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RESUMO

O tumor € uma massa heterogénea composta por diversos tipos celulares, como
células imunoldgicas, endoteliais, estromais e tumorais. A interagdo entre estas
células ocorre por contato direto, via ativagdo e/ou inibicdo de receptores ou via
mediadores soluveis, tais como citocinas e quimiocinas. O conjunto de eventos que
ocorre na massa tumoral, também chamado de microambiente tumoral € um
sistema complexo capaz de modular a fungao de células do sistema imunologico o
qual pode favorer ou inibir a progressdo do tumor. Diversos mecanismos como
nutricdo, sobrevivéncia, crescimento e dispersdo de metastases sdo orquestrados
por este microambiente. Os macréfagos associados ao tumor (TAM) sédo as
principais células imunolégicas que atuam no microambiente tumoral, e podem
exercer diversas fungbes que contribuem para a progressdo do tumor, como
angiogénese, crescimento celular e metastase. Como exemplo, em pacientes
oncologicos, o recrutamento de macréfagos em determinados tumores, induzem
maior formagao de coagulos, bem como, angiogénese, o0 que esta relacionado com
o maior desenvolvimento do tumor e maior ocorréncia de metastase.. O Amblyomin-
X € uma proteina recombinante expressa em sistema E.col, sem cauda de histidina,
que foi identificada a partir da biblioteca de cDNA das glandulas salivares do
carrapato Amblyomma sculptum. Estudos in vitro e in vivo com Amblyomin-X
demonstram que esta proteina é capaz de inibir o Fator Xa da cascata de
coagulagao, e possui efeito antitumoral via inibicdo do proteassoma, estresse do
reticulo endoplasmatico e parada do ciclo celular, de forma seletiva ao tumor. Os
efeitos do tratamento com Amblyomin-X reforcam o potencial desenvolvimento da
molécula como um futuro farmaco. No entanto, a estreita relacdo entre os sistemas
de coagulagdo sanguinea e imunologico frente a modulagdo do microambiente
tumoral carece de maiores estudos, para o melhor entendimento da acao desta
proteina em células presentes no microambiente tumoral, especialmente células

imunoldgicas.

Palavras-chave: THP-1; Diferenciagdo celular; Macrofagos tipo 1; Amblyomin-X;
ativacao celular.



ABSTRACT

The tumor is a heterogeneous mass composed of several cell types, such as
immunological, endothelial, stromal and tumor cells. The interaction between these
cells occurs by direct contact, via activation and / or inhibition of receptors or via
soluble mediators, such as cytokines and chemokines. The set of events that occurs
in the tumor mass, also called tumor microenvironment is a complex system capable
of modulating the function of cells of the immune system which may favor or inhibit
tumor progression. Several mechanisms such as nutrition, survival, growth and
dispersal of metastases are orchestrated by this microenvironment. Tumor-
associated macrophages (TAM) are the major immunological cells that act in the
tumor microenvironment, and can exert various functions that contribute to tumor
progression, such as angiogenesis, cell growth and metastasis. As an example, in
cancer patients, recruitment of macrophages into certain tumors induces increased
clot formation, as well as angiogenesis, which is related to increased tumor
development and increased occurrence of metastasis. Amblyomin-X is a protein
recombinant strain expressed in E.coli system, without histidine tail, which was
identified from the cDNA library of Amblyomma sculptum tick salivary glands. In vitro
and in vivo studies with Amblyomin-X demonstrate that this protein is capable of
inhibiting Factor Xa of the coagulation cascade, and has an antitumor effect via
proteasome inhibition, endoplasmic reticulum stress and cell cycle arrest, selectively
to the tumor . The effects of Amblyomin-X treatment reinforce the potential
development of the molecule as a future drug. However, the close relationship
between blood clotting and immunological systems against the modulation of the
tumor microenvironment needs further studies to better understand the action of this
protein in cells present in the tumor microenvironment, especially immunological

cells.

Key words: THP-1; Cell differentiation; Macrophage Type 1; Amblyomin-X; cell

activation
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1) Introducao

1.1) Inflamacao e cancer

O céncer € uma doencga que esta relacionada a desregulagao da proliferagcao
celular; ao desenvolvimento de mecanismos de evasdo do sistema imune e da morte
celular; alteragdes metabdlicas; angiogénese; instabilidade genémica e mutagdes, o
que permite que células normais se tornem células neoplasicas (Hanahan and
Weinberg, 2011). Algumas células tumorais tém a capacidade de se desprender da
massa tumoral e migrar para outros 6rgédos através da corrente sanguinea ou
linfatica, sendo este fendbmeno caracterizado como metastase (Kitamura et al.,
2015). A divisédo celular acelerada leva ao crescimento de uma massa de tecido
sélido e desorganizado, denominado tumor, o qual € caracterizado por ser bastante
heterogéneo, sendo composto por células tumorais; estromais, como por exemplo
fibroblastos e células endoteliais; e células do sistema imune, como macréfagos,
linfocitos e células dendriticas; além de matriz extracelular, a qual pode apresentar
quantidades variaveis dependendo do tamanho tumor (de Visser et al, 2006).

O desenvolvimento do cancer esta associado a diversos fatores ambientais e
genéticos. O estilo de vida do paciente, como tabagismo, obesidade, presenca de
infeccbes crbénicas e exposigdes a substancias cancerigenas sao as principais
causas de cancer relacionadas a fatores ambientais. J& o histérico familiar de
desenvolvimento de tipos especificos de cancer indicam uma predisposi¢ao ligada a
hereditariedade genética. Tais fatores, quando combinados, resultam em uma série
de mutagbes no material genético, fazendo com que a célula ndo passe pelo
processo de senescéncia, se multiplicando indeterminadamente. Além disso, o
microambiente composto por citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
liberados por diversos tipos celulares induz a formag&do de novos vasos sanguineos,
0 que proporciona as condigdes adequadas para o crescimento do tumor e invasao
de tecidos distantes, através da chegada de nutrientes pelo suprimento sanguineo
(Grivennikov et al., 2010) .

Sabe-se que a maioria dos tumores recrutam células imunolégicas, o que
contribui para o desenvolvimento de um quadro inflamatério, principalmente devido a
acéo de células do sistema imune inato, como macréfagos associados ao tumor (na
sigla em inglés TAM, Tumor-Associated Macrophage) (Shiao et al., 2011). A

inflamacé&o proporciona a liberagédo de citocinas e quimiocinas, que juntamente com
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demais fatores liberados por outras células presentes na massa tumoral, como
células estromais, endoteliais e tumorais, desenvolvem um microambiente que é
capaz de modular a acao das células inflamatdrias, resultando no desenvolvimento
de um perfil imunossupressor e desenvolvimento de respostas inflamatérias pro-
tumorais que favorecem o crescimento do tumor (Gajewski et al., 2013). Dessa
forma, as células inflamatorias presentes no tumor liberam citocinas que auxiliam na
progressdo dos mecanismos necessarios para o desenvolvimento tumoral, como
angiogénese, replicagdo celular ilimitada, invasdo e metastase. Este fenbmeno é
denominado imunoedicdo, em que a medida que o tumor cresce, ha o
desenvolvimento de um microambiente tumoral imunossupressor, que estimula o
desenvolvimento de mecanismos de evaséo da resposta imune protetora (Smyth et
al., 2006).

Vesely e colaboradores descrevem em seu trabalho as varias interagdes
entre a imunidade inata e adaptativa no cancer sugerindo um modelo dinamico de
imunoedigdo, onde células como macréfagos M2, MDSC, TH17, Treg e TCD8"
expressando o receptor CTLA-4 estdo presentes na inflamacgao cronica e favorecem
0s processos relacionados a progressao tumoral. Em contra partida, os autores
ainda apontam a importancia das células NK, NKT, TCD8", TCD4", Macrofagos M1,
DCs, célula Tyd e as citocinas IL12 e IFN-gama no equilibro e eliminagao de células

tumorais, conforme ilustrado na figura 1.
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Figura 1: Imunoedicdo do processo tumoral: envolvimento da Imunidade Inata e adaptativa na
erradicacao, equilibrio e promogao tumoral, adaptada de Vesely, 2011

As principais células imunologicas encontradas no tumor e que contribuem

para o desenvolvimento do microambiente tumoral sdo os linfécitos (Gajewski et al.,

2013), e macrofagos associados ao tumor (TAM)

, que possuem importante papel no

desenvolvimento do quadro inflamatorio (Grivennikov et al., 2010). TAMs participam

de diversos processos envolvidos no desenvolvimento tumoral e metastase, desde a

angiogénese, até a transicdo epitélio-mesenquimal, transporte de células tumorais

na corrente sanguinea, intravasdo e extravasdo de células tumorais dos vasos
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sanguineos e preparagdao do nicho pré-metastatico. Aléem disso, também estao
relacionados com a liberagdo de citocinas que contribuem para o desenvolvimento
do microambiente tumoral e modulagao de células do sistema imunoldgico (Kitamura
et al., 2015; Noy and Pollard, 2014).

Diversos tipos de tumores apresentam infiltrados linfocitarios, apresentando
linfocitos T CD4+, os quais podem liberar citocinas que contribuem ou inibem o
crescimento do tumor dependendo do microambiente tumoral desenvolvido; e
linfécitos TCD8+, os quais estao relacionados com o melhor progndstico do céncer e
desenvolvimento de respostas antitumorais, apesar de também serem modulados
pela acdo de outras células inflamatodrias presentes no tumor (Grivennikov et al.,
2010; Gajewski et al., 2013).

Outro tipo celular que também esta presente no tumor e possui sua fungao
alterada devido a agdo do microambiente tumoral sdo as células dendriticas, as
quais podem exercer um papel pré-tumoral através da maior expressao de
moléculas regulatérias da resposta imunolégica antitumoral, como PD-1; e da
reducdo da ativagdo do sistema imunologico adaptativo de combate ao tumor,
devido ao fato de que o microambiente tumoral é capaz de reduzir o potencial de
apresentacao de antigenos destas células (Tran Janco et al., 2015).

E importante notar também que os tipos de células imunoldgicas presentes
em cada tumor varia de acordo com o tipo de cancer que o paciente apresenta, bem
como a fungcdo de tais células pode variar segundo o microambiente tumoral
desenvolvido, o que faz com que diferentes tipos de tumor apresentem mecanismos
diferentes de desenvolvimento (Grivennikov et al., 2010).

Tais células inflamatorias liberam diversas citocinas, como IL-103, IL-6, IL-11,
IL-22,TNF-alfa e TGF- que s&o capazes de se ligarem a receptores presentes na
membrana plasmatica de células tumorais e desencadear diversas vias de
sinalizacao intracelulares, provocando a ativagao de alguns fatores de transcri¢ao
como STAT3, NF-kB e AP-1, os quais ativam genes relacionados com a
sobrevivéncia, proliferacdo e crescimento celular; producédo e liberagdo de citocinas;
angiogénese e motilidade, o que contribui para o crescimento da massa tumoral
(Grivennikov et al., 2010). Tais citocinas também participam do processo de
metastase, exercendo diferente fungdes, como preparacdo do nicho pré-metastatico,

sintese de metaloproteinas de matriz, transicao epitélio-mesenquimal de células
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tumorais, bem como intravaséo e extravasao de tais células nos vasos sanguineos
(Kitamura et al., 2015; Noy and Pollard, 2014).

Além disso, diversos estudos ja comprovaram que além da agao do sistema
imunolégico no microambiente tumoral, o sistema hemostatico também exerce
importante fungdo no mesmo, contribuindo para o desenvolvimento tumoral. Alguns
estudos demonstram que o tumor induz o estado de hipercoagulabilidade, e
predispde a formacédo de coagulos e trombose; ao passo que a fibrindlise afeta a
biologia do tumor, reduzindo o crescimento do mesmo, a angiogénese e a taxa de
metastase (Wang et al., 2012). Dessa forma, a indugdo ao estado de
hipocoagulagdo em casos de desenvolvimento tumoral pode reduzir o crescimento

do mesmo.

1.2) Macréfagos associados ao tumor (TAM)

Os macrofagos associados ao tumor sdo considerados as células mais
importantes no desenvolvimento da inflamagdo e do microambiente tumoral,
liberando grandes quantidades de citocinas que promovem o crescimento tumoral,
como IL-6, TNF- alfa e IFN-gama (Grivennikov et al., 2010; Noy and Pollard, 2014) .
Assim como demais células do sistema imunologico, os macréfagos recrutados para
0 ambiente tumoral apresentam inicialmente respostas antitumorais. No entanto, ao
passo que o microambiente tumoral se desenvolve, a resposta imunoldgica destas
células € modulada, sendo caracterizada pelo seu papel imunossupressor e pro-
tumoral (Qian and Pollard, 2010).

TAMs participam de diferentes processos necessarios para a progressao do
tumor, como angiogénese, invasado, motilidade, intravaséo, extravasao, crescimento
celular e até mesmo preparagao do nicho pré-metastatico (Kitamura et al., 2015; Noy
and Pollard, 2014). Estes mecanismos pro-tumorais ocorrem devido a liberagao de
diferentes citocinas, como CSF-1, EGF e TGF-beta; quimiocinas, como CCL22,
CCL5 e CCL20; algumas enzimas, como Arginase-l; bem como a expresséo de
algumas moléculas em sua membrana plasmatica, como PD-L1 e B7, que sao
capazes de se ligarem a receptores PD-1 e CTLA-4, respectivamente, que quando
ativados levam a imunossupressao de diversas células efetoras do sistema imune,
como linfocitos T CD4+ e T CD8+ (Noy and Pollard, 2014) .

As citocinas liberadas pelos macréfagos associados ao tumor (TAM) também

sao responsaveis pela modulagdo do perfil imunossupressor do microambiente
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tumoral, juntamente com demais citocinas liberadas pelas diferentes células
presentes no tumor, 0 que acarreta no desenvolvimento, recrutamento e
sobrevivéncia de linfécitos T reguladores; inativagdo de linfocitos T citotoxicos; e
inativagao e diminuicdo da maturagao de linfécitos T CD4+, fazendo com que estas
células apresentem perfil imunossupressor, o que contribui para o crescimento
tumoral (Grivennikov et al., 2010; Noy and Pollard, 2014; Qian and Pollard, 2010).

Além disso, sabe-se também que ha uma significante relagdo entre a
formagdo de coagulos e o recrutamento de macréfagos, o que contribui com o
desenvolvimento tumoral e o maior indice de metastases (Gil-Bernabe et al., 2012).
Devido ao fato de que as células tumorais apresentam maior expressao do Fator
Tecidual, também conhecido como Fator Ill, o qual é responsavel por iniciar a via
extrinseca da cascata de coagulagdo (Lima and Monteiro, 2013), ha a maior
formagdo de coagulos em regides proximas ao tumor. Alguns macrofagos, em
especial aquelas células que expressam CD11b, sdo capazes de se interagir com
alguns componentes do coagulo, como fibronectina, e desencadear uma série de
acdes sobre o tumor relacionados a sobrevivéncia das células tumorais e 0 processo
de metastase, através da liberagdo de citocinas (Gil-Bernabe et al., 2012).

Outro fator que contribui para o maior indice de formagado de coagulos em
pacientes oncoldgicos, € a maior expressédo dos fatores de ativagdo da cascata de
coagulagdo, os quais juntamente com o Fator Tecidual, expresso nas células
tumorais, desencadeiam uma série de sinalizagdes intracelulares que culminam na
angiogénese tumoral e crescimento do mesmo (Lima and Monteiro, 2013). Ademais,
tais proteinas também podem agir como mediadores capazes de modular o perfil de
ativagdo dos macrofagos recrutados devido a formagao do coagulo, o que resulta no
perfil imunossupressor e pro tumoral (Ma et al., 2011). Sendo assim, inibidores dos
fatores de ativagdo da cascata de coagulagédo sao alternativas para o tratamento do

cancer e reducao de metastases (Lima and Monteiro, 2013).

1.3) Amblyomin-X

O Amblyomin-X, € uma proteina recombinante, com massa molecular de
cerca de 13 KDa, capaz de inibir o fator X ativado da cascata de coagulagdo, com Ki
na faixa de 4 uM, de forma ndo competitiva. Esta molécula foi encontrada a partir de
estudos de uma biblioteca de cDNA das gléandulas salivares do carrapato

Amblyomma sculptum, popularmente conhecido como Carrapato Estrela (Branco et
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al., 2016). Esta proteina apresenta o dominio do tipo Kunitz, o qual também esta
presente em alguns inibidores da cascata de coagulagdo, como TFPI ou inibidores
TFPI-like (Batista et al., 2010).

Alguns inibidores da cascata de coagulagdo, como heparina, TFPI e outros
inibidores do fator X ativado, possuem efeitos anti-angiogénicos, antitumorais e
antimetastaticos (Wang et al., 2012; Zalpour et al., 2011). O Amblyomin-X também &
capaz de reduzir a massa tumoral e metastase em tumores solidos (Ventura et al.,
2013), através da indugéo a apoptose devido a inibigdo do proteassoma e parada do
ciclo celular (Chudzinski-Tavassi et al., 2010; Maria et al., 2013). Aléem disso, o
tratamento de animais saudaveis com a proteina recombinante ndo apresentou
toxicidade para células em estado fisiologico e demais 6rgdos saudaveis, indicando
um mecanismo de seletividade para células tumorais (Chudzinski-Tavassi et al.,
2010).

Como ja descrito anteriormente, o sistema imunologico exerce papel
importante no microambiente tumoral, principalmente devido a imunoedi¢cdo
realizada pelas microambiente tumoral (Gajewski et al., 2013). Dessa forma, a
modulag¢ao da fungdo das células imunolégicas no ambiente tumoral pode favorecer
a redugdo do tumor, bem como a diminuicdo das taxas de metastase. Dados
recentes do grupo demonstraram, em modelo translacional de tumor renal, que o
tratamento com Amblyomin-X demonstrou o maior recrutamento e ativagdo de
linfocitos T CD4+, T CD8+ e células NK, além de alterar o perfil de citocinas e
induzir a modulacg&o do tipo de resposta pro-inflamatoria no microambiente tumoral
favorecendo o efeito antitumoral da molécula.

Dessa forma, o Amblyomin-X € uma molécula capaz de induzir a apoptose
seletiva de células tumorais, bem como a redugdo de metastases, através da
inibicdo do proteassoma, sendo que seu efeito antitumoral é intensificado pela acao
de células imunoldgicas, devido a sua potencial atividade imunomoduladora. Além
disso, o Amblyomin-X também é capaz de inibir a cascata de coagulagao, a qual
desempenha importante funcdo quanto a sobrevivéncia e dispersdo de células
tumorais através de mecanismos relacionados ao recrutamento, ativacido e
modulagdo de macréfagos. Assim sendo, € de grande relevancia compreender
melhor o efeito do Amblyomin-X no processo de ativagdo dos macrofagos.
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1.4) Linhagem celular de monécito humano - THP-1

Diversos estudos tém como objetivo compreender melhor o papel de
monaocitos e macrofagos no contexto de diversas doengas, uma vez que o sistema
imunoldgico exerce importante papel no desenvolvimento de algumas doencgas
cronicas, como cancer, diabetes e osteoartrite. O uso de linhagens celulares é
bastante difundido na area da pesquisa visando o melhor controle de variaveis afim
de elucidar o entendimento acerca do objeto de estudo. A THP-1 é uma linhagem
de mondcito cultivada em suspensao e que responde a diferenciagao para células
de origem mieloide dependendo do tipo de estimulo. Classicamente, a THP-1 pode
ser induzida a diferenciag&o celular para macréfagos quando tratada com ésteres de
forbol, como o PMA (forbol-12-miristato-13-acetato); ou demais moléculas, como
1,25 — dihidroxivitamina D3 (Daigneault et al., 2010).

A THP-1 (ATCC® TIB 202) foi estabelecida em 1980, e obtida a partir do
sangue periférico de uma crianga portadora de uma doenga denominada leucemia
monocitica aguda (Tsuchiya et al., 1980). E caracterizada por ser cultivada em
suspensao e apresentar morfologia arredondada, alta refringéncia, e compartilhar
algumas caracteristicas especificas de mondcitos humanos, como expressao de
alguns marcadores (Qin, 2012).

A THP-1 € uma das linhagens celulares mais utilizadas em pesquisas, devido
ao fato de apresentar algumas vantagens em relagdo ao uso de monécitos humanos
primarios, como acessibilidade facil e rapida, pelo fato de poderem ser congeladas
por muito tempo sem que a viabilidade ou capacidade de diferenciagdo seja
alterada; alto indice de proliferagdo; baixo risco de contaminagdo com demais tipos
celulares; e background genético homogéneo, o que reduz o grau de variabilidade
de fendtipo celular . Além disso, alguns estudos ja demonstraram que a THP-1
apresenta um fenotipo mais semelhante a de mondcitos humanos em relagédo a
outras linhagens monociticas, como por exemplo a U937 (Qin, 2012; Forrester et al.,
2018).

Na literatura, o agente indutor da diferenciagdo celular mais utilizado é o
PMA, o qual é capaz de ativar a enzima PKC (Protein Kinase C), proteina presente
em vias de sinalizacido intracelulares relacionadas a diferenciagado e proliferacéao
celular (Daigneault et al., 2010). Sabe-se que o tratamento de células THP-1 com

PMA ativa majoritariamente a isoforma PKCd (Schwende et al., 1996), através da
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ligagdo do agente indutor no dominio N-terminal da proteina PKC, o que induz a
translocacdo da mesma para o seu sitio de acédo, que resultara na ativagdo de
fatores de transcricdo como NF-kB e AP1 (Park et al., 2007). Além disso,
anteriormente ao inicio do processo de diferenciagdo celular, o PMA inibe a
progressao do ciclo celular na fase G1/S, através da ativagdo da via de sinalizagao
MAPK de maneira dependente da producdo de ROS (Reactive Oxygen Species).
Sendo assim, estudos sugerem que a ativagédo da via de sinalizagdo Raf/MEK/ERK
pode interferir de maneira direta ou indireta na regulagdo da expressé&o génica que
ocorre no processo de diferenciagéo celular (Traore et al., 2005).

2) Objetivo
Avaliar o efeito do Amblyomin-X na ativacdo e modulagdo de macrofagos

derivados da linhagem celular THP-1.

3) Materiais e Métodos

3.1) Cultura de células

As células foram cultivadas em suspensdo em meio RPMI 1640 como
recomendado pela ATCC®, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1%
de L-glutamina em garrafas de 125 cm® com volume total de 30ml, & 37°C e
atmosfera de 5% de CO,. A troca de meio foi realizada a cada trés dias, com
densidade inicial de 200.000 células/ml, seguindo as recomendagdes descritas pela
ATCC®.

3.2) Diferenciagao da linhagem THP-1 em macréfagos utilizando PMA

Alguns protocolos de diferenciagcéo celular da linhagem THP-1 em macréfagos
induzida por PMA foram testados, a fim de padronizar a melhor condigcdo para o
presente estudo. Ha diversos estudos com protocolos divergentes quanto a
concentracdo de PMA, o periodo de tratamento e o tempo de descanso. Apds uma
breve analise da literatura, notou-se que a concentracdo de PMA variava entre 5nM
e 200nM entre os diferentes protocolos. Além disso, os periodos de tratamento eram
inversamente proporcionais as concentragbes de PMA, ou seja, quanto maior
concentracdo de PMA, menor o periodo de tratamento. Sendo assim, foram

encontrados protocolos que apresentavam tempo de tratamento de 24horas a 4
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dias. Por fim, também observou-se que o tempo de descanso variava de modo
proporcional a concentracdo de PMA utilizada, apresentando uma variacdo de 24
horas a 5 dias dentre os diferentes protocolos estudados.

A fim de selecionar o protocolo mais adequado para a realizacdo dos
experimentos, testou-se 4 protocolos distintos, sendo eles:

100nM de PMA durante 3 dias + 5 dias de descanso
100nM de PMA durante 3 dias + 3 dias de descanso
100nM de PMA durante 2 dias + 24 horas de descanso
25nM de PMA durante 2 dias + 24 horas de descanso

> W bh -

Todos os protocolos foram realizados utilizando 2x10° células em garrafas de 25

cm?®, com volume total de 5 ml.

Preparacao do meio para diferenciagao

O PMA (Sigma) utilizado para realizagdo de todos os experimentos foi diluido
conforme instrugdes fornecidas pelo préprio fabricante, e aliquotado em eppendorf
ambar, com volume de 15ul cada na concentragdo de 1mg/mL, e armazenado a -
20°C.

Cada aliquota de PMA foi utilizado uma unica vez, sendo a fragdo nao
utilizada descartada. Preparava-se o volume necessario de meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de SFB, em tubos Falcon, e em seguida, acrescentava-se o
PMA conforme a molaridade de cada condi¢cdo. Por fim, colocava-se 5 ml deste
meio, juntamente com as células, em cada garrafa, e incubava-se por 48 horas em
estufas a 37°C e 5% de COa.

Preparagcao do meio para o periodo de descanso

Apods o periodo de tratamento com PMA, o meio foi aspirado e adicionado 5 mi
de meio RPMI 1640 fresco, suplementado com 10% de SFB e 1% de L-glutamina,
durante os periodos estabelecidos, em estufas a 37°C e 5% de CO..

3.3) Tratamento e coleta das células
Apoés a diferenciagdo em macrofagos, as ceélulas foram tratadas com 50uM de

Amblyomin-X com volume final de 2,5ml de meio, em privagédo de soro fetal bovino,
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em garrafas de 25 cm®. Os tratamentos foram realizados durante 12 e 24 horas, em
quatro condigdes distintas, sendo elas:

e THP-1 sem tratamento;

e THP-1 tratada com 50uM de Amblyomin-X;

* macrofago sem tratamento;

* macrofago tratado com 50uM de Amblyomin-X.

Ao término de cada uma das condi¢cdes de tratamento acima citadas, as células
eram coletadas e ressuspendidas em PBS 1X. Previamente ao inicio dos protocolos
dos diferentes experimentos subsequentes, avaliava-se o numero de células
recuperadas e a viabilidade celular através do método de exclusao pelo corante Azul

de Tripan.

Processo de coleta de células THP-1 apds o tratamento
Para obtencéo das células THP-1, coletava-se todo o meio em tubos Falcon,
centrifugava-se por 5 minutos a 1100 rpm, descartava-se o sobrenadante, e entdo, o

pellet de células era ressuspendido em 1ml PBS 1X.

Processo de coleta de macroéfagos derivados de THP-1 apds o tratamento

Como os macrofagos derivados de THP-1 s&o células aderentes, é
necessario utilizar alguma reacdo enzimatica para solta-los da garrafa. Para tanto,
foi utilizado o reagente TripLE Express, o qual € um substituinte direto da Tripsina, e
que através da reacdo de protease recombinante cliva a porgdo C-terminal das
proteinas de adeséo celulares. O mesmo foi escolhido devido ao fato de apresentar
maior eficiéncia, menor degradagcdo de proteinas celulares e maior rapidez em
relacdo a Tripsina.

Sendo assim, para execug¢ao do protocolo de obtengdo dos macréfagos, o meio
foi aspirado, e a garrafa lavada somente uma vez com 5ml de PBS 1X. Em seguida,
2ml de TripLE Express foi adicionado por 20 minutos em estufa a 37°C e 5% de
CO.,. Apods o periodo de incubacao, acrescentou-se 2ml de PBS 1X, uma vez que o
TripLE Express ndo necessita de nenhum inibidor para ser inativado, bastando
apenas a diluicdo do mesmo. Por fim, coletava-se todo o volume em tubos Falcon,
centrifugava-se por 5 minutos a 1100 rpm, descartava-se o sobrenadante e o pellet
de células era ressuspendido em 1ml de PBS 1X.
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3.4) Avaliacao da taxa de diferenciagdao celular por HCS (High Content
Screening)

High Content Screening (HCS) é uma tecnologia avangada que permite a
aquisicao de forma automatizada de imagens de microscopia de fluorescéncia em
alta resolucao, as quais estao acopladas a um sistema de analise quantitativa. Neste
processo analitico, além de obter dados quantitativos em larga escala relacionados a
morfologia celular (morfometria), também podemos extrair dados quantitativos
baseados na intensidade de fluorescéncia de marcadores especificos. Devido aos
diversos avangos tecnoldgicos na ciéncia, como microscopios automatizados,
melhoramento de softwares de analise de imagens, plataformas de softwares
integrados e acesso a banco de dados, o HCS é capaz de avaliar uma grande
quantidade de amostras de maneira rapida e eficaz, o que contribui para que esta
seja uma das metodologias mais utilizadas recentemente na busca de novas drogas,
além de estudos de larga escala para compreenséo de sistemas bioldgicos e efeitos
de pequenas moléculas na biologia celular (Zanella et al, 2018).

Esta ferramenta foi utilizada com o objetivo de avaliar a taxa de diferenciagao
celular a partir da analise da variagcdo do nivel de expressdo de receptores de
membrana caracteristicos de células THP-1 e macréfagos, apdés o protocolo de
diferenciagao celular com PMA.

Escolha dos protocolos de diferenciagcao celular e obtengdo das amostras

Visando a padronizagdao da diferenciacdo celular de THP-1 em macrofagos,
foram testados varios protocolos de diferenciacdo celular conforme descritos
anteriormente. Durante este processo, as células foram observadas por microscopio
optico de luz, a fim de avaliar quais procedimentos testados resultariam em
alteragdes morfologicas. Dos quatro protocolos testados, apenas dois indicaram
adequada mudanga morfologica caracteristica de macréfagos, os quais foram
escolhidos para analise dos receptores por HCS, sendo eles:

1) Tratamento com 25nM PMA por 48 horas + 24 horas de descanso

2) Tratamento com 100nM PMA por 48 horas + 24 horas de descanso

Para realizacdo do experimento, foram plaqueadas 4x10° células em 2
garrafas de 25 cm?®, para cada um dos protocolos listados acima, e as células foram
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tratadas por 48 horas com as diferentes concentragdes de PMA. Apds o periodo de
tratamento, as células foram coletadas segundo o protocolo descrito anteriormente.
Em seguida, plaqueou-se 4x10* células por pogco em uma placa de 96 wells, estéril,
preta, uClear e especifica para HCS (Greiner, No.: 675986). Apos o plagueamento,
as células descansaram durante 24 horas em meio fresco, na estufa a 37°C e 5% de
CO..

Sele¢cdo dos marcadores de diferenciacao celular

Para avaliagao da taxa de diferenciacio celular, escolheu-se os receptores de
membrana CD11b, como marcador para macrofago; e CD14, como principal
indicador de células THP-1, conforme descrito na literatura (Forrester et al., 2018;
Qin, 2012).

Protocolo de marcacgao para imunofluorescéncia

Apos a realizagdo da diferenciagcdo celular, iniciou-se o protocolo de
marcagao para imunofluorescéncia, o qual € composto por quatro etapas principais.
A primeira delas é a etapa de fixacdo celular, em que se utiliza uma solugcdo de
PHEM (2 mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCl,, 60 mM PIPES - pH 6.9)
contendo PFA 4% durante 30min a temperatura ambiente, seguido por 3 lavagens
com PHEM-Glicina, com um intervalo de 5min entre elas. O préximo passo consistiu
na etapa de bloqueio por 30min, em solugcdo BSA 1%, a temperatura ambiente. Em
seguida, as células foram incubadas com os anticorpos primarios, overnight, a 4°C.
No dia seguinte, elas foram lavadas 3 vezes com PHEM; finalmente, as células
foram incubadas com os anticorpos secundarios, durante 1h a temperatura
ambiente. Apos esta etapa, as celulas foram lavadas 3 vezes com PHEM e mantidas
com 200uL de PBS. E importante ressaltar que a escolha dos fluoréforos foi
estratégica e determinada pela configuragdo do equipamento de aquisicdo das
imagens. Simultaneamente a marcagdo com os anticorpos secundarios, o DNA
nuclear foi corado com Hoechst 33342 (5uM — Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific) por 1h a temperatura ambiente.

Aquisigao e analise dos dados
As imagens foram adquiridas no equipamento ImageXpress Micro Confocal
High-Content Imaging System (Molecular Devices, USA) de acordo coma
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recomendagoes do fabricante. Os dados foram adquiridos e analisados pelo
software MetaXpress 6 High Content Image Acquisition and Analysis Software
(Molecular Devices, USA). A aquisigao das imagens e quantificagdo da intensidade
de fluorescéncia foram conduzidas automaticamente através do software
MetaXpress, usando a objetiva de 20X. Para cada condi¢ao de tratamento e filtro do
equipamento, foram adquiridas 9 imagens por po¢o em triplicata. Em todos os
casos, também foi realizada a contagem do numero de células por pogo. A
expressdo dos marcadores foram determinadas e quantificadas através de
mudangas da intensidade do sinal de fluorescéncia (MFI — Median Fluorescent
Intensity) usando o médulo “Multi Wavelenght Cell Scoring”. Os valores plotados nos
graficos correspondem a média da intensidade de fluorescéncia obtida a partir da
média dos 9 sitios analisados por pogo, cuja mediana foi normalizada pelo numero
de células adquiridas.

3.5) Avaliagdo do estado de ativagcdao celular apés o tratamento com
Amblyomin-X por Citometria de Fluxo por Imagem

A citometria de fluxo por imagem € uma técnica que integra a citometria de fluxo
convencional e a microscopia de fluorescéncia, o que permite a obtencdo de uma
imagem em alta resolugcdo de cada célula que passa ao longo do sensor de fluxo,
sendo possivel identificar cada evento obtido a partir da citometria de fluxo através
das imagens adquiridas em tempo real (Han et al., 2016). Assim, esta técnica
possibilita analises morfolégicas e fenotipicas, como tamanho celular e expressao
proteica, de cada célula, bem como a regido da célula em que €& expressa,
possibilitando a distingdo de populagbes heterogéneas, de forma rapida e eficiente
(Barteneva et al., 2012).

Esta técnica foi utilizada com o objetivo de avaliar o estado de ativagéo celular, a
partir da analise e quantificagdo do nivel de translocagdo nuclear do fator de
transcricdo STAT3 e da proteina p38.

Processo de obtencao das amostras

Para coleta das amostras foram diferenciadas 4x10° células em 2 garrafas de
25 cm?®, para cada condigdo de tratamento. A diferenciagdo celular foi realizada de
acordo com protocolo padronizado anteriormente, em que utiliza-se 25nM de PMA
durante 48 horas, seguido de 24 horas de descanso em meio fresco. Apds a
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diferenciagao, as células foram tratadas com Amblyomin-X (50uM) durante 24 horas.
Ao final do tratamento, o pellet de células foi coletado e iniciou-se o protocolo de
marcagdo para imunofluorescéncia, semelhante aquele descrito para HCS. O
experimento foi realizado em triplicata biologica.

Aquisigao e anadlise dos dados

O equipamento utilizado para realizagdo do experimento foi o ImageStream®*
Mark Il (Millipore). Para aquisicdo e analise dos dados utilizou-se os softwares
INSPIRE® e IDEAS®, respectivamente, ambos fornecidos pelo proprio fabricante.

3.6) Analise da modulagdo de citocinas induzida pelo tratamento com
Amblyomin-X através da técnica de Multiplex
A metodologia multiplex consiste em um ensaio imunolégico multiparamétrico,
que permite a quantificagdo de diversos mediadores liberados para o sobrenadante
de cultura de forma simultanea, com alta sensibilidade de detegcdo e rapida. A
tecnologia Luminex xXMAP®, ¢é baseada na deteccdo de esferas magnéticas
recobertas por anticorpos contra cada analito que pretende-se detectar em um meio
soluvel, seja plasma, soro, lisado celular ou sobrenadantes. Cada esfera magnética
recorbeta pelos anticorpos a serem analisados, possui uma caracteristica de cor e
tamanho. Apds a reagao de ligacdo entre as diferentes esferas e seus respectivos
analitos um anticorpo de revelacdo acoplado ao fluorocromo Ficoeritrina é
adicionado, o qual ira se ligar apenas nos sitios que houveram ligagdo com os
mediadores investigados. Enquanto a intensidade de fluorescéncia identifica os
niveis em pictogramas/mL, as caracteristicas de cada esfera magnética possibilita a
distingdo entre cada um dos analitos. Sendo assim, a identificacdo de cada citocina
€ baseada nas caracteristicas das esferas magnéticas, ao passo que a quantificagao
das mesmas ocorre pela intensidade de fluorescéncia do anticorpo secundario
(Chowdhury et al., 2009)
Esta técnica foi utilizada com o objetivo de analisar a modulagao da liberagao
de citocinas induzida pelo tratamento com Amblyomin-X, a partir da quantificagdo do

nivel de expressado de um conjunto de citocinas pré-determinados.
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Processo de obtengao das amostras

Para coleta das amostras, foram diferenciadas 4x10° células em 2 garrafas de
25 cm?®, para cada condigdo de tratamento. A diferenciagdo celular foi realizada de
acordo com protocolo padronizado previamente, em que utiliza-se 25nM de PMA
durante 48 horas, seguido de 24 horas de descanso em meio fresco. Apds a
diferenciagado, as ceélulas foram tratadas com Amblyomin-X (50uM) durante 12 e 24
horas, como descrito anteriormente. Apds os periodos de tratamento, coletou-se
separadamente o sobrenadante de cada garrafa em tubos Falcon e centrifugou-se.
Em seguida, foram colhidas trés aliquotas de 100ul de cada uma das condi¢des de
tratamento e congelou-se em freezer -20°C. O experimento foi realizado em triplicata

bioldgica.

Selegcao dos analitos
Neste experimento, foram analisados 24 analitos, conforme disposto no kit
para multiplex HMCYTOMAG — 60K - 24 (Millipore) listados na Tabela 1.

Lista de analitos kit HMCYTOMAG-
60K-24

FGF-2 MCP-3 IL-6
EGF IL-12P70 | IL-8
TGF-alfa CD40L IP-10
G-CSF IL-17A MCP-1
GM-CSF IL-1alfa MIP-1alfa
IFN-Alfa2 IL-1beta MIP-1beta
IFN-Gama | IL-2 TNF-alfa
IL-10 IL-4 TNF-beta

Tabela 1: analitos avaliados no kit HMCYTOMAG — 60K — 24 utilizado para realizagdo do experimento

Aquisigao e analise dos dados

Para execucdo do experimento, seguiu-se todas as instru¢gdes contidas no
protocolo fornecido pelo fabricante do kit. O equipamento utilizado para realizagao
do experimento foi o Luminex 200 (Merck). Os dados foram adquiridos utilizando o
software Xponent, e a analise dos mesmos foi realizada pelo software Milliplex
Analysis, ambos fornecidos pelo préprio fabricante.
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3.7) Avaliagao da expressao génica induzida pela diferenciagao celular e pelo
tratamento com Amblyomin-X pela técnica de qRT-PCR

O PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) € um método que permite
quantificar a expressao de mRNA de maneira altamente sensivel, sendo derivada da
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional. O processo de
amplificacdo das amostras no qRT-PCR ocorre de maneira similar ao PCR,
apresentando uma fase de desnaturacdo dos acidos nucleicos, seguida pelo
anelamento dos primers e a agao polimerasica da DNA Polimerase. No entanto, na
reacdo do gqRT-PCR sao adicionados corantes fluorescentes que sdo capazes de se
ligar as fitas de DNA durante a sua sintese, permitindo a quantificagdo das amostras
em tempo real, a qual pode ser realizada de duas maneiras. A primeira delas é a
quantificagéo relativa que baseia-se na analise comparativa da expressao génica de
uma molécula alvo em diferentes condigcbes em relagdo a um controle interno de
referéncia, também conhecido como gene normalizador, o qual deve ser um gene de
expressao constitutiva. Ja a quantificagdo absoluta visa calcular o numero exato de
moléculas de um determinado transcrito alvo em qualquer situagao, inclusive na
auséncia de um gene normalizador, utilizando como referéncia uma curva de
calibragao gerada a partir de diluigbes seriadas de uma quantidade inicial conhecida
da molécula alvo. Neste caso, sera utilizado o método de quantificagao relativa.

Este método foi utilizado a fim de avaliar a expressédo génica induzida durante a
diferenciagcado de células THP-1 em macréfagos, bem como pelo tratamento com
Amblyomin-X.

Processo de obtencao das amostras

Para obtencdo das amostras, foram diferenciadas 4x10° células em 2 garrafas de
25 cm®, com um volume final de 5ml de meio, para cada condicdo de tratamento. A
diferenciagao celular foi realizada de acordo com protocolo descrito anteriormente,
em que foi utilizado 25nM de PMA durante 48h, seguido de 24h de descanso em
meio fresco. Apos a diferenciagcdo, as células foram tratadas com Amblyomin-X
(50uM) durante 12 e 24h, como descrito anteriormente. No final do tratamento, o
pellet de células foi coletado e congelado em freezer -150°C até que todas as
amostras fossem obtidas. Foi realizada triplicata biolégica para cada condi¢ao

experimental.
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Extracdo do RNA total, purificagao e tratamento com DNAse

O isolamento do RNA foi purificado e tratado com DNAsel utilizando o kit
RNAspin (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do fabricante, alterando-se
apenas o tempo de incubacdo com a DNAsel de 15 min para 1h. O RNA purificado
foi armazenado a -80°C.

Avaliacao da integridade do RNA

As amostras de RNA foram quantificadas por sua densidade Optica a 260nm, e
sua pureza atestada pelas razbées 260/280nm e 260/230nm. As medidas foram
realizadas no espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific). Também realizou-se
a quantificacdo de mRNA pelo ensaio de fluorescéncia por Ribogreen, o qual
consiste em um método de alta sensibilidade para quantificacdo de acidos
nucleicos.O RNA foi analisado quanto a sua integridade utilizando-se o equipamento
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), que realiza uma eletroforese capilar de alta
resolugdo. A integridade das amostras foi avaliada com o programa 2100 Expert
(Agilent Technologies). Este programa atribui um valor de integridade de RNA (RNA
Integrity Number, RIN), que permite uma estimativa da integridade das amostras de
RNA por meio da analise das intensidades das bandas de todo o tragado
eletroforético da amostra, e ndo apenas da razdo entre as bandas dos RNAs
ribossomais. Apenas amostras que tinham uma boa integridade (RIN > 7) foram

utilizadas em todos os experimentos.

Transcricao reversa e sintese do cDNA

Para a transcrigdo reversa e sintese de cDNA fita simples foram utilizados 325 ng
de RNA total de cada condigao experimental. Cada amostra foi transcrita com o kit
SuperScript Il First Strand Synthesis Mix (Invitrogen), utilizando oligonucleotideos
iniciadores oligo-dT(20), segundo as recomendacdes do fabricante, com incubagéo a
50°C. E importante mencionar que uma pré-incubagdo de 3 min a 85°C foi
introduzida no protocolo, antes da fase de anelamento, para desnaturar
completamente o RNA. Apods o término da fase de anelamento, a reagao foi mantida
a 50°C por 2h, para a adigdo da enzima em tampao pré-aquecido a 50°C,
eliminando-se a etapa de resfriamento no gelo descrita no protocolo do fabricante. O
cDNA obtido foi diluido 10X antes da utilizagdo nas reagdes subsequentes das
PCRs.
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PCR em tempo real — quantificagao relativa

As reagdes das PCRs em tempo real (QPCR) para a quantificagao relativa foram
feitas em duplicata em um volume de 8uL contendo 4uL de SYBER Green Fast
Master Mix (Applied Biosystems), 2uL de cDNA da transcrigdo reversa (RT) (diluido
1:10) e 400nM de cada par de oligonucleotideos iniciadores (Forward e Reverse)
especificos para cada gene. A concentragdo dos oligos utilizados nas reagdes foi
calculada previamente através da construcdo de curva de otimizagdo da
concentragdo de cada par de primer (dados ndo mostrados). A reacgéao foi realizada
no equipamento QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific,
Applied Biosystems) utilizando os parametros padrao do equipamento.

O ciclo da PCR no qual a intensidade de fluorescéncia do SYBER Green Fast,
ligado a dupla fita de DNA amplificado, € detectada determina o Ct do gene (Cycle
threshold — ciclo referéncia). Este Ct € uma medida relativa da quantidade inicial de
moléculas do transcrito alvo presente no cDNA ou DNA gendmico analisado. Quanto
menor o Ct, mais abundante € o transcrito. Para tornar as medidas de expressao
comparaveis entre as amostras usa-se como referéncia o Ct de um gene constitutivo
ou que nao tenha sua expressao alterada nas diferentes condi¢cdes de estudo. Neste
caso, utilizamos como genes de referéncia ACTB e RPL37A (Maess et al., 2010),
através do fator de normalizagao calculado entre ambos.

O delta-Ct (ACt) foi obtido pela diferengca entre a média das triplicatas (réplicas
técnicas) do Ct do gene em analise e o Ct médio do gene normalizador. A partir dos
valores de ACt obtidos, foi calculado o valor de delta-delta-Ct (AACt) que consistiu
na subtracdo do ACt obtido nas diferentes condigdes testadas (tratamento e
controle). A diferengca de expressao relativa do gene em estudo, fold change, foi
calculada como 2-AACt (considerando-se que o0s iniciadores possuem uma
eficiéncia similar e alta, como previamente testada — dados ndo mostrados) de

acordo com as recomendacodes de Pfaffl (Pfaffl, 2001).

Selecdo dos genes avaliados e desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Os genes selecionados para avaliagdo da expressao foram escolhidos segundo
resultados obtidos em estudos prévios realizados no laboratorio que também
buscaram avaliar a diferengca de expressao génica de diversos genes apds o
tratamento das células com Amblyomin-X em um modelo de melanoma in vivo.

Foram selecionados 20 genes, os quais estdo relacionados com processos de
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modulacdo e ativagdo do sistema imunologico. Os primers foram desenhados
seguindo alguns parametros especificos para as reagdes de qRT-PCR, entre eles: a
temperatura de melting, porcentagem de C-G e o tamanho do amplicon gerado.
Além disso, também levou-se em consideragao a baixa probabilidade de formagao
de self e hetero-dimer entre os oligos. Foi utilizado o programa Primer3 para
desenho dos oligos, o qual é um software de dominio aberto (Rozen and Skaletsky
2000) e o OligoAnalyzer, para analise dos parametros moleculares citados acima.
Todos os primers utilizados no presente trabalho estdo apresentados na Tabela 2.

Gene Primer forward Primer reverse

OSMm CCAGCTCCAGAAGCAGACAG CCCTGCAGTGCTCTCTCAGT
SELP ACGAGGACTGCGTGGAGATA GGCACTCTCCTTGTTTGCTG
STAT3 GTGACAGCTTCCCAATGGAG TGGCATGTGATTCTTTGCTG
PI3KR6 AAGAAGGTCGAGCG GCAAGGGAATGATGACATGC
VEGFA CTTCAAGCCATCCTGTGTGC CCGCATAATCTGCATGGTG
IFN-gama TGTGGAGACCATCAAGGAAGA CATGTATTGCTTTGCGTTGG
CD36 GCCAGTTGGAGACCTGCTTA CCTGTGGATTTTGCACATCA
IL1B CCATGGACAAGCTGAGGAAG ATCGTGCACATAAGCCTCGT
IL8 CAAACCTTTCCACCCCAAAT CAGTTTTCCTTGGGGTCCAG
TNF-alfa GTGCTGACCGACAAAGAAGG AGGGTGATGGTGTCATCTCG
IL6 TGGCTGAAAAAGATGGATGC CACAGCTCTGGCTTGTTCCT
IRF9 CCATGCAGAACTGCACACTC GCTCCCAATGTCTGAATGGA
IRF3 TGGGGCCCTTCATTGTAGAT CTTGACCATCACGAGCCTCT
STAT1 TCGGGGAATATTCAGAGCAC CCAGGCTCTTGATTTCATGC
CD86 CGACGTTTCCATCAGCTTGT GCTGAGGGTCCTCAAGCTCT
SOCS3 AGGAGAGCGGCTTCTACTGG GACTGGGTCTTGACGCTGAG
TREM1 AGCCTCACATGCTGTTCGAT CAAGGCCTTAGTGGTGGTAGG
MYD88 AGCAGGAGGAGGCTGAGAAG TGGGGCAATAGCAGATGAAG
CD40 AAATACTGCGACCCCAACCT TCGTACAGTGCCAGCCTTCT
CD80 TGCTGGCTGGTCTTTCTCAC CGAGTTTGTGCCAGCTCTTC
*ACTB ATTGCCGACAGG GCTGATCCACAT

*RPL37A ATTGAAATCAGCCAGCACGC AGGAACCACAGTGCCAGATCC

Tabela 2: Oligonucleotideos iniciadores utilizados para as qRT-PCR.*Refere-se aos genes que foram
utilizados como referéncias nas reagbdes de qRT-PCR.

3.8) Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados por no minimo trés ensaios
independentes em triplicata. Os valores foram expressos como média + SD (desvio
padrdo) e analisados estatisticamente por ANOVA de duas vias seguido pelo pos

teste de multipla comparagédo de Tukey-Kramer ou Teste t student paramétrico uni-
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caudal (INSTAT- GraphPad Software 7.0), comparando-se os valores do grupo
controle com os valores experimentais. As diferencas foram consideradas
significativas para o nivel de * p<0,05 (5%), **p<0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001.

3) Resultados e discussao

3.1) Padronizagao da diferenciagao celular a partir da linhagem THP-1

A linhagem celular THP-1 sofre altera¢gées morfoldgicas durante o processo
de diferenciagdo, o qual resulta em um fendtipo semelhante a macréfago. Apos a
diferenciagao, os macrofagos derivados de THP-1 aderem na superficie de cultivo e
apresentam menor taxa de proliferacdo. A morfologia ameboide, caracteristica de
macréfagos, ocorre devido ao aumento do citoplasma e do numero de organelas,
como complexo de golgi e reticulo endoplasmatico, maior numero de ribossomos e
tornam-se abeis ao processo de fagocitose (Qin, 2012). Inicialmente, avaliou-se as
melhores condigbes para a diferenciagcédo celular, levando em conta a capacidade
de aderéncia das células, bem como as alteragées morfologicas, por microscopia
Optica de campo claro.

Para o primeiro protocolo de diferenciagao celular testado, foi utilizado 100nM
de PMA por 3 dias, seguido de 5 dias de descanso em meio fresco. Apds o
tratamento com PMA foi possivel observar alteragdo da morfologia celular (Figura
2a). No entanto, apods o terceiro dia de descanso notou-se que as células iniciaram
um processo de dediferenciacido, apresentando formato mais arredondado e menor
aderéncia, o que resultou poucas células aderidas ao final do periodo de descanso
(Figura 2b). Dessa forma, o protocolo foi refutado para a continuidade dos demais
experimentos. O segundo protocolo de diferenciagéo celular, foi realizado mantendo
a mesma concentracdo de PMA e o mesmo tempo de incubagdo, no entanto o
periodo de descanso, ou seja, sem PMA, foi de trés dias. O resultado observado no
segundo protocolo foi similar ao primeiro . Ao final do periodo de descanso, as
células também estavam arredondas e desprendendo da superficie de cultivo (Fig.
2c).
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Figura 2: Imagens representativas do processo de diferenciagdo de células THP-1 em macréfagos. a)
células THP-1. b) Apds 3 dias de incubagdo com 100nM de PMA. Comum aos protocolos 1 e 2. ¢)
Descanso de 3 dias, ap6s 3 dias de estimulagdo com 100nM de PMA. D) Descanso de 5 dias, apos 3
dias de estimulagdo com 100nM de PMA. As setas indicam alguns macréfagos .

Um terceiro foi testado utilizando 100nM de PMA por 48 horas, seguido do
periodo de descanso por apenas 24 horas, em meio fresco. Apds o tratamento com
PMA, observou-se alteragdo da morfologia celular (Fig. 3a). Ao término do periodo
de descanso, as células continuavam aderidas, inclusive notou-se que houve
aumento no numero de células diferenciadas (Fig. 3b).

Como o principal objetivo foi analisar a ativagdo dos macrofagos frente ao
tratamento com Amblyomin-X, o protocolo mais adequado de diferenciagao celular
seria aquele que, ao término do procedimento, as células estivesse com maior
numero de diferenciacdo e menor estado de ativagdo. Desta forma, testou-se o
protocolo descrito por Lund et al.(2016), onde foi realizado o estimulo de 25nM de
PMA durante 48 horas, seguido do periodo de descanso por 24 horas, em meio
fresco. Ao final do tratamento, houve diferenciacado celular semelhante ao protocolo
anterior (Fig. 3c). Ap6s o periodo de descanso de 24 horas, as células
permaneceram aderidas, e com maior quantidade de células diferenciadas (Fig. 3d).
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Figura 3: Representacdo da diferenciacdo de células THP-1 em macrofagos segundo descrito no
protocolo 3, apods realizagdo do tratamento com 100nM PMA durante 48 horas (a); seguido do
periodo de descanso de 24 horas em meio fresco (b). Representagcdo da diferenciacdo de células
THP-1 em macréfagos segundo descrito no protocolo 4, apds realizagdo do tratamento com 25nM
PMA durante 48 horas (c); seguido do periodo de descanso de 24 horas em meio fresco (d).

Tendo em vista que ao final do terceiro e quarto protocolos, as células
apresentaram as alteragbes morfolégicas caracteristicas de macrofagos, a
diferenciacao celular dos dois ultimos protocolos foram avaliadas em HCS (High
Content Screening — Molecular Devices) quanto a expressao de receptores,

caracteristicos para macrofagos.

3.2) Expressao de receptores envolvidos no processo de diferenciagdao em
macrofagos.

Nesta etapa, foram avaliadas a expressado dos receptores CD11b e CD14 nas
células diferenciadas a partir dos protocolos 3 e 4.

Os resultados obtidos utilizando a tecnologia HCS demonstraram aumento na
expressdao de CD11b em macréfagos em relagdo as células THP-1. Além disso,
notou-se uma diferenga significativa no nivel de expressdo de CD11b entre os
diferentes protocolos realizados, sendo que o tratamento com 25nM de PMA induziu
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maior expressao deste marcador celular em relagdo ao tratamento com 100nM de
PMA (Figura 4a). O mesmo padrao de variagao de expressao proteica também pode
ser observado em relagdo ao marcador CD14, ou seja, nota-se que macréfagos
apresentam maior expressao de tal receptor em relagdo as células THP-1, bem
como o tratamento com 25nM de PMA induziu maior expressao de CD14 quando

comparado com o tratamento de 100nM de PMA (Figura 4b).
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Figura 4: representagdo grafica da modulagdo da expressao dos marcadores celulares (a)CD11b e
(b)CD14 apds o tratamento com diferentes concentragdes de PMA a fim de padronizar o protocolo de
diferenciagdo celular. Significancia por ANOVA de duas vias, seguido pelo pés teste de multipla
comparacao de Tukey-Kramer. ***P<0,001.

A variagao da expressao dos receptores na membrana plasmatica também pode ser

observado através das imagens obtidas através da tecnologia HCS (Figura 5)
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a 25nM PMA 100nM PMA

CD11b-FITC

b 25nM PMA 100nM PMA

Figura 5: imagens representativas da expressdo dos marcadores celulares CD11b(a) e CD14(b) nos

diferentes protocolos testados.
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Embora culturas primarias de mondcitos isolados a partir do sangue,
apresente aumento da expressao de CD11b e reducdo de CD14 no processo de
diferenciagdo em macrdéfagos, esta bem documentado na literatura que no processo
de diferenciagdo de THP-1 em macréfagos, o aumento na expressdao de CD11b e
CD14 é o esperado (Forrester et al., 2018; Starr et al., 2018; Qin, 2012; Yu et al.,
2016; Schwende et al., 1996). Porém, alguns artigos defendem que a diferenciagao
celular de THP-1 em macrofagos induz o aumento de CD11b e a redugdo de CD14
(Daigneault et al., 2010). Sendo assim, o uso do receptor de membrana CD14 como
marcador da diferenciagao celular para macrofagos € contraditorio na literatura.

No entanto, alguns estudos demonstram que a modulagdo do nivel de
expressdo de CD14 antes e apods a diferenciagao celular de THP-1 em macréfagos
induzida por PMA é dependente da forma como as células sdo cultivadas
anteriormente ao processo de diferenciagdo. Aldo et al (2013). apresentou que a
cultura de células THP-1 em alta densidade estimula a expressao de CD14 ainda em
fase monocitica, e potencializa a expressao de tal receptor apds o tratamento com
PMA; enquanto que o fendmeno reverso pode ser observado quando células THP-1
s&o cultivadas em baixa densidade (Aldo et al., 2013).

As células THP-1 utilizadas para realizagdo do presente estudo foram
inicialmente cultivadas em densidade maior que a recomendada pela ATCC, porém
mais baixa que a densidade celular apresentada pelo artigo de Aldo et al.(2013).
Dessa forma, este fator pode ter influenciado uma possivel alteragao no fendtipo das
células THP-1, o que resultou no aumento da expressao do receptor CD14 apds o
processo de diferenciagao celular.

Assim, com base nos resultados obtidos nos experimentos anteriores, o
estimulo de 25nM de PMA durante 48 horas, seguido pelo descanso de 24 horas, foi
o protocolo adotado para os tratamentos com Amblyomin-X (50uM).

3.3) Translocagcao nuclear de STAT3 e P38 em THP-1 e Macréfagos apés
tratamento com Amblyomin-X

Avaliou-se a ativagdo de células THP-1 e macrofagos apds o tratamento com
Amblyomin-X (50uM), a partir da analise do nivel de translocag&o nuclear do fator de
transcricdo STAT3 e da proteina p38.

Na citometria de fluxo por imagem, os dados s&o adquiridos com base na

imagem. Por isso, é necessario utilizar uma estratégia de gate em que
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primeiramente deve-se determinar o foco de aquisi¢do das imagens, e em seguida

especificar 0 gates nos quais as células de interesse estdo localizadas, para

posteriormente analisar os dados com base na pergunta a ser respondida. Neste

caso, a estratégia de gate foi elaborada com o objetivo de selecionar as células que

apresentavam translocagao nuclear de alguma das proteinas estudadas (Figura 6).
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As células THP-1 quando tratadas com Amblyomin-X (50uM) apresentam maior

nivel de translocagao nuclear do fator de transcricdo STAT3 comparado as células

sem tratamento. Por outro lado, ndo houve diferenga estatistica quando o mesmo

tratamento foi realizado em macréfagos (Figura 7). Além disso, pode-se observar

também que as células THP-1 tratadas com Amblyomin-X (50uM) apresentaram

maior translocac&o nuclear de STAT3 em relagdo aos macrofagos que receberam o

tratamento nas mesmas condigdes.
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Figura 7: Translocagdo nuclear de STAT3 em THP-1 e Macroéfagos, tratado com Amblyomin-X
(50uM). A) Grafico de barras: numero de células positivas para translocagéo nuclear para STAT3. B)
Histograma representativo: o deslocamento para a direita indica maior numero de células
translocadas .Experimentos realizados por citometria de Imagem. O grafico representa a média £ SD
de trés experimentos independentes. Significancia por ANOVA de duas vias, seguido pelo pds teste
de multipla comparagéo de Tukey-Kramer. **P<0,01.
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Figura 8: imagens representativas da translocagdo nuclear de STAT3 em células THP-1 e
macréfagos obtidas a partir da citometria de fluxo por imagem. ChO1 — campo claro; Ch07 — Nucleo;
Ch11 — Stat3-AF647

O mesmo efeito do tratamento com Amblyomin-X pode ser observado em relagdo a
translocacdo nuclear da proteina p38, em que células THP-1 tratadas com
Amblyomin-X (50uM) sdo mais responsivas quando comparadas ao seu respectivo
controle, representado pelo deslocamento para direita da curva correspondente as
células THP-1 tratadas, em relagdo ao respectivo controle (Figura 9). Além disso,

também nota-se que nao ha diferenga na translocacéo nuclear da proteina p38 entre
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macrofagos tratados e controle, indicado pela sobreposigao parcial dos histogramas
correspondentes a cada condi¢do de tratamento (Figura 9b). E possivel observar
também que as células THP-1 tratadas com Amblyomin-X apresentaram maior
translocagao nuclear quando comparado com macréfagos tratados com Amblyomin-
X (50uM) (Figura 9a).
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Figura 9: Translocagao nuclear da proteina p38 em THP-1 e Macréfagos, tratado com Amblyomin-X
(50uM). A) Grafico de barras: niumero de células positivas para translocagdo p38. B) Histograma
representativo: o deslocamento para a direita indica maior nimero de células translocadas.
Experimentos realizados por citometria de Imagem. O gréafico representa a média + SD de trés
experimentos independentes. SignificAncia por ANOVA de duas vias, seguido pelo pos teste de
multipla comparagéo de Tukey-Kramer. **P<0,01.
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Figura 10: imagens representativas da translocagéo nuclear de p38 em células THP-1 e macréfagos
obtidas a partir da citometria de fluxo por imagem. Ch01 — campo claro; Ch02 — p38-AF488; Ch07 —

Nucleo.
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Sabe-se que tanto STAT3, quanto P38 estdo intimamente relacionados a
regulagéo da transcricdo de diversas citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias, como
IL6, IL-1R e TNF-alfa. Sendo assim, avaliou-se a modulagdo da expressao génica de
alguns genes relacionados a ativagdo da imunidade inata em células THP-1 e
macrofagos frente ao tratamento com Amblyomin-X através da qRT-PCR.

Foi realizada como controle de qualidade, uma breve analise de integridade e
pureza dos mMRNAs extraidos, a fim de garantir que os resultados de amplificagao

obtidos seriam correspondentes unicamente aos genes de interesse.

A analise da integridade do mRNA foi realizada utilizando a tecnologia
Bioanalyzer. Os resultados demonstraram que nenhuma das amostras degradaram
ao longo do processo de extragdo do mRNA, como pode ser observado pelas

bandas bem definidas correspondentes as amostras (Figura 11).
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Figura 11: representacdo dos resultados obtidos utilizando a técnica Bioanalyzer, demonstrando a
integridade do mMRNA extraido do pellet de células. As setas em vermelho indicam as bandas
correspondentes as amostras (a) tratadas com Amblyomin-X 50uM durante 12 horas e (b) durante 24
horas.

A pureza das amostras também foi avaliada a partir das razées 260/280nm e
260/230nm obtidas através do espectrofotdbmetro NanoDrop, como descrito na sec¢éo
Materiais e Métodos. O fabricante indica que amostras com alto indice de pureza
devem apresentar valores entre 1,8 e 2,0. Sendo assim, o mRNA extraido das

amostras ndo apresentaram contaminantes proteicos ou compostos fendlicos
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derivados do processo de extracdo do mRNA, uma vez que os valores estido

proximos daqueles indicados como adequados (Tabela 3).

Sample ID| A260 | A280 |260/280|260/230
Al.l 11.644(5.545 |2.10 2.06
Al.2 11.118(5.315 |2.09 2.12
Al.3 22.290|10.712(2.08 2.10
Al.4 23.688(11.216|2.11 2.18
A2.1 17.521(8.364 |2.09 2.10
A2.2 26.221|12.299|2.13 2.21
A2.3 23.967|11.427(2.10 2.14
A2.4 21.185(9.996 |2.12 2.19
A3.1 23.367|11.058|2.11 2.03
A3.2 25.358|11.995|2.11 2.15
A3.3 28.529|13.541|2.11 1.96
A3.4 22.638(10.790|2.10 2.21
B1l.1 3.246 |1.524 |2.13 1.88
B1.2 2.252 |1.061 (2.12 1.84
B1.3 2.360 |1.101 (2.14 1.57
B1.4 4.780 |2.258 |2.12 1.55
B2.2 2.985 |1.408 (2.12 1.67
B2.4 2.128 |0.988 [2.15 0.48
Cl.1 8.433 (3.970 |2.12 1.92
Cl.2 2.891 |1.361 |(2.12 1.89
Cl.3 15.116(7.066 |2.14 1.90
Cl.4 1.561 (0.740 |2.11 1.73
C2.1 8.551 (4.049 |2.11 2.07
C2.2 11.311(5.410 |2.09 1.85
C2.3 10.925(5.222 |2.09 1.98
C2.4 '12.250|5.872 |2.09 2.10
C3.1 19.006(8.994 |2.11 2.05
C3.2 5.724 |2.682 |2.13 1.53
C3.3 13.273(6.284 |2.11 2.12
C3.4 13.17416.265 12.10 2.14

Tabela 3: representacao dos valores de absorbancia obtidos através do espectrofotdmetro NanoDrop,
indicando o alto nivel de pureza das amostras uma vez que os resultados estdo proximos ou iguais
aos valores considerados ideais. Segundo recomendacdo do fabricante os valores das razdes
260/280nm e 260/230nm devem estar entre 1,8 e 2,0.

Por ultimo, obteve-se a quantificagdo do mRNA extraido de cada uma das
amostras através do ensaio de fluorescéncia por Ribogreen, o qual € um método
quantitativo de acidos nucleicos de maior sensibilidade em relacdo ao
espectrofotdbmetro NanoDrop. A partir dos resultados obtidos (Tabela 4), determinou-
se a quantidade de mRNA necessaria para sintese do cDNA de cada uma das
amostras (calculos n&o apresentados).



N Nanodrop [Corregcado Fd (*100) e
ng/ul para ng/uL (1/1000)
A1.1 465,7 571,5
A1.2 4447 413,4
A1.3 891,6 820,6
A1.4 947,5 1009,8
A2.1 700,8 649,1
A2.2 1048,8 1037,4
A2.3 958,7 (3755
A2.4 847 .4 906,2
A3.1 934,7 836, 1
A3.2 1014,3 907 .4
IA3.3 1141,2 11151
A3.4 905,5 874,6
B1.1 129,8 105,6
B1.2 90,1 72,6
B1.3 94,4 73,0
B1.4 191,2 161,1
B2.2 119,4 111,4
B2.4 85,1 74,9
C1.1 337,3 226,8
C1.2 115,7 83,1
C1.3 604,6 694,5
C1.4 62,5 53,5
C2.1 342 337,7
C2.2 452,4 350,7
C2.3 437 379,5
C2.4 490 434,9
C3.1 760 626,6
C3.2 228,9 188,2
C3.3 530,9 512,7
C3.4 527 531,1
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Tabela 4: representagado dos valores de quantificagdo do mRNA de cada uma das amostras obtidos
por NanoDrop, bem como os valores quantitativos obtidos pelo ensaio de fluorescéncia por
Ribogreen. Os valores da concentracéo final de mRNA de cada amostra e que foram utilizados para
realizagado dos calculos da sintese de cDNA estao indicados em verde.

Tendo em vista que as amostras apresentavam alta qualidade e obteve-se
quantidade suficiente para a sintese de cDNA para todas as amostras, realizou-se o
experimento para avaliar a expressdo dos genes selecionados em dois tempos
distintos de tratamento, sendo 12 e 24h.

Os resultados demonstraram que o tratamento de macrofagos com
Amblyomin-X induziu maior modulagédo da expressdo de maior numero de genes em
relagdo as células THP-1 tratadas nas mesmas condi¢cbes, 0 que indica que
macrofagos sdo mais responsivos ao tratamento quando comparados a mondcitos
(Figura 12). Além disso, também € possivel observar que a expressdo de alguns
genes € alterada quando se compara os dois tempos de tratamento, sendo que o
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tratamento com Amblyomin-X por 24h induziu maior modulagédo da expressao génica
em ambos os tipos celulares, quando comparados com o tratamento de 12h (Figura
13).
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Figura 12: Representagdo grafica da modulacdo da expressdo génica pelo tratamento com
Amblyomin-X por 12h. As barras correspondem a variagdo da expressdo génica em comparagdo com
o controle (n&o apresentado), em logaritmo.
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Figura 13: Representagdo grafica da modulacdo da expressdo génica pelo tratamento com
Amblyomin-X por 24h. As barras correspondem a variagdo da expressdo génica em comparagdo com
o controle (n&o apresentado), em logaritmo.

A fim de dar continuidade na avaliacdo da modulagdo da ativagao celular
induzida pelo Amblyomin-X, analisou-se a liberag&o de citocinas apds o tratamento,
presentes nos sobrenadantes coletados das amostras utilizadas para realizagao da
gRT-PCR. Os resultados demonstraram que dos 24 analitos avaliados durante o

experimento, somente 15 destas citocinas foram moduladas. As demais citocinas
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nao apresentaram nenhuma modulagao da liberagdo induzida pelo tratamento, as

quais estao listadas na tabela abaixo (Tabela 5).

Citocinas ndo moduladas
por Amblyomin-X
(50uM)

IL17 EGF

CD40L MCP-3

TGF-alfa IL4

IFN-gama TNF-R
Citocinas moduladas por Amblyomin-

X (50uM)

TNF-alfa GM-CSF IL-1alfa
IL-1B FGF-2 IP-10
IL-8 IFN-alfa2 MCP-1
IL-6 IL-10 MIP-1alfa
G-CSF IL-12p70 MIP-1R

Tabela 5: lista das citocinas moduladas ou nédo pelo tratamento com Amblyomin-X (50uM)

Ao analisar os resultados obtidos somente das citocinas que apresentaram
alguma modulagdo no perfil de liberagdo induzida por uma das condigbes de
tratamento, notou-se que tanto as células THP-1, quanto os macréfagos
aumentaram a liberagdo de algumas quimiocinas, como MCP-1, IP-10 e MIP-1R,
independentemente do periodo de tratamento. Também observa-se aumento na
liberagdo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-alfa e IL-8, em ambos os tipos
celulares estimuladas pelos tratamentos de 12 e 24h. No entanto, nota-se que
macrofagos aumentam a liberagdo de maior numero de citocinas pro-inflamatorias,
como IL-1R e IL6; além de alguma citocinas estimuladoras da diferenciacéo celular,
como G-CSF e GM-CSF, quando comparado com células THP-1, o que indica que
macrofagos podem ser mais responsivos ao tratamento com Amblyomin-X,

independentemente do tempo de tratamento (Figura 14).
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Figura 14: representacdo grafica da modulagdo do perfil de liberagdo de citocinas frente ao
tratamento com Amblyomin-X (50uM) durante 12 e 24h em células THP-1 e macréfagos. O gréfico
representa a média £+ SD de trés experimentos independentes. Significancia por ANOVA de duas
vias, seguido pelo pds teste de multipla comparagédo de Tukey-Kramer. * p<0,05 (5%), **p<0.01, ***
p<0.001, ****p<0.0001.

Em conjunto, os resultados demonstram que tratamento com Amblyomin-X
(50uM) por 24 horas induziu a ativagdo e translocagdo nuclear do fator de
transcricdo STAT3 e da proteina P38 em mondcitos. Sabe-se que a P38 esta
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relacionadas com diversas funcdes celulares, dentre elas diferenciacdo celular,
proliferagdo, angiogénese, migragdo e produgdo de citocinas pro-inflamatorias.
Alguns estudos demonstram que a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos, bem
como a migragao e recrutamento de tais células é dependente da ativacdo de P38
(Ayala et al., 2000). Além disso, a P38 tem importante papel na regulagdo pos
transcricional de algumas citocinas, como TNF-alfa, IL8 e IL-6 (Cuenda and Rousseau,
2007), e esta relacionada com a sintese de interferons através da ativagdo do fator
de transcricdo STAT1 (Goh et al., 1999). Sendo assim, a maior ativagdo da P38
frente ao tratamento com Amblyomin-X pode estar relacionado com a indugdo do
perfil pro-inflamatorio de mondcitos, visto que houve aumento na expressédo de
STAT1 e das citocinas pro-inflamatorias TNF-alfa, IL6 e IL8, o que também resultou
na maior liberagao de tais citocinas no sobrenadante, principalmente IL8 e TNFalfa.

Sabe-se também que o fator de transcricdo STAT3 pode ser ativado por
diversos fatores de crescimento e por citocinas proé-inflamatérias, como IL6,
oncostatina-M e IL11(Hillmer et al., 2016). Alguns estudos comprovam que a
migracgéo e infiltragcdo de mondcitos e macrofagos esta relacionada com a ativagao
de STAT3 induzida por IL-6, o que resulta na maior sintese de algumas
quimioncinas, como MCP-1, MIP-1alfa e RANTES, que estdo relacionadas no
processo de recrutamento e quimioatragdo de células da imunidade inata (Zhang et
al., 2013). O tratamento com Amblyomin-X induziu maior expressao de quimiocinas
como MCP-1 e MIP-1alfa, em mondcitos, o que pode estar relacionado com a
ativagdo da via IL6/STAT3, uma vez que algumas citocinas que ativam a via do
STAT3, como oncostatina e IL6 também estdo mais expressas em mondcitos
tratados com Amblyomin-X .

Em contrapartida, o tratamento com Amblyomin-X(50uM) em macréfagos nao
levou a ativagcdo da proteina P38, nem do fator de transcricdo STAT3, apesar de
apresentar elevada liberagéo de citocinas pro-inflamatorias. No entanto, nota-se que
houve aumento da expressao do fator de transcricdo STAT1 e da proteina SOCS3.
Alguns estudos demonstraram que SOCS3 é capaz de inibir a ativacdo de STAT3, e
induzir a ativagado de STAT1, o que leva a polarizagao do perfil M1 de macréfagos, o
qual é caracterizado por desempenhar um papel pré-inflamatério e desempenhar
efeito positivo de morte de células tumorais, através de diversos mecanismos, entre
eles a liberagédo de diversas citocinas inflamatorias, como IL-13, IL6 e IL8 (Wilson,
2014).
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Além disso, os macréfagos tratados com Amblyomin-X apresentaram
aumento de expresséo do receptor TREM1, o qual é expresso principalmente em
monaocitos e macrofagos CD14+, e que tem importante fungdo na amplificacdo da
resposta inflamatoria e desenvolvimento do perfil pré-inflamatérios em macrofagos,
induzindo a sintese e liberagcado de diversas citocinas inflamatoérias, como TNF-alfa,
IL6 e IL-113, bem como de quimiocinas como MIP-1alfa, MIP-2 e GM-CSF, através
da via de sinalizag&o PI3K/AKT (Dower et al., 2008).

O tratamento com Amblyomin-X também modulou a expressdo de algumas
proteinas, como aumento da expressdao de IRF9 e reducdo de IRF3. Estudos
demonstraram que IRF9 esta relacionado com a ativagcdo do fator de transcricdo
STAT1 e indugdo da liberagdo de algumas quimiocinas, como IP-10, a qual
desempenha a fungdo de quimioatracado de células produtoras de interferon-gama,
como Linfocitos T CD8 citotdéxicos. Apesar de IRF3 estar relacionado com o
desenvolvimento do perfil M2 de macrofagos, o estimulo de tais células com GM-
CSF leva a redugao da expressédo de IRF3 e aumento de Myd88, o que colabora
com a polarizagao do perfil M1 de macrofagos (Gunthner and Anders, 2013).

Colaborando com a polarizagao para perfil M1 dos macréfagos, o tratamento
com Amblyomin-X induziu o aumento da expressao de alguns receptores de
membrana em macrofagos do tipo 1, como CD40 (Vogel et al.,, 2014), CD80 e
CD86, sendo o ultimo em menor amplitude. Tanto CD80, quanto CD86 s&o
receptores co-estimulatérios no processo de sinapse imunoldgica, que leva a
ativagdo de outras células do sistema imune inato e adquirido. Também sao
importantes no processo inflamatério, sendo o CD80 o que exerce papel mais
relevante na regulagdo da inflamagc&o em alguns casos especificos, como sepse.
Dessa forma, CD80 € mais expresso em células inflamatérias ativadas do que CD86
(Nolan et al., 2009).

5) Conclusao

Pode-se concluir que o Amblyomin-X induz a polarizagédo de macrofagos para
o perfil M1, bem como ativa mondcitos para expressdo de moléculas pro-
inflamatdrias importantes para o processo de diferenciagao, ativagao e recrutamento
de células para o ambiente da inflamagdo. Sabe-se que macréfagos com perfil M1
desempenha importante fungcdo no desenvolvimento de mecanismos anti-tumorais,

como aumento do recrutamento de linfocitos e células NK para o tumor, que auxiliam
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no processo de morte de células tumorais, bem como células do sistema imune para

melhor apresentagdo de antigenos tumorais. O conjunto de dados apresentados

nesse estudo abre a perspectiva para investigagbes com o objetivo de avaliar a

capacidade de macréfagos tratados com Amblyomin-X ativar outras células do

sistema imune e gerar respostas contra tumores susceptiveis a resposta imune.
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