4: Fluxograma do tratamento in vitro dos camundongos NOD diabéticos e néo
diabéticos.
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4.5. Diferenciacédo in vitro de células dendriticas derivadas da medula 6ssea de

camundongos NOD diabéticos e néao diabéticos

As DCs eram diferenciadas a partir de células precursoras coletadas da medula
0ssea de camundongos NOD ShiLt/J diabéticos e ndo diabéticos utilizando-se a técnica
descrita por LUTZ et al., (40) com algumas modificacdes realizadas em nosso laboratério. As
células precursoras eram coletadas dos fémures e tibias dos camundongos injetando-se PBS
para a lavagem do tecido da medula 6ssea. A suspenséao de células da medula era ajustada
para a concentracdo de 4x10° células/mL em meio de cultura DMEM 11 mM completo sendo
entdo armazenadas em criotubos, em meio de congelamento até o momento do uso. Para 0s
ensaios de diferenciagdo das DCs, as células da medula 6ssea eram descongeladas e
ajustadas na concentracdo de 12x10° células viaveis cultivadas em frasco de cultura T75 cm?
(Greiner Bio-One, Austria). Como fator de inducdo de diferenciacdo das DCs o meio era
suplementado com 20 ng/mL de mouse recombinante (mr) GM-CSF (PeproTech, Rocky Hill,
NJ, EUA) e incubadas por sete dias a 37 °C, em estufa com 5% de CO,. O meio de cultura
celular era trocado nos dias 3 e 6. Apos a incubacao por 7 dias as células eram retiradas com
PBS/EDTA 10 mM e recultivadas com células de linhagem MIN6 sob estresse conforme
descrito no item 4.6.

Diferenciacao com citocina GM-CSF por 7 dias

Figura 5: Figuras representativas do procedimento de extracdo de medula 6ssea de
camundongos NOD. Etapas 1 e 2: Incisdo do camundongo e retirada dos fémures e tibias.
Etapas 3 e 4: Lavagem dos 0ssos e retirada a medula 6ssea. Etapa 5: Suspenséo de células
da medula éssea e posteriormente levadas a cultura para diferenciagcdo com a citocina GM-
CSF durante 7 das.
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4.6. Cultura celular das Células MIN6: Manutencéo e cultivo

Células de insulinoma de camundongo (MING6), fornecidas gentilmente pelo Prof.
Dr. Antonio Carlos Boschero, do Departamento de Anatomia e Biologia Celular e Fisiologia e
Biofisica do Instituto de Biologia da Unicamp, eram preservadas em nitrogénio liquido no LIT
e cultivadas em frascos de cultura T25 cm? (Greiner) utilizando-se as passagens de 22 a 40
em meio de cultura DMEM 25 mM de glicose com 10% de SFB, sendo incubadas em estufa
37 °C com de 5% de CO,. O meio de cultura era trocado a cada 48 horas. Ao atingir 70% de
confluéncia, as células MIN6 foram incubadas por 24 horas em meio com alto teor de glicose
para induzir o estresse celular (como fonte de antigenos de células beta na cultura mista), em
meio de cultura DMEM 100 mM de glicose suplementado com 10% de SFB, promovendo uma
ruptura celular e consequente exposicdo de componentes antigénicos. ApGs as 24 horas de
estresse as células MIN6 eram retiradas dos frascos de cultura com solucéo tripsina (0,5
mg/mL) e Hanks (HBSS) e posteriormente transferidas para placa de 6 po¢os na concentracao

de 8x10*células viaveis/poco para cultura mista conforme abaixo no item 4.8.

S : :
DMEM 25 mM
Estresse
— l 24 horas
celular
DMEM 100 mM (alta glicose)

Figura 6: Imagem representativa do procedimento de manutengdo das células MIN6 sob

estresse celular com meio com concentracdo alta de glicose (100 mM) durante 24 horas.

4.7. Extracdo de linfocitos para os ensaios de cultura mista

Os linfocitos T eram extraidos a partir de suspensdes celulares de bacgos de
camundongos NOD diabéticos e ndo diabéticos, os 6rgaos extraidos eram assepticamente

transferidos para frascos estéreis contendo meio de cultura RPMI completo - RPMI 1640
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(Gibco), com 20 mM HEPES (Gibco), 10 U/mL de penicilina (Gibco), 10 pg/mL de
estreptomicina (Gibco), 5 ug/mL de Fungizone (Gibco) e 10% de soro bovino fetal (SFB)
(Vitrocell). Conforme mostrado na Figura 7, os bagos eram macerados em peneira esterilizada
para dissociagdo dos orgdos e obtencdo das suspensodes celulares. Apos a lavagem com o
meio de cultura e centrifugado por 5 minutos a 400 x g, as células eram ressuspensas em 3
mL de tampdao Cloreto-Potassio e Aménio (ACK) (NH4CI - Merch, Rio de Janeiro, RJ, Brasil e
KHCOs . Synth, Diadema, SP, Brasil), EDTA (Sigma), H.O) e incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente para lise de hemécias. Em seguida, as células eram ressuspensas em
10mL de meio de cultura, acrescido com 10% SFB e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos.
Por fim, as suspensdes celulares obtidas eram enriquecidas na fracao de linfécitos T, por meio
de protocolo de adeséo celular em colunas de |a de nylon conforme descrito por Henry e cols.
(68). Os linfécitos eram corados com azul de Tripan para contagem de células viaveis na
camera de Neubauer utilizando como fator de diluicdo 1:20 e posteriormente semeados em
placas de cultivo celular na concentracéo de 5x10° células viaveis/pogo.

O

OO

Linfocitos T

Figura 7: Imagem representativa da extra¢éo de linfocitos dos camundongos NOD diabéticos
e ndo diabéticos por adeséo celular em coluna de 1& de nylon. Etapa 1: Extracdo do baco.
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Etapas 2 e 3: Baco sendo macerado e suspensdo celular sendo homogeneizada. Etapa 4:
Preparo e filtracdo da solucdo ACK. Etapa 5: Suspensao celular com lise de heméacias. Etapa
6: Incubacdo das células em |a de nylon. Etapa 7: contagem de linfécitos em camera de

Neubauer.

4.8. Preparo da cultura mista (DCs, MING e linfécitos T) de camundongos NOD

Para cada procedimento de cultura celular, eram realizados trés ensaios, e todos
0s grupos analisados eram semeados em triplicata nas placas de cultura, sendo entdo o
namero (n) biologico de 5 animais por ensaio, e o numero total de repeticdes era de 15.

A cultura celular mista era composta pelas células abaixo conforme descrito na
Figura 8:

*Células dendriticas diferenciadas a partir da medula dssea de camundongos
NOD diabéticos e ndo diabéticos (item 4.5).

*Células MIN6 submetidas ao estresse contendo alta concentracdo de glicose
(100 mM de glicose) (descritas no item 4.6).

*Linfécitos T extraidos do ba¢o de camundongos NOD diabéticos e néo diabéticos
(descritas no item 4.7).

As culturas células eram mantidas em estufa com condi¢6es de 5% de CO; a 37
°C por 96 horas, com posterior analise em citbmetro de fluxo BD FACsVerse (BD-Bioscience
San Jose, CA, EUA).
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Figura 8: Imagens representativas para o preparo de cultura mista. Etapa 1: Preparacao do
extrato aquoso liofilizado. Etapa 2: extracdo e diferenciacdo da medula éssea por 7 dias em
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células dendriticas. Passo 3: Células MIN6 sob estresse celular por 24 horas. Passo 4:
Extracdo de linfécitos retirados do baco dos camundongos através da coluna de 1 de nylon.
E Etapa 5: Incubacdo por 96 horas de células dendriticas, células MING, linfécitos e as

concentracdes de extrato aquoso liofilizado de Passiflora alata.

Apbs o procedimento de diferenciacéo das DCs, estas eram semeadas em placas
de 6 pogos (Techno Plastic Products, Schaffhausen, Suica) na concentracéo de 2x10° células
vidveis/poco em meio de cultura RPMI completo e incubadas com células MIN6 sob estresse
na concentracdo de 8x10* células viaveis/poco. Apds a ambientacdo celular por 24 horas,
foram adicionados os linfécitos T obtidos de camundongos NOD, os quais eram transferidos
para 0 mesmo poco das DCs na concentragdo de 5x10° células viaveis/poco em meio RPMI
1640 suplementado com 10% SFB, acrescido da citocina recombinante IL-2 de camundongo
(mrlL-2, Peprotech, Rocky Hill NJ, EUA) na concentracdo de 10ng/mL por 96 horas a 37 °C
em estufa com 5% CO..

Para as analises de proliferacdo linfécitos T eram previamente marcadas com
1,25uM da sonda CFSE (fluorescente de éster de -carboxifluoresceina succinimidil)
(Biolegend™, San Diego, Califérnia, EUA) de acordo descrito por Lyons et al., (69).

Conforme demonstrado na Figura 9, as culturas celulares eram preparadas sob
estimulo de EALFPA (considerado como grupo tratado) ou sem estimulo (grupo nao tratado
— NT). O controle celular de proliferagéo era estabelecido por culturas celulares estimuladas
com 5 pg/mL de Concanavalina A (ConA). Nos grupos tratados era adicionado o EALFPA nas
concentragdes 100, 200, 300 e 500 pg/mL para o ensaio de viabilidade células. Para os
ensaios de proliferacdo celular e andlise de marcadores de BM-APCs utilizamos as
concentragdes 100, 200 e 300 pg/mL. Para os ensaios de quantificagdo de citocinas em
sobrenadantes e avaliagdo das Tregs era empregando concentracdo de 300 pg/mL de
EALFPA. As culturas celulares mistas eram incubadas durante 96 horas em estufa a 37 °C e
5% de CO,. ApOs este periodo de incubacao celular, os sobrenadantes eram removidos dos
pocos e armazenados para ensaios futuros de quantificacéo de citocinas, as culturas celulares

eram coradas com marcadores especificos para procedimentos de citometria de fluxo.
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Figura 9: Placas representativa do tratamento in vitro das culturas celulares mistas com

células dendriticas, MING, e linfocito T. Segue a classificagéo dos grupos: C+ (controle celular
proliferativo com 5 pg/mL de (ConA)). NT (cultura ndo tratada). E os demais pogos as
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concentracdes de EALFPA 100, 200, 300 e 500 pg/mL. (A) Placa para viabilidade celular. (B)
Placa para Proliferacdo de linfécitos T e marcadores de BM-APCs. (C) Placa de Linfécito T

regulador e dosagem de citocinas.

4.9. Proliferacao de linfécitos

Para a avaliacdo da proliferacé@o celular, linfocitos T eram previamente marcados
com a sonda CFSE conforme descricdo do fabricante. A sonda CFSE determinava a
proliferacdo dos linfocitos pela perda da intensidade de fluorescéncia a cada diviséo celular.
Apo6s o periodo final de incubacgéo da cultura mista (96 horas), os linfécitos eram lavados com
PBS 1 M e centrifugados por 5 minutos (400xg). Para a determinacédo das populacdes de
linfocitos TCD4 e TCD8 0os mesmos eram marcados com sonda de viabilidade celular Zombie
NIR™ (Biolegend) seguida por anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromo (todos
da Biolegend): anti-mouse CD4 APC e anti-mouse CD8 Percp Cy5.5 na concentragdo de
0,25ug/2,5x10° de linfécitos em 100 pL de tampdo de marcagdo. Os linfécitos eram
novamente lavados com PBS 1 M, centrifugados nas mesmas condi¢cdes acima, fixados em
PBS 1 M formaldeido 1% e mantidos sob refrigeragédo (8 °C) para posterior aquisicdo das
amostras em citbmetro de fluxo BD FACSVerse (BD-Bioscience San Jose, CA, EUA). A
analise era feita por Citometria de Fluxo no programa FCS Express 6 DeNovo Software
(Glandale, Califérnia, EUA), adquirindo 5.000 eventos na populagéo selecionada conforme

guadrantes (gates) de selecdo demonstrado nas Figura 10.



44

A B
doublets neg
2 | o
. 1
Viabilty Probe APC-Cy7
5 y y
' = \
o3
] : cbpat
] cog* i =
A L
D. 10
cbs* cp4*
1 Proliferating Cells_ ..+ Proliferating Cells

s

A,'—- ' Vs ‘% 103 ' ':"'-"f'-_(-,i#'e_o

Figura 10: Imagens representativas das culturas celulares das populacdes selecionadas com
base no tamanho (FSC- Forward Scatter — Painel A) e complexidade interna (SSC-Side
Scatter — Painel B). No painel B é possivel separar as populacdes viaveis e mortas. No
guadrante C dentre as células viaveis selecionadas era possivel separar populacdes de
linfécitos CD4* e CD8*. E no quadrante D as mesmas popula¢cfes de CD4* e CD8* que estao

em proliferagéo.

4.10. Avaliagéo Tregs e IL-2

Linfécitos Tregs produtores IL-2 eram analisadas nas células ndo coradas com
CFSE. ApGs o periodo de cultura mista com as BM-APC e MING, o perfil de ativacdo dos
linfécitos T era avaliado por meio da frequéncia de células: CD4*Foxp3*CD25* (Treg)). Os
linfécitos inicialmente eram permeabilizados com o tampéo especifico Foxp3* Fix/Perm Buffer

(Biolegend) seguindo as recomendacdes do fabricante. Posteriormente os linfécitos eram
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marcados com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos (Biolegend), anti-CD4
Percp Cy5.5, anti-CD25 APC e anti-FoxP3 PE. Para analise de IL-2 as células eram marcadas
com anticorpos anti-CD4 FITC, anti-CD8 Percp Cy5.5 ambos com anti-IL-2 PE; conforme
descrito anteriormente (70). A analise era feita por Citometria de Fluxo no programa FCS
Express 6 DeNovo Software (Glandale, Califérnia, EUA), adquirindo 5.000 eventos na

populacdo selecionada conforme gates demonstrado nas Figura 11 e 12.

doublets neg S ]

Figura 11: Imagens representativas das popula¢cfes selecionadas com base no FSC (Painel
A) e SSC (Painel B). No painel B é possivel separar as populacdes viaveis e mortas. No
guadrante (C) dentre as células viaveis selecionadas era possivel separar populacfes de
linfécitos CD4* e no quadrante (D), CD4* CD25* FoxP3*.
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Figura 12: Imagens representativas das populacdes selecionadas com base no FSC (Painel
A) e SSC (Painel B). No painel B é possivel separar as populacdes viaveis e mortas. No
guadrante (C) dentre as células viaveis selecionadas era possivel separar populagfes de

linfécitos CD4* e no quadrante D as mesmas populagcbes de CD4* e IL-2".

4.11. Avaliacdo dos marcadores celulares de DCs tolerogénicas na presenca de
células MIN6

Para avaliar o perfil de ativagdo das DCs e marcadores relacionados com o perfil
tolerogénico destas células, era analisada a expressao da molécula co-estimulatéria CD86,
bem como da enzima IDO. Para isto marcamos as células utilizando anticorpos especificos
conjugados a fluorocromos para os marcadores de superficie anti-mouse F4/80 para a
marcacédo da populacdo de DCs e os anticorpos anti-mouse CD86 (Biolegend) para avaliar a

expressdo da molécula co-estimuladora, seguindo as recomendacdes dos fabricantes. Para
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a marcacdo da enzima IDO-1 as células eram previamente fixadas e permeabilizadas com
tampdes especificos Fixation Buffer e Permeabilization Wash Buffer (Biolegend) e em seguida
marcadas com o anticorpo anti-mouse IDO-1 (Novus Biological) conforme recomendacéo do
fabricante. A aquisicdo das amostras era feita por Citometria de Fluxo e a analise no programa
FCS Express 6 DeNovo Software (Glandale, Califérnia, EUA), adquirindo 5.000 eventos ha

populacdo selecionada conforme Figura 13.

A .

doublets neg

CD86 MFI
G

IDO-1 MFI

F4/80 FITC-A

Figura 13: Imagens representativas das populagdes selecionadas com base no FSC (Painel
A) e SSC (Painel B). No painel B € possivel separar as populacdes viaveis e mortas e
selecionar a populacdo de interesse F4/80. No quadrante (C) selecionar dentro de F4/80 a

populagcédo de CD86" e no quadrante (D) selecionar a populagéo IDO".
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4.12 Analise por Citometria de fluxo

Em todos os procedimentos de citometria de fluxo, as células eram coradas com
controles isotipicos para cada marcador celular analisado para ajustes de settings do
aparelho. Os controles isotipicos séo utilizados para estimar o nimero de células que reagem
de forma n&o especifica com o anticorpo a ser estudado.

As amostras eram adquiridas em citdbmetro de fluxo BD FACsVerse (BD-
Bioscience San Jose, CA, EUA). Para selecionar populacdes com base no tamanho (FSC-
Forward Scatter) e complexidade interna (SSC-Side Scatter) eram adquiridos 5.000 eventos
nas populagdes selecionadas delimitadas, viabilidade e marcadores de superficie especificos
Estes dados (FSC/SSC) eram dispostos sob a forma de dot-plots e analisados no programa
computacional FCS Express 6 DeNovo (Glandale, Califérnia, EUA). Os resultados eram
expressos como a frequéncia das populac¢des selecionadas e as expressdes dos marcadores

avaliadas pela mediana da intensidade de fluorescéncia dos respectivos fluorocromos.

4.13. Quantificacdo das citocinas

As citocinas IL-6 e IFN-y liberadas nos sobrenadantes das culturas mistas (DCs,
MING e linfécitos T) eram determinadas por ensaio ELISA, utilizando os kits: Mouse IL-6 e
Mouse IFN-y (eBioscience, Fisher Scientific, Fair Lawn NJ, EUA) e as curvas estabelecidas
em duplicata de acordo com as recomendacdes do fabricante nas concentracdes 3,9 a 500
pg/mL (IL-6) e de 3,9 a 1000 pg/mL para IFN-y. Posteriormente eram lidas em 450nm no
aparelho de ELISA (SpectraMax 190, Molecular Device, CA, EUA) em curva de 4 parametros.

As citocinas TNF-q, IL-10 e IL-17 eram quantificadas pelo kit Legendplex Mouse
Inflammation Panel (Biolegend) utilizando as recomendag¢fes do fabricante conforme figura
14, onde as curvas eram preparadas em duplicata na concentracdo de 12,2 a 50.000 pg/mL.
A andlise era feita no citbmetro BD FacsVerse (BD Biosciences). As andlises eram realizadas
utilizando o software Legendplex v8.0 (Biolgend) e posterior quantificagdo das citocinas nos

sobrenadantes.
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LEGENDplex™ Mouse Inflammation Panel

Assay Procedure Summary for V-bottom Plate

’

7 e

For cell cufture supematant samples, For serum and plasma samples,

Add to the plate: Add tothe plate:

25 pl Assay Buffer to 3l wells 25 yl Matrix C to standard welis

25 pl diluted standard to standard wells 25 pl. Assay Buffer to sample wells

25 pl sampie to sample wells 25 yl diluted standard to standard wells

25 yl sample to sample wells

25 pl mixed beads to all wells
25 yl mixed beads to all wells

Spin down beads

Wash 1 time

Add 25 pl Detection Antibodies
Incubate 1 hr, RT, shaking

o= Biotinylated Detection Antibody

Without washing, add 25 pL SA-PE
Incubate 30 min, RT, shaking

\

Spin down beads
Add 150 pl of 1x Wash Buffer
Read on a flow cytometer

Figura 14: Imagem representativa da quantificacdo das citocinas realizada pelo kit

Legendplex Mouse Inflammation Panel.
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4.14. Andlise Estatistica

Os resultados das andlises foram expressos como média + erro padrdo (EPM), e
os dados submetidos a andlise de variancia (Kruskal-Wallis) com pos-teste de Dunn para
multiplas comparacdes ou teste Mann Whitney quando indicado. As diferencas estatisticas
analisadas eram consideradas significativas de acordo com os seguintes valores de p, sendo:
p<0.05 (*); p<0,01 (**); p<0,001 (***) e p<0,0001 (****). O programa computacional Prisma
GraphPad® versao 6 (La Jolla, CA, USA) era empregado para as andlises estatisticas.

4.15. Formatacéao de Texto

Para a formatacdo das citagBes e referéncias bibliograficas, empregou-se o
programa computacional EndNote X7 (Copyright The Thompson Corporation, EUA) no
formato Vancouver, segundo as normas da Comissao de Pds-Graduacao de Clinica Médica
da Faculdade de Ciéncias Médicas — Unicamp.
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5. RESULTADOS

5.1 Incidéncia do Diabetes

Os camundongos NOD apresentaram incidéncia do Diabetes de 80,8% (com
glicemia 2250 mg/dL) (Gréfico 1). Assim, a distribuicdo da incidéncia mostrou: 15 semanas
de vida 14,1%, com 20 semanas 51,3% e com 30 semanas 80,8%. E importante enfatizar que
0s animais do grupo Basal (para andlise de linfécito T regulador) foram acompanhados até 8
semanas de vida, sem manifestacao do diabetes, como demonstrado no grafico abaixo.

100+

80+
80,8%

NOD DB

60+

40-

204

% de camungongos NOD com diabetes

0 T T T T T T T T T T T

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Semanas de vida

Grafico 1: Frequéncia cumulativa sobre a incidéncia do diabetes nos camundongos NOD
ShiLt/J. Observa-se que 80,8% dos animais ficaram diabéticos ao longo das 30 semanas de
vida.

5.2 O EALFPA inibe a proliferacdo de linfécitos T de camundongos NOD

diabéticos, mas nao afeta a proliferagdo de IL-2.

Para avaliar o efeito do EALFPA na proliferacdo de linfocitos T efetores CD4* e
CD8*, estabelecemos um modelo de cultura mista usando suspensdes de células T
enriquecidas obtidas de bacos de camundongos NOD diabéticos co-cultivadas com células
dendriticas derivadas da medula 6ssea de camundongos NOD diabéticos e células MIN6 sob

estresse.
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Os linfécitos T obtidos de camundongos diabéticos foram submetidos inicialmente
a cultura de células com diferentes concentracdes do EALFPA: 100, 200, 300 e 500 pg/mL
para andlise de viabilidade celular com corante Zombie NIR™ (Gréfico 2), onde foi possivel
verificar efeito semelhante nas dosagens de 300 e 500 pg/mL; no entanto a toxicidade
impactou a viabilidade celular na dosagem de 500 pg/mL, sendo entdo excluida essa

dosagem na andlise de proliferacao celular.

100 4

1
: = Mortas
* ! [ Viaveis
— 80 - 1 ]
= = N
© |
T i ]
g 60 T —|— T 5 —|_
E : T T
o
] 40 :
] *
204 ' L
]
]
]
0 - - - - - ) : : : : :
& @ S S & @ S S O
EALFPA []pg/mL EALFPA []pg/mL

Grafico 2: Gréfico representativo da frequéncia (%) de células mortas (barras cinzas) e
células viaveis (barras brancas) em culturas mistas de camundongos NOD diabéticos. *p<

0,05 (n=15). Analise estatistica de Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn.

Para comparar o comportamento celular entre camundongos diabéticos e néo
diabéticos, utilizamos como controle camundongos NOD néao diabéticos com até 8 semanas
de vida. Para a analise de proliferagdo de linfocitos T as culturas mistas de camundongos
diabéticos foram submetidas com diferentes concentragbes de EALFPA: 100, 200 e 300
pMg/mL, enquanto culturas com linfécitos T de camundongos ndo diabéticos foram tratados
somente na dose de 300 ug/mL de EALFPA (dose definida como ponto final). A conA foi
adicionada como estimulo de referéncia para o controle positivo de proliferagédo celular. Os
linfécitos T foram corados com a sonda CFSE, e a frequéncia das células foram medidas
mostrando uma reducdo da intensidade de fluorescéncia (CFSE low) em populacdes de
células T CD4" conforme demonstrado no Gréafico 3 - Painéis B e D e CD8* no Gréfico 4 -

Painéis B e D.
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Como mostrado nos Graficos 3 e 4 o EALFPA na concentracdo de 300 pg/mL
inibiu significativamente a proliferacdo de linfécitos T CD4* e CD8* de camundongos
diabéticos quando comparados ao grupo nao tratado (NT); sendo CD4* (2.4% £+ 0,5 vs 17.2%
+ 3.9) (*p<0,05, Gréfico 3 - Painel A). E CD8* (4.5%+0.8 vs 29.2% + 7.4) (*p<0,05, Grafico 4 -
Painel A).

No entanto, ndo foi observado o mesmo padrdo nas culturas celulares de
camundongos ndo diabéticos para populacéo de linfécitos T CD4* (12,0% + 1,9 vs 13,3% +
1,7) (p>0,05, Gréfico 3 - Painel C), e em CD8" (12,1% + 0,8 vs 9,3% + 0,37) (p>0,05, Gréfico
4 - Painel C).

Os valores médios da proliferacédo basal de linfécitos de camundongos diabéticos
nado estimulados com ConA foram de 8% para linfocitos T CD4* e 9% para linfécitos CD8".
Em contraste, os camundongos nao diabéticos apresentaram média de 4,4% para CD4" e
2,2% para CD8".

Uma vez que a producdo autdcrina de IL-2 pelos linfécitos T desempenha um
papel fundamental na sua ativacao, avaliamos a deteccao intracelular nos linfécitos T CD4* e
CD8* em culturas celulares mistas de camundongos NOD diabéticos. O ensaio foi realizado
na auséncia (-) e presenca (+) de BM-APC, conforme demonstrado nos quadrantes dos
graficos de pontos (Graficos 5B e D e 6B e D, respectivamente).

Os painéis B e D (Gréfico 5) mostram a populagéo de IL-2* em linfocitos T CD4*
cultivados na auséncia (-) e na presenca (+) de BM-APC, respectivamente. Em contraste os
painéis B e D (Gréfico 6) representam as células II-2* na populagéo de linfocitos T CD8* nas
mesmas condigdes.

As porcentagens de linfécitos CD4* IL-2* (Gréfico 5 - Painel A) ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa comparando com culturas celulares mistas tratadas com 300
pug/mL de EALFPA com o grupo néo tratado (11,22% + 1,45 vs 10,22% + 1,80). Da mesma
forma, ndo houve diferenca estatistica significativa nas porcentagens de linfécitos CD8* IL-2*
(Gréfico 6 — Painel B) ao comparar culturas tratadas com EALFPA com culturas nao tratadas
(2,42% + 0,63 vs 1,55% + 0,41).

No entanto, observamos que a auséncia de BM-APCs no tratamento com EALFPA
levou a inibicdo da producéo de IL-2* pelos linfécitos T CD4* (7,07% + 1,06 vs 1,39% + 0,59,
p=0,0006) (Gréfico 5 - Painel A) e por linfécitos T CD8" (3,16% + 0,23 vs 1,86% + 0,12, p =
0,0019) (Grafico 6 - Painel A).
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Grafico 3: Proliferagédo de células T CD4* em culturas mistas (linfécitos, BM-APC e células
MING sob estresse) tratadas com EALFPA. Os painéis A e C representam a médiatEPM de
CD4*CFSElow (populacdo em proliferacdo de linfocitos T CD4*) de camundongos NOD
diabéticos (A) e nao diabéticos (C). As barras pretas representam as culturas submetidas ao

mitbgeno Concanavalina A (ConA: controle +), as barras brancas representam as culturas
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sem tratamento (NT), as barras cinzas sdo culturas tratadas com 100, 200 e 300 ug/mL de
EALFPA nos camundongos diabéticos, e a barra cinza nos camundongos ndo diabéticos
tratada com 300 pg/mL de EALFPA. A linha tracejada horizontal representa niveis basais de
proliferacdo de linfécitos T ndo estimuladas. Os painéis B e D sdo graficos de pontos
mostrando o CFSEhigh (superior direito, linfocitos T CD4* ndo proliferativas) e CFSElow
(superior esquerdo, T CD4* proliferativas) de camundongos NOD diabéticos e ndo diabéticos,
respectivamente. *p< 0,05 (n=15) em comparacdo com o grupo NT. Para a analise estatistica

utilizamos Kruskal-Wallis com poés teste de Dunn.
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Grafico 4: Proliferacé@o de linfocitos T CD8 em culturas mistas (linfécitos, BM-APC e células
MING sob estresse) tratadas com EALFPA. Os painéis A e C representam a médiatEPM de
CD4+CFSElow (populacdo em proliferagdo de linfécitos T CD8") de camundongos NOD
diabéticos (A) e nado diabéticos (C). As barras pretas representam as culturas submetidas ao
mitdgeno Concanavalina A (ConA: controle +), as barras brancas representam as culturas
sem tratamento (NT), as barras cinzas séo culturas tratadas com 100, 200 e 300 pg/mL de

EALFPA nos camundongos diabéticos, e a barra cinza nos camundongos nédo diabéticos
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tratada com 300 pg/mL de EALFPA. A linha tracejada horizontal representa niveis basais de
proliferacdo de células T ndo estimuladas. Os painéis B e D sdo graficos de pontos mostrando
o CFSEhigh (superior direito, linfécitos T CD8" ndo proliferativas) e CFSElow (superior
esquerdo, T CD8* proliferativas) de camundongos NOD diabéticos e ndo diabéticos,
respectivamente. *p< 0,05 (n=15) em comparacdo com o grupo NT. Para a analise estatistica
utilizamos Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn.
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Grafico 5: Detecgédo de IL-2 intracelular em linfécitos T CD4* em culturas mistas (linfocitos T
e células MING, estimuladas (+) ou ndo com BM-APCs (-), e tratadas com EALFPA. Os painéis
A e C representam a médiatEPM da porcentagem de linfocitos T CD4* que produzem citocina
IL-2 n&o estimuladas (A) ou estimuladas (C) com BM-APCs. As culturas mistas, tratadas com
300 pg/mL de EALFPA (barras cinzas), foram comparadas com culturas nao tratadas (NT —
barras brancas). Os painéis B e D sao graficos de pontos representativos mostrando células
T CD4* IL-2* (canto superior direito). ***p<0,0001 (n=15). Para a andlise estatistica utilizamos

Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn.
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Grafico 6: Deteccao de IL-2 intracelular em linfécitos T CD8 em culturas mistas (linfocitos T
e células MING, estimuladas (+) ou ndo com BM-APCs (-), e tratadas com EALFPA. Os painéis
A e C representam a médiatEPM da porcentagem de linfécitos T CD8 que produzem citocina
IL-2 n&o estimuladas (A) ou estimuladas (C) com BM-APCs. As culturas mistas, tratadas com
300 pg/mL de EALFPA (barras cinzas), foram comparadas com culturas ndo tratadas (NT,
barras brancas). Os painéis B e D séo graficos de pontos representativos mostrando células
T CD8* IL-2* (canto superior direito). ***p<0,0001 (n=15). Para a andlise estatistica utilizamos

Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn.
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5.3. Modulacédo de citocinas em culturas celulares mistas de linfécitos T de
camundongos NOD com BM-APC e células MING tratadas com EALFPA

Para avaliar o efeito do tratamento com EALFPA quantificamos a produgéo de
citocinas pelas células apresentadoras nos sobrenadantes das culturas celulares mistas.
Foram quantificadas as seguintes citocinas nos sobrenadantes das culturas celulares como:
IL-6, TNF-q, IFN-y, IL-10 e IL-17.

Como descrito anteriormente as culturas foram realizadas na auséncia (-) (barra
a esquerda) e presenca (+) (barra a direita) de BM-APC. O grafico 7 mostra a reducéo de IL-
6 (Painel A) em comparagao com culturas néo tratadas com 300 pg/mL de EALFPA em ambas
as condic¢des, ou seja, na auséncia e na presenca de BM-APC. IFN-y (Painel C) apresentou
o mesmo perfil. Quanto a producgéo de IL-10, a diminui¢cdo foi observada apenas em culturas
na presenca de BM-APC. Por outro lado, a producéo e liberacdo, de TNF-a (Painel B) e IL17A
(Painel E) ndo mostraram diferenca entre as culturas tratadas com EALFPA e o grupo controle

(NT) em nenhuma das condic¢des testadas.
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Grafico 7: Quantificacdo de citocinas em sobrenadantes de culturas celulares mistas de

linfécitos T de camundongos NOD e células MIN6 sob estresse, estimuladas (+) ou ndo

estimuladas (-) com BM-APCs e tratadas com EALFPA. Os painéis representam a
médiatEPM das concentra¢gfes das citocinas: IL-6 (A e B), TNF-a (C e D), IFN-y (E e F), IL-

17A (G e H) e IL -10 (I e J) em sobrenadantes de culturas celulares mistas ndo estimuladas

(BM-APCs -, barras esquerdas) ou estimuladas (BM-APCs -, barras direitas) tratadas com 300

pg/mL de EALFPA (barras cinzas) e no grupo controle (barras brancas). ****p<0,0001, *p<0,05

(n=15). Para este ensaio utilizamos a andlise estatistica com o Teste de Mann Whitney.
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5.4. EALFPA induz Tregs CD25* FoxP3* em culturas mistas de linfécitos T de

camundongos NOD com BM-APC e células MING6 sob estresse

Como os linfocitos reguladores CD4*CD25*FoxP3* exercem uma atividade
essencial no controle dos linfocitos T autorreativos, analisamos a influéncia do tratamento com
EALFPA na polarizacéo de linfocitos T de camundongos NOD diabéticos e ndo diabéticos
para um perfil de Treg nas culturas mistas.

O Grafico 8 mostra a frequéncia de células CD25* FoxP3* em linfocitos T CD4* de
camundongos NOD diabéticos (Painel B — mostrados nos quadrantes superiores direito) e ndo
diabéticos (Painel D — nos quadrantes superiores direito). Como demonstra o Painel A,
verificamos um aumento significativo dessas populacdes de linfocitos T reguladores nas
culturas mistas tratadas com o EALFPA na concentracdo de 300 pg/mL em comparagdo com
as culturas nao tratadas (5,38% + 0,58 vs 1,90% + 0,29; p<0,0001). No entanto, em culturas
celulares mistas com linfocitos T de camundongos NOD nao diabéticos (painel C) ndo houve
diferenca estatistica significativa na frequéncia de CD4*CD25*FoxP3*Tregs ao comparar

culturas tratadas com EALFPA com néo tratadas.

Diabético
A B ;
. Controle Isotipo ~ EALFPA (300 pg/mL)
= . b 02%
. 8 10" Q 10"
™ o -
g - < kS
; r< 10 g
o k=
*3 2 ® e
2 (4
° m-.a 10" 10 10 10" 10 10 10 10 10
Rat lgG2b-PE FoxP3-PE
[ NT
3 EALFPA
Nao Diabético
c D
10- Controle Isotipo EALFPA (300 png/mL)
= I2) 010 O . 1% 29%
t, o . } 1
g | g <
£ < 1 w
& 4 o a
? g “1_. o ‘
3 24 TR = 10’
© — « . % 1’
o “an‘ 18’ 1 10" 10" i
Rat IgG2b-PE FoxP3-PE

Grafico 8: Frequéncia de CD25"Foxp3* Tregs em linfécitos T CD4* de camundongos NOD
diabéticos e ndo diabéticos em culturas celulares mistas compostas por linfocitos T, BM-APCs
e células MIN6 sob estresse tratadas com EALFPA. Os painéis A e C representam a

médiatEPM das porcentagens de CD4*CD25*Foxp3* Tregs em cultura celular mistas com
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linfécitos T de camundongos NOD diabéticos (A) ou ndo diabéticos (C), tratados com 300
pg/mL de EALFPA (barras cinzas) ou ndo tratados (barras pretas). Os painéis B e D séo
graficos de pontos representativos mostrando porcentagens de Tregs CD25*Foxp3*
(quadrante superior direito) na populacao de linfocitos T CD4*. ****p<0,0001 (n=15). Para este

ensaio utilizamos a analise estatistica Teste de Mann Whitney.

5.5. O EALFPA modula a expressdo da molécula coestimuladora CD86 e da
enzima IDO-1 in vitro em F4/80* de culturas celulares compostas por BM-APC

Para avaliar o efeito modulador do tratamento do EALFPA em BM-APC realizamos
ensaios de citometria de fluxo para analisar a expresséo da molécula coestimuladora CD86 e
da enzima IDO-1 em cultura mista de BM-APC com células MIN6, submetidas ou ndo ao
tratamento de EALFPA nas doses de 100, 200 e 300 ug/mL As andlises foram realizadas na
populacéo positiva para o0 marcador F4/80*. Como mostra o Gréfico 9 — Painel A, observamos
reducdo significativa da mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) do fluorocromo
associado ao anticorpo monoclonal anti-CD86 ao comparar com as culturas celulares ndo
tratada (149,40 + 13,15), as culturas tratadas com EALFPA 200 pg/mL (104,9 + 3,2; *p<0,05)
e 300 pg/mL (101,1 £ 4,67; **p<0,01).

Por outro lado, ao analisar nesta mesma populacdo a expresséo da enzima IDO-
1 (Gréfico 9 — Painel B), observamos aumento significativo de MFI do fluorocromo associado
ao anticorpo monoclonal anti-IDO em culturas tratadas com EALFPA 200 pg/mL (285,4 + 19,5;
*p<0,05) e 300 pg/mL (319,0 + 27,21, p<0,01) em comparacdo com células do grupo NT
(187,5 = 20,86). Juntos esses resultados sugerem que o tratamento com EALFPA promove
regulacéo negativa da molécula coestimuladora CD86 e a regulacao positiva da enzima IDO-
1 em BM-APC F4/80".
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Grafico 9: Expressao de CD86 e IDO-1 em F4/80* BM-APCs tratadas in vitro com EALFPA.
Os painéis A e B representam a médiatEPM da mediana da intensidade de fluorescéncia do
fluorocromo conjugado com anticorpos monoclonais direcionados a molécula coestimuladora
CD86 (A) e enzima IDO-1 (B) em F4/80" BM-APCs tratados (barras cinzas) ou néo tratados
(barras pretas) com 100, 200 e 300 pg/mL de EALFPA. *p<0,05; *p<0,01 (n=15), em
comparacao com o grupo NT. Para este ensaio utilizamos a analise estatistica de Kruskal-
Wallis com pés teste de Dunn.
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6. DISCUSSAO

A presenca de antioxidantes em alimentos definidos como funcionais, tem sido
alvo de pesquisas para fundamentar suas propriedades antiinflamatorias, antiproliferativas e
seu potencial uso no suporte ao tratamento de doencas crbénicas. Dessa forma, 0os compostos
fendlicos presentes em alimentos funcionais como frutas e vegetais, podem prevenir ou
controlar algumas doencas como: obesidade, doencas cardiovasculares, sindrome
metabdlica, doencas neurodegenerativas, cancer, diabetes, entre outras. Assim, a
investigacdo das propriedades destes compostos fendlicos nessas doencas € atrativo e tem
se tornado cada vez mais eficaz devido as suas propriedades antioxidantes, antiinflamatdrias,
anticancerigenas e antimicrobianas (4, 5).

O DM-1 reduz a quantidade de antioxidantes endb6genos no organismo,
ocasionando o aumento de radicais livres que promovem danos teciduais (71). Os compostos
antioxidantes provenientes da nossa alimentacdo podem ser uma alternativa no tratamento
de doencas inflamatérias crénicas como o Diabetes mellitus.

O desenvolvimento do diabetes tipo 1 é resultado da destruicdo das células beta
nas ilhotas pancreaticas por meio do processo inflamatorio, onde as células apresentadoras
de antigenos (APCs) expressam moléculas de MHC classe I/l e coestimulatdrias que ativam
clones especificos de linfocitos CD4* e CD8*. O aumento da geracdo de ROS intracelular
estimula a ativacao das células TCD8* levando ao efeito citotoxico com indu¢éo da producéo
de citocinas inflamatdrias, FasL, perforinas e granzimas, consequentemente levando a morte
das células beta (72, 73). O linfécito TCD4* produz e secreta varias citocinas, tais como
interferon (IFN a, B, y), fator de necrose tumoral (TNF), IL-2, entre outras; onde atuam na
proliferacdo e diferenciagéo de células inflamatorias como linfécitos TCD8* e macréfagos (74,
75). Esses linfocitos desencadeiam destruicdo seletiva das células beta pancreéticas,
resultando na deficiéncia desse horménio (74, 75). Sendo assim, 0s compostos antioxidantes
provenientes da nossa alimentagédo podem ser uma fonte alternativa de moléculas que ajudam
a bloquear os efeitos nocivos dos radicais livres gerados pela atividade das EROs e assim
retardar a evolugdo do DM-1 (23, 76, 77).

Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstramos, no modelo de
camundongos NOD, que os compostos antioxidantes presentes no extrato aquoso das folhas
de Passiflora alata promovem diminuicdo na incidéncia do DM-1, reducdo do estresse
oxidativo, apoptose das células beta pancreaticas e diminuicdo do infiltrado inflamatério
(linfocitos TCD4* e TCD8*) nas ilhotas pancreaticas (23, 24). Mostramos também que o
EALFPA em culturas celulares in vitro promove a inibicdo da proliferacao de linfocitos T

submetidos a estimulagdo com o mitdgeno conA (24).
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Nesses estudos foram identificados pela técnica HPLC compostos fendlicos
presentes nas folhas do extrato aquoso de Passiflora alata, dentre eles: isoorientina, vitexina,
isovitexina, catequina, epicatequina e rutina. As acdes sinérgicas entre esses compostos
possuem efeito antioxidante e antiinflamatério, com modulacao do processo inflamatério sobre
as células beta pancreaticas.

Considerando as atividades biologicas dos compostos fendlicos encontrados,
alguns estudos (76, 77) mostraram que a rutina tem a capacidade de eliminar os radicais
livres, reduzir o estresse oxidativo e preservar as células beta pancreaticas, resultando em:
aumento da secrecdo de insulina e controle da hiperglicemia. Jadhav et al., 2012 (76),
estudaram os efeitos hipoglicemiantes e antidiabéticos de quatro compostos fendlicos sendo
eles: 4cido elagico, quercetina, rutina e acido bosvélico em ratos diabéticos induzidos
quimicamente com estreptozotocina; eles mostraram que a rutina tem atividade antioxidante
superior aos outros trés compostos fendlicos, onde o mecanismo de acao proposto advém do
aumento da utilizacéo periférica de glicose e a inibicao da atividade transportadora de glicose
para o intestino; e estes flavonoides podem estimular as células beta a liberarem mais insulina.

O uso da rutina no controle da inflamagéo também foi avaliado em estudo do efeito
no processo inflamatério em protocolo experimental utilizando camundongos asmaéticos
expostos a fumaga do cigarro, e quando analisados o liquido de lavagem broncoalveolar
mostraram o aumento de linfocitos Tregs (CD4* CD25%),diminui¢cdo das populagfes de células
Th1l7, sendo assim a rutina foi capaz de inibir efetivamente as citocinas inflamatérias e
melhorar a fungc&o pulmonar nesses camundongos inibindo a hiperresponsividade das vias
aéreas (AHR) (78).

Samarghandian et al., 2017 (79) estudaram a catequina em ratos diabéticos
induzidos quimicamente por estreptozotocina, e verificaram que a catequina também possui
propriedade antidiabético aumentando efeito antioxidante e pelo controle do estresse
oxidativo nestes animais.

Os linfdcitos possuem papel de destaque no processo de insulite que ocorre nas
ilhotas pancreaticas de camundongos NOD o que nos levou a estudar sua interagdo com
célula apresentadora de antigeno (no caso células dendriticas) e também a acdo dos
compostos fendlicos presentes nas folhas de P.alata, promovendo a inibicdo dada proliferacéo
de linfécitos, sugerindo acéo antiinflamatoéria e, a preservacao das células beta pancreaticas
(diminuindo a insulite).

No presente estudo foram utilizados camundongos fémea NOD, diabéticos (com
incidéncia de 80,8% da doenca) e camundongos nao diabéticos (glicemia abaixo de 250
mg/dL com 8 semanas de vida) como controle; os linfécitos destes camundongos foram
submetidos a cultura celular. Sendo assim, estabelecemos um modelo de cultura celular mista

composta por BM-APCs, células MIN6 sob estresse e linfocitos T de camundongos NOD
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diabéticos e ndo diabéticos para avaliar, in vitro, os mecanismaos imunomoduladores exercidos
por EALFPA em DCs tolerogénicas, interferindo em sua capacidade de polarizar linfécitos T
a fendtipos funcionais.

Primeiramente, avaliamos a resposta proliferativa dos linfocitos TCD4 e TCD8 nas
co-culturas tratadas ou ndo com doses de EALFPA de 100, 200 e 300 pg/mL. Mostramos que
o tratamento com 300 pg/mL poderia inibir a proliferacdo de células TCD4 e TCDS8 de
camundongos diabéticos (Gréficos 3 e 4 - Painéis A e E). No entanto, essa dose nao afetou a
proliferacdo de ambas as populacdes de linfécitos T obtidos em culturas celulares de
camundongos nao diabéticos (Graficos 3 e 4 - Painéis C e G). E vimos também que a dose
de 500 pg/mL apresentou efeito semelhante, mas a toxicidade impactou a viabilidade celular,
sendo entdo essa concentracdo de EALFPA retirada das analises futuras.

A proliferagéo de linfécitos TCD4* provenientes de camundongos ndo diabéticos
foi semelhante a de camundongos diabéticos (Grafico 3 - Painel A). Desta forma, algumas
hipoteses referentes a esses achados, foram estabelecidos com base nos dados da literatura.
Price et al., 2014 (80) mostraram que os linfécitos T, portadores de TCR transgénico (BDC2.5)
especifico para o antigeno da célula 3, quando transferidas para linhagens congénitas
resistente a diabetes (camundongos NODidd3/5), obtiveram resultados semelhantes aos
niveis de proliferagdo apds estimulacdo com DCs apresentando antigenos de células B
guando comparados com aquelas transferidas para camundongos NOD. Zhao et al., 2019
(81). Ou seja, ndo encontraram diferengas na capacidade proliferativa e na sobrevivéncia de
linfocitos efetores periféricos (TCD4") ou popula¢des Tregs comparando camundongos NOD
com a linhagem de camundongos nao diabéticos C57BL/6 (B6). Christianson et al., 1993 (82);
Fuchtenbusch et al., 2005 (83) e Verdaguer et al., 1997 (84), mostraram que linfécitos
especificos TCD4* para determinado antigeno provenientes de células beta virgens (84) ou
aguelas obtidas de camundongos NOD pré-diabéticos (82, 83), quando transferidos para
camundongos NOD-SCID, induzem a doenca diabética. Estes achados podem sugerir que a
ativacao dos linfocitos T esta programada para responder aos antigenos das células 3 antes
do inicio da progressédo do diabetes (83), o que poderia explicar os niveis semelhantes de
proliferagcéo de linfécitos T obtidos de camundongos diabéticos e nédo diabéticos.

Especificamente considerando o efeito do EALFPA em linfocitos TCD4* de
camundongos diabéticos e ndo diabéticos, uma possivel hipotese para explicar este achado
relaciona-se ao aumento da atividade das espécies reativas de oxigénio em camundongos
diabéticos NOD e ao efeito antioxidante e antiproliferativo do EALFPA. Previte et al., 2017
(85) mostraram que a proliferacdo de linfécitos TCD4* de camundongos NOD TCR
transgénicos (BDC.2.5) depende da atividade de ROS e a eliminacdo de ROS durante a
ativacdo interrompe linfécitos TCD4* na fase do ciclo celular GO/G1, inibindo a expanséo

clonal. No entanto, esta hiptese devera ser testada para confirmar o impacto das vias de
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geracdo de ROS na proliferacdo de células TCD4* em camundongos diabéticos e nao
diabéticos.

A presenca de BM-APCs em culturas celulares mostrou que a producao de IL-2
permaneceu a mesma em ambas as popula¢des de linfécitos T avaliadas (Gréaficos 5 e 6.
Esses dados poderiam reforcar que o efeito de EALFPA na reducéo de IL-2 seria observado
apenas na auséncia de BM-APCs. Essa observacédo deve ter estudos adicionais sobre o
impacto dos polifendis na sinalizacdo de IL-2 de ativacdo e nao ativacao de linfécitos T por
BM-APCs. Dados da literatura mostraram que compostos fendlicos como rutina (86) e
epigalocatequina-3-galato (EGCG) (87) inibem a proliferacdo de linfécitos T ativadas por
mitdgenos, afetando a progresséo do ciclo celular pela modulagéo de proteinas relacionadas
ao ciclo celular (87) e induzindo a apoptose (86).

Por outro lado, Delvecchio et al.,, 2015 (19) mostraram que 0S compostos
polifendlicos, quercetina e piperina, causaram perfil molecular antiinflamatério nas DCs, o que
leva a reducdo da capacidade de criar sinapse imunoldgica estavel em linfonodos de
drenagem e, consequentemente, prejudica a proliferacdo de linfécitos T. Corroborando com
isso, Gong et al., 2003 (88) mostraram que 0s antioxidantes quercetina e rutina, presentes
nos extratos de tabaco, afetaram as APCs de potencial redox intracelular, interferindo em vias
redox-sensiveis relacionadas a fungéo de apresentacdo de antigenos dessas células. Assim,
parece que os compostos polifendlicos do EALFPA podem afetar a resposta proliferativa de
linfécitos T, modulando diretamente as vias de sinalizacdo de ativacdo de linfocitos T e
interferindo na capacidade das APCs de estimular estas células.

Para prosseguirmos com a investigacdo, avaliamos o0s niveis de citocinas
secretadas pelos linfécitos nos sobrenadantes das culturas mistas. As citocinas apresentam
papel importante no desenvolvimento e ativagdo de células imunes, influenciando na
sinalizag&o celular, principalmente em doencas inflamatdrias e autoimunes (como no caso o
DM-1). A insulite destrutiva ocasionada no DM-1 esta associada a niveis elevados de
citocinas Thl (IL-2, IL-12 e IFN-y) e citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-a)
em modelos animais (89). A citocina IL-6 é considerada multifuncional, pois é secretada por
linfécitos T e macrofagos para estimular a resposta imune durante a inflamacdo (90).
Hundhausen et al., 2016 (91), mostraram respostas aumentadas de linfécitos T a IL-6 em DM-
1 devido ao aumento na expressao do receptor de IL6 (IL-6R) na célula. Estudo realizado em
populacao de criancas com DM-1 mostrou aumento da citocina IL-6 sérica em comparacéao a
controles saudaveis (92). A citocina IFN-y é produzida por varios tipos de células sendo
fundamental em diversos processos inflamatérios e considerada fator importante, juntamente
com a IL-1B, no desequilibrio energético da célula beta e desenvolvimento do DM-1. Desta
forma, o bloqueio destas citocinas poderia ser fator relevante no controle da inflamagéo do
DM-1 (93).
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Estudos provenientes do modelo experimental de DM-1 indicam que a insulite
destrutiva do DM-1 esta associada a mecanismos efetores pré-inflamatérios desencadeados
por citocinas como IL-1B IL-6, TNF-a, IFN-y (89), bem como os produzidos pela populacéo
Th17 (94). Por outro lado, a IL-10 parece exercer papel protetor nos camundongos NOD,
reduzindo a infiltragc&o inflamatéria nas ilhotas pancreaticas e inibindo a apoptose das células
beta (95). Aqui, demonstramos que as culturas celulares mistas tratadas com 300 pg/mL de
EALFPA apresentaram reducdo na concentracdo de IL-6 em comparagdo com culturas ndo
tratadas (Grafico 7A e B). Corroborando com esses achados, Hosokawa et al., 2010 (96),
utilizando cultura de células de fibroblastos gengivais humanos derivados de periodontite
crdnica, mostraram que os polifendis do cha verde, principalmente as catequinas como
EGCG, foram capazes de reduzir a producéo de IL-6 por meio da inibicdo da sinalizacdo do

fator de necrose tumoral superfamilia 14 (TNFSF14).

Desta forma, observamos que o tratamento com EALFPA ndo modificou a
producdo de TNF-a nas culturas celulares mistas conforme demonstrado no Grafico 7C e D.
A literatura mostra dados conflitantes sobre a modulagdo do TNF-a por polifendis em BM-
APCs, apresentando efeito inibitério (19) ou estimulatdrio (22) na producdo dessa citocina.
Além disso, Ludewiq et al., 1995 (97), mostraram que o TNF-a é uma citocina pré-inflamat6ria
importante na maturagéo e sobrevivéncia das DCs, camundongos deficientes em TNF n&o
conseguem induzir a maturacdo completa de DCs. Assim, o equilibrio entre a sinalizacéo
estimulatéria e inibitoria, derivada dos diferentes polifendis presentes no EALFPA, poderia
explicar parcialmente esses achados. Em relacdo a modulagdo de IL-10, mostramos sua
reducdo nas culturas celulares mistas tratadas com EALFPA apenas quando BM-APCs
estavam presentes (Grafico 71 e J), o que contradiz parcialmente alguns achados da literatura
(95). No entanto, alguns estudos apontam que a producdo elevada de IL-10 observada em
criancas e adultos com diabetes pode ser mecanismo compensatdrio em resposta ao aumento
de citocinas pro-inflamatérias (92, 98). Uma vez que EALFPA induz a reducgdo das citocinas
pré-inflamatdérias de IL-6 e IFN-y (Gréaficos 7A e B — 7E e F, respectivamente), este mecanismo
compensatorio pode ter sido afetado.

Para melhorar o entendimento dos mecanismos imunomoduladores dos
polifendis, uma questdo crucial estd relacionada a capacidade de modificar o pefrfil
maturacional das BM-APCs e, consequentemente, a polarizagdo de linfocitos T antigeno-
especificas. NG0s mostramos que o tratamento com EALFPA induz ao perfil tolerogénico em
BM-APCs, evidenciado pela regulagdo negativa da molécula coestimuladora CD86 (Gréfico
9A), seguida pela regulacdo positiva da enzima IDO-1 (Gréfico 9B), um marcador bem
conhecido de APCs tolerogénicas (99). Essas BM-APCs tolerogénicas podem polarizar

linfécitos TCD4* para o perfil Treg, evidenciado pelo aumento da populacdo de linfécitos
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TCD4*CD25*FoxP3* (Grafico 8). Uma vez que os camundongos NOD falharam na regulacéo
da resposta imune, afetando a capacidade regulatéria das APCs de ativar a populacdo de
linfécitos T reguladores CD4*CD25" e preservar a expressao ideal de Foxp3 nessas células,
os efeitos imunomoduladores do EALFPA poderiam interferir nessa falha e retardar a
progressao da doenca autoimune. No entanto, investigacdes futuras das propriedades dos
polifendis na modulacao das interac6es APC e linfocitos T reguladores devem ser estudadas.
Além disso, também observamos uma reducao significativa na producéo de IFN-y em culturas
celulares mistas tratadas com EALFPA (Gréfico 7E e F) que sugerem inibicao da diferenciacéo
de células efetoras Th1.

Estudos recentes mostraram que as DCs podem participar da regulagdo do DM1,
pois esta relacionada a acao de linfécitos T autorreativos contra as células beta pancreaticas.
A tolerancia mediada por DCs pode ocorrer por meio da privacdo de DCs por aminoacidos
essenciais por deplecdo dos niveis celulares de triptofano, producao de quinureninas; na qual
séo conhecidas por serem toxicas para as células T proinflamatorias e indugcéo de células T
reguladoras.

A tolerédncia mediada por BM-APCs pode ocorrer em resposta a indugdo da
enzima IDO-1, onde a sua atividade enzimatica resulta na depleg&o do triptofano, induzindo a
interrupcao do ciclo celular e aumentando a apoptose das células T (11, 16).

Além disso, a atividade metabdlica do IDO-1 gera quinureninas, que Ssao
conhecidas por serem seletivamente téxicas para linfécitos T efetores, mas induzem a
diferenciacdo de Tregs por meio da sinaliza¢do do receptor de hidrocarboneto aril (11, 16).
Xie et al., 2015 (100), usando modelo experimental camundongos machos doadores C57BL/6
(H2®) e receptores BALB/c (H2%) de transplante de intestino delgado alogénico, mostrou que
as DCs com IDO superexpressas inibiram células efetoras e induziram a geragao de linfocitos
Treg Foxp3*. Jacques et al., 2015 (101) concluiram que a tolerancia imunoldgica que ocorre
em resposta a inducao da enzima IDO resulta na reducéo dos niveis celulares de triptofano e
na producdo de quinureninas (responsaveis por matar os linfocitos T pro-inflamatorias e
induzirem a proliferacao de linfécitos T reguladores). Desta forma, mostramos que EALFPA
induziu BM-APCs a um perfil tolerogénico expressando a enzima IDO-1 (Grafico 9B),
influenciando a diferenciacao de Tregs CD4*CD25*FoxP3* em linfécitos T de camundongos
NOD diabéticos, mas ndo em camundongos NOD nd&o-diabéticos (Grafico 8). Esses
resultados podem indicar que essas BM-APCs tolerogénicas podem converter quinureninas
eficientemente ativadas em um perfil Treg.

Sharma et al.,2009 (102) mostraram que a expresséo de IL-6 foi regulada pela
atividade de IDO 1. Quando a IDO-1 estava ativa, a producdo de IL-6 foi suprimida,
sugestionando um mecanismo molecular chave pelo qual a IDO-1 mantém Treg € bloqueando

a inducgéo de IL-6 em DCs. Koorella et al., 2014 (103) mostraram que a producéo de IL-6 e
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IDO-1 pelas DCs depende das mesmas vias de sinalizacdo induzidas pelas moléculas
coestimuladoras CD80 e CD86, onde a producéo de IL-6 inicia dentro de 4 horas apds a
estimulagdo em contraste com a ativacdo de IDO-1 que ocorre dentro de 24 horas.
Corroborando com estes achados, mostramos que o tratamento com EALFPA induz a
reducao da expressao de CD86 (Grafico 9A) e a producao de IL-6 (Grafico 7 e B), associada
a um aumento na expressao de IDO-1 (Gréfico 9B), apds 96 horas de estimulacéo celular.
Além disso, a supressao mediada por IL-6 pela expressédo de IDO-1 parece crucial para
prevenir a reprogramacédo de Treg em células proinflamatérias com o fen6tipo Th-17 (104).
No presente trabalho demonstramos uma frequéncia aumentada de Tregs em culturas
tratadas com EALFPA (Gréfico 8), mas ndo ha diferengas significativas na producéo de IL-
17A em comparacao com culturas nao tratadas (Grafico 7G e H). Esses resultados podem ser
parcialmente explicados pelo complexo equilibrio das vias de diferenciacdo de quinureninas
Tregs e Th-17, uma vez que as células de ambas as populagbes séo diferenciadas a partir
dos mesmos linfocitos TCD4* virgens com estreita relacao nas vias de diferenciagéo de ambos
os fendtipos funcionais, permitindo uma transdiferenciacdo dessas popula¢gées em funcao dos
estimulos microambientais (104, 105).
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho mostramos que o tratamento com o EALFPA pode induzir perfil
tolerogénico nas BM-APC que podem polarizar quinureninas T ao perfil de Treg. Além disso,
a reducéo significativa na producdo da citocina IFN-y em culturas celulares mistas tratadas
poderia sugerir um efeito inibitério de EALFPA na diferenciacdo de células efetora Thl. Em
conjunto, estes resultados fornecem uma compreensdo adicional das propriedades
imunomoduladoras dos polifendis que compde as folhas de P. alata, que podem representar
um potencial candidato para apoiar o tratamento das respostas inflamatérias autoimunes,
como no caso o DM-1.

O conjunto de nossos resultados contribuem para melhor compreensdo das
propriedades dos polifenéis presentes nas folhas de P. alata visando considerando efeitos
antiinflamatorios e antiproliferativos, e translacionalidade para protocolos clinicos em doencas

inflamatorias cronicas como o DM-1, entre outras.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Modulacdo da resposta inflamatéria sobre
células dendriticas tolerogénicas da medula éssea de camundongos
NOD/Shilt tratados com o extrato aquoso de Passiflora alata." (protocolo n°
3653-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Ricardo de Lima Zollner / Nayara

Simon Gonzalez Schumacher, esta de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagao vigente, LEI N° 11.794, DE
8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

A aprovagao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagao prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CIBio.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 15 de dezembro de
2014.
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Campinas, 15 de dezembro de 2014.
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Prof. Er. Alexandre Leite Rodrigues de Oliveira Fétima_A{onso
Presidente. Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://vaww.ib.unicamp.br/ceea/
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Modulacédo da resposta inflamatéria sobre células dendriticas

Passiflora alata, registrada com o n° 5077-1/2018, sob a responsabllldade de Prof. Dr. Ricardo de Lima
Zollner e Nayara Simon Gonzalez Schumacher, que envolve a produgéo, manutengdo ou utilizagéo de

animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual

de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 29 de novembro de 2018

Finalidade: ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 15/03/2015-15/03/2019 ]

Vigéncia da  autorizacdo  para | 29/11/2018-15/03/2019
manipulagdo animal:

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / NOD/ShilLtJ

No. de animais: 35

Idade/Peso: 04 semanas /20 g

Sexo: fémeas |
Origem: CEMIB/UNICAMP

Biotério onde serdo mantidos os | Laboratério de Imunologia Translacional, FCM/UNICAMP
animais:

A aprovagao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizag&o prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CiBio e &
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 19 de dezembro de 2018.

<
b o At

Prof. Dr ner Jg Favaro
Presidente

Rosangela dos Santos
Secretéria Executiva

final de @ este p até 30 diss apds o encerramento de sua vigéncia; O

IMPORTANTE: Pedimos atenglio ao prazo para envio do

na pégina da CEl
que NOVos pr sejam

, drea do A ndo ap de no prazo
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Aqueous extract of Passiflora alata leaves modulates in vitro the

indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) and CD86 expression in bone
marrow-derived professional antigen-presenting cells polarizing NOD mice

T cells to a Treg profile

Nayara Simon Gonzalez Schumacher ', Luis Gustavo Romani Fernandes ',

Ricardo de Lima Zollner

Laberatary of Tramilstonal femunelogy, Scoal of Medical Sciences, University of Campines (UNICAMP), Compin 15083 855, Beesl
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Antigen-presenting eells and Pasiifiorn slis

Dendritic cells (DCs) and macrophages are professional antigen-presenting cells [pAPCs), numerous o the
pancreas of ponobese diabetic (NOD) mice and playieg an essential role in the ancdmmune response of type 1
diabetes. The expression of the enzyme indoleamine 2,3-dinxygenase (1D4) is a eritical factor for the tolerogenic
activity of pAPCs, acting in the catabolism of trypeophan, providing metabolites that suppress the T cell effeciors
and induce T regulatory cells differentiation. Here we investigated the in vitro mechandsms of Ivophilized
aquesis exiract from Passiflora alata leaves (LAEPAL) that modulates bone marrow-derived professional
antgen-presenting cells (BM-pAPCs), affecting their ability 1o polarize T cells. A cell culture model was defined
using mixed cultures of BM-pAPCs and T lymphocyies NOD mice with stressed MIN-G cells as a source of
pancreatic | cells antigens. We showed that the trearment with 300 ug/mL of LAEPAL induces a significant
decrease in the €I and CD8 T effector lymphocytes prodiferation from diabetic bt not in non-diabetic mice,
fodlosved by a reduction of the IL-6 and IFN-y cytokines release in the cell cultures supernatants. Moreover, we
observed an increase of CD4*CD25 FoxP3 ™ Tregs in the cell culhares from diabetic mice. These results could be
partially explained by the LAEPAL modulatory effects in BM-pAPCs, downregulating the CDHS co-stimulatory
modecule expeession, and increasing [DO-1 expression in F4,/804 BM-pAPCs. These results coniribute o a bet-
ter undersnding of the polyphenols’ immunomodulaiory properties, meaning they could induce tolerogenic
antgen-presenting cells, which could polarize T cells 1o a Treg profile and decrease the activity of CD44 and
CDH- T effectar cells.
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