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RESUMO

A medula dssea é um tecido de aspecto gelatinoso que contém células hematopoieticas
responsaveis pela proliferacdo e diferenciacdo das células sanguineas circulantes. A
proliferacdo de mondcitos na medula 6ssea e a diferenciagdo destas células em macréfagos
desempenham papel crucial para a resposta imune. Neste contexto, a busca por
medicamentos que potencializem a resposta imune inata se faz necessaria para restaurar a
homeostasia e resposta imune. O Acido Kdjico (AK) é um metabdlito secundario obtido de
fungos do género Aspergillus que apresenta varias aplicacdes (aditivo alimentar, cosméticos,
agente antitumoral, radioprotetor e ativador de macréfagos), por este motivo, este trabalho
tem o objetivo de avaliar a agdo imunomodutatoria do AK em células da medula 6ssea de
camundongos. Estas células foram obtidas a partir de fémures de camundongos, tratadas
com AK na concentrac¢do de 100 pg/mL e mantidas em cultura por 24-96 horas. Foi possivel
observar através da microscopia optica que células mononucleares da medula 6ssea tratadas
com AK promoveram o aumento da adesdo celular, maior espraiamento celular, maior
volume citoplasmatico e grande quantidade de vacuolos. Para confirmar estes resultados, foi
analisado por Western blot a via de sinalizacdo Akt. AK foi capaz de ativar esta via, que
apresenta papel regulatério muito importante no desenvolvimento e diferenciacdo celular.
Também foi detectado por citometria de fluxo o aumento de F4/80 e do CD11b, seguido da
diminuicdo do CD11c em células tratadas por 96 horas, mostrando que o AK é capaz de
induzir o processo de diferenciacdo das células da medula 6ssea em macrofagos e ndo em
células dendriticas. A analise microbicida revelou que o AK também potencializou a
fagocitose e aumentou a producgéo de anion superéxido, entretanto, ndo promoveu 0 aumento
na producdo de oOxido nitrico. Além disso, ndo foram observados efeitos citotoxicos nas
células tratadas com AK quando comparadas as células ndo tratadas. Assim, o AK parece
atuar como agente imunomodulador, sendo capaz de induzir as células da medula 6ssea

durante o processo de diferenciacdo da linhagem monocitica.

Palavras-chave: Diferenciacio celular, Acido Kadjico, Medula dssea.



ABSTRACT

Bone marrow is soft and sponge-like material found inside bones that contains hematopoietic
cells responsible for development and proliferation of peripheral blood cells. The monocytes
proliferation generated in the bone marrow and the differentiation of this cells in
macrophages plays a key role in the immune response. In this context, the research for drugs
that enhance the innate immune response is needed to restore the homeostasis and the
immune response. Kojic Acid (KA) is a secondary metabolite synthesized by some species
of fungi from Aspergillus genera and has several applications (food additive, cosmetics,
antitumor agent and macrophage activator). Thus, the aim of this study is to evaluate the
immunomodulatory effects of kojic acid (KA) in the bone marrow cells of mice. These cells
were obtained by flushing femurs, and maintained in cultures treated with KA at the
concentration of 100 pg/mL for 24-96 hours of culture. It was observed by optical
microscopy that KA promoted increased cell adhesion, spreading ability and high number of
cytoplasmatic projections and vacuoles in cytoplasm in the mononuclear cells from bone
marrow treated with AK. To confirm these results, Akt signaling pathway was analyzed by
western blot. KA seems to be able to activate the Akt signaling pathway that have a critical
regulatory role in cellular development and differentiation. In addition, we detected by
cytometer analysis, increase in the F4/80 and in the CD11b expression, and decrease in
CD11c when cells were treated for 96 hours, showing that KA induce the differentiation of
bone marrow cells in macrophages, but not in dendritic cells. The Analysis of the
microbicidal response revealed that KA also potentiated phagocytosis and increased the
production superoxide anion, But not promoted increases of nitric oxide production.
Furthermore, no cytotoxic effects were observed in cells treated with KA when compared to
the untreated bone marrow cells. Thus, KA acts as an immunomodulatory and is able to

induce bone marrow monocyte-macrophage differentiation process.

Keywords: Cell differentiation, kojic acid, bone marrow.
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1. INTRODUCAO

1.1. MEDULA OSSEA

A medula 6ssea (MO) é um tecido esponjoso altamente vascularizado, responsavel
pela proliferacdo, diferenciagdo, sobrevivéncia e renovagao das células sanguineas circulantes
no organismo (Mazo et al., 2011). Este tecido esta localizado nos canais medulares de 0ssos
longos e nas trabéculas de alguns ossos chatos, como o iliaco, esterno, vértebras e costelas,
apresentando vascularizacdo especializada através dos capilares sinusoides, o que possibilita a
migracdo das células diferenciadas a circulacdo sanguinea (Papayannopoulou & Scadden,
2008).

As células sanguineas geradas pela MO sao originadas a partir do mesmo precursor
comum, as células tronco hematopoiéticas (CTH), que apresentam extensivo potencial de
auto-renovacao e proliferacdo (Kondo et al., 2003). Estas células s@o capazes de se diferenciar
e adquirir morfologia e funcdes distintas na presenca de um estimulo especifico, gerado pelos
fatores estimuladores de colénias (CFE) ou pelas citocinas (Geissmann et al., 2010). Para que
ocorra este processo, € necessario que exista um microambiente medular favoravel ao
desenvolvimento das CTH, o qual é constituido por células estromais, matriz extracelular
(MEC), fatores de crescimento e citocinas produzidas pelas células estromais (Monteiro &
Bonomo, 2005).

Por ser um 6rgédo de extrema importancia para a manutencdo do organismo, qualquer
tipo de anomalia que venha a interferir na producdo e proliferacdo das ceélulas
hematopoiéticas pode levar o individuo a apresentar doencas que, em alguns casos, podem ser
fatais. Por isso, a busca por novas terapias € novos medicamentos de baixo custo, em baixas
doses e que ndo apresentem citotoxidade que atuem na diferenciacao e ativacao das células da

medula 6ssea tem despertado interesse de muitos pesquisadores.

1.2. MICROAMBIENTE MEDULAR

O microambiente medular é o responsavel por abrigar e sustentar as CTH. E um
sistema formado, basicamente, por células estromais, as quais tem fungdo de produzir os
componentes necessarios para a formacdo da MEC e produzir os fatores de crescimento

envolvidos na diferenciacdo celular (Nardi & Afonso, 1999; Junqueira & Carneiro, 2008).
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O estroma da MO é constituido por um conjunto de células heterogéneas que atuam
mutuamente para promover o suporte estrutural e fisiologico necessario a hematopoiese. Esse
conjunto de células heterogéneas é composto por macréfagos, capazes de fagocitar as células
ineficazes produzidas durante a eritropoiese (Nadir & Afonso, 1999); os adipécitos que
servem como reservatorio de lipidios necessarios para o metabolismo celular durante a
proliferacdo das CTH (Nadir & Afonso,1999); as celulas endoteliais, que produzem uma
variedade de proteinas como a laminina e a fribonectina (Zuckerman & Wicha, 1983) e os
fibroblastos, também conhecidos como células reticulares, as quais sdo responsaveis pela
formacéo do reticulado tridimensional onde se instalam todas as células hematopoiéticas,
além de expressar colageno e osteonectinas necessarias a formacdo da MEC (Krebsbach et
al.,1999).

A MEC que tem papel fundamental na sustentacdo, adesdo e migracdo das células
estromais e hematopiéticas dentro da MO (Klein,1995), armazena fatores de crescimento e
citocinas (Klein,1995) e esté relacionada a potencializacéo e regulacdo da hematopoiese (Gu
et al., 2003; Vituri et al., 2008).

1.3. FATORES DE CRESCIMENTO E CITOCINAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO
DE DIFERENCIACAO

As citocinas sdo glicoproteinas responsaveis por desencadear VArios processos no
organismo. As principais citocinas envolvidas na hematopoiese sdao os chamados fatores
estimuladores de colénia (CFE) e as interleucinas (IL) que irdo interagir com as CTH
induzindo o processo de proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo celular (Barreda et al.,
2004). Estes fatores podem ser encontrados no microambiente medular como proteinas
soluveis, proteinas expressas na membrana das células estromais ou associadas com
componentes da MEC, as quais irdo agir de forma conjunta sobre as CTH (Barreda et al.,
2004; Hamilton & Achuthan, 2012).

Os pincipais fatores de crescimento envolvidos na diferenciacdo das CTH sdo o fator
estimulador de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), que é responsavel pela regulacdo do
nimero de mondcitos e sua funcionalidade, além de promover a maturacdo de células
dendriticas (DC) e macrofagos alveolares e a sobrevivéncia de neutrdfilos e eosintfilos

(Bober et al., 1995); o fator estimulador de macrofagos (M-CSF) e o fator estimulador de
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granulécitos (G-CSF), que sdo essenciais para a manutencdo e maturacdo dos macrdfagos e

dos neutrdfilos, respectivamente (Hamilton & Achuthan, 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Figura esquematica mostrando as principais citocinas envolvidas na hematopoiese e na diferenciacéo
das células da medula Gssea. Fonte: Abbas, 2008.

O M-CSF é um dos principais fatores de crescimento responsaveis pela proliferacéo e
diferenciacdo da linhagem monocitica (Stanley et al., 1997; Fixe & Praloran, 1997), fazendo
com que estas células sejam capazes de migrar através do processo de quimiotaxia e aumentar
sua capacidade fagocitica. Além disso, 0 M-CSF é capaz de estimular a producdo de algumas
citocinas, como IL-1, IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral (TNF-a), GM-CSF, G-CSF e
interferon (IFN-vy) (Barreda et al., 2004).

Além disso, o M-CSF também estd envolvido nas respostas contra infeccbes e
inflamac6es, agindo nas células através do contato célula a célula de forma autdcrina,

paracrina e endocrina (Fixe & Praloran, 1997).

1.4.  HEMATOPOIESE E CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS (CTH)

A hematopoiese consiste na continua renovagdo das células sanguineas circulantes a

partir de células precursoras comuns e indiferenciadas, as CTH. Para que este processo
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ocorra, é necessaria uma complexa interacdo entre as células e moléculas que compdem o seu

microambiente medular (Monteiro & Bonomo, 2005).

O primeiro local a ocorrer a hematopoiese ¢ 0 mesoderma do saco vitelinico, sendo
esta estrutura responsavel pela geracdo de células hematopoiéticas primitivas, que consiste
principalmente na producéo de eritrocitos nucleados (Kondo et al., 2003) que posteriormente
sdo capazes de migrar para o figado fetal, principal local de producdo da hematopoiese
durante a vida embrionaria (Oh & Kwon, 2010). A partir do quarto més de gestacdo, a
hematopoiese comeca ser realizada na MO, de forma que a producdo medular vai aumentando
até o momento do nascimento, onde a MO se transforma no principal local de producéo de

células sanguineas durante a vida adulta do individuo (Silveira, 2000; Oh & Kwon, 2010).

Inicialmente, as CTH sofrem um ativo processo de auto-renovagdo para aumentar a
sua populagdo e com o tempo, a maioria destas células se tornam quiescentes, onde sua
manutencdo é rigidamente controlada por CFE (Oh & Kwon, 2010), as CTH também podem
ser encontradas em pequenas quantidades em 6rgdos como o baco e figado e no sangue
periférico (Kondo et al., 2003; Abdelhay et al., 2009).

As CTH sdo capazes de se comprometer de forma progressiva com as diferentes
linhagens hematopoiéticas até resultar nas células sanguineas diferenciadas (Figura 2), sendo
caracterizada por ser um processo continuo que acontece de forma hierarquica, podendo ser

separado em trés estagios distintos (Bryder et al., 2006).

No primeiro estagio da hematopoiese estdo envolvidas as CTH, que apresentam como
principais caracteristicas a grande capacidade de auto-renovacdo e multipotencialidade. As
CTH correspondem a 0,01% das células residentes da MO e, de acordo com a necessidade,
fatores especificos produzidos pelo microambiente medular influenciam a diferenciacdo das
CTH em células progenitoras de linhagem mieldide e linfoide, formando assim o segundo
estdgio da hematopoiese (Abdelhay et al., 2009; Yona & Jung, 2010). O segundo estagio
compdem cerca de 0,5% da populacdo total de celulas da MO e os progenitores
hematopoiéticos apresentam grande capacidade de se diferenciar em células maduras, porém

o0 potencial de auto-renovacao é limitado (Bryder et al., 2006; Mayani et al., 2007).

O terceiro estagio corresponde a 90% da populacdo total da MO, € composto por
células progenitoras comprometidas que sdo influenciadas por CFE, que dardo origem aos

progenitores das células sanguineas circulantes (Bryder et al., 2006; Travlos, 2006).
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Figura 2. Imagem ilustrativa da hematopoiese e os marcadores de superficie expressos nos diferentes estagios de
diferenciacdo da CTH. PMP: progenitor hematopoiético comum. PLL: progenitor linhagem linfoide. PLM:

Progenitor linhagem mieloide. Fonte: Tan et al., 2006 (Modificado).

Outra caracteristica marcante das CTH é o processo denominado de "homing"
(Hidalgo, 2008; Fonseca & Corbei, 2011; Mazo et al., 2011), que consiste na capacidade das
CTH de migrar do sangue periférico para diferentes 6rgdos e para a MO. O processo de
homing apresenta papel fisiologico na homeostase da MO, podendo ser amplificado devido ao
estresse causado a MO durante o recrutamento de leucocitos do seu reservatorio frente a
infeccdes (Lapidot et al., 2005). As CTH também contribuem para a regeneracao de tecidos
lesados quando estimuladas apropriadamente (Kondo et al., 2003; Papayannopoulou &
Scadden, 2008).

As CTH podem se diferenciar em diversos grupos celulares, como os leucocitos, que

sdo formados por um conjunto de células heterogéneas encontradas na circulagdo sanguinea.
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Estes leucocitos apresentam-se altamente especializadas e com uma incrivel diversidade de

funcdes, atuando principalmente na imunidade do organismo (Mosser & Edwards, 2008).

1.5. SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR ORIGINADO A PARTIR DE CTH

1.5.1. Mondbcitos

Os mondcitos sdo um importante grupo de células do sistema fagocitico mononuclear,
fundamentais para 0 sucesso da resposta imune inata. Apresentam citoplasma com leve
granulacdo, nucleo em forma de ferradura, poucas ou nenhuma projecdo citoplasmatica
(Dickout et al., 2010). Estas células se originam na MO a partir de monoblastos que se
diferenciam em pré-monadcitos, 0s quais migram para o sangue periférico e se diferenciam nos
diferentes tipos de mondcitos (Figura 3). Uma vez na circulacdo sanguinea, 0s mondcitos
migram para diferentes tipos de tecidos, se diferenciando entdo em macrofagos ou DC (Puka
et al.,, 2005; Yona & Jung, 2010), os quais vdo desempenhar papel fundamental nos

mecanismos efetores da resposta imune (Rogacev & Heine, 2010; Saha & Geissmann, 2011).

Devido a enorme plasticidade apresentada pelos monacitos, estas células séo capazes
de assumir diversos fendtipos de acordo com o estimulo provocado pelo meio (Daigneaut et
al., 2010). Na presenca do fator estimulador de M-CSF e IL-6, 0s mondcitos se diferenciam
em macréfagos e na presenca do GM-CSF e IL-4, se diferenciam em DC (Chomarat et al.,
2000; Randolph et al., 2008; Polacec et al., 2012).

Os monocitos apresentam uma populacdo heterogénea tanto em humanos quanto em
camundongos, sendo divididos em subgrupos que apresentam funcdes distintas e variacdes
guanto ao fendtipo, tamanho, granulosidade, morfologia do nudcleo e fatores que
provavelmente refletirdo na especializacdo de populacdes de macrdéfagos dentro de cada

microambiente (Rogacev & Heine, 2010).

Estas células sdo caracterizadas e classificadas a partir de marcadores especificos e
podem ser divididos em subgrupos denominados de mondcitos classicos e ndo classicos. Os
mondcitos classicos ou inflamatérios, expressam alguns marcadores de superficie, como Ly-
6C" e CD43"™ em camundongos. Em humanos, os marcadores de superficie especificos para

este subgrupo sdo CD14"™ e CD16  (Rogacev et al., 2011). Este subgrupo é recrutado
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rapidamente para os locais onde ocorre inflamagdo ou invasdo por patdgenos, resultando na
diferenciacdo destas células em macrofagos e consequentemente a sua ativagdo. Este processo
desencadeia a producdo de citocinas envolvidas na inflamagcdo, aumento da capacidade
fagocitica e a produgdo de mediadores inflamatérios como o NO e ERO, culminando na
eliminagdo do patdgeno (Ziegler-Heitbrock et al., 2010; Geissman et al., 2010)

O subgrupo dos mondcitos ndo classicos, ao contrario dos mondcitos inflamatérios,
expressam Ly-6¢" e CD43" em camundongos e CD14" e CD16™ em humanos. S&o
caracterizados por sobreviver por longos periodos em diferentes tecidos. Embora sejam
heterogéneos, todos 0s mondcitos respondem aos estimulos pré-inflamatérios e apresentam a
mesma capacidade de migracdo e diferenciacdo (Gordon & Taylor, 2005; Rogacev et al.,
2011). Os mondcitos também expressam os grandes quantidades dos marcadores de superficie
CD11be CD115 (Ziegler-heitbrock et al., 2010).

Medula éssea : Sangue periférico
GRI GRI-
©-0-0-0-0-0-®
-CFU M-CFU Monoblasto Pro-monocito Mondcito Mondcito
inflamaténo resxdente

Figura 3. Diferenciacdo de mondcitos a partir das CTH presentes na medula dssea. HSC: Celulas tronco
hematopoiéticas. HSC: célula tronco hematopoiética pluripotente. GM-CFU: unidade formadora de colénia de
granulécitos/macréfagos. M-CFU: unidade formadora de coldnia de macréfagos. GR1*: marcador de superficie
encontrado em grandes quantidades em mondcitos inflamatérios. de macréfagos. GR1™: marcador de superficie

encontrado em baixas quantidades em mondcitos residentes. Fonte: Mosser & Edwards, 2008 (Modificado)

1.5.2. Macrdéfagos derivados de monacito

Os macréfagos sdo células mononucleadas encontradas em quase todos os tecidos e
que apresentam um papel central na resposta imune inata. Estas células sdo consideradas
como fagdcitos profissionais extremamente eficientes, ou seja, a sua funcdo primaria é de
fagocitar particulas estranhas, restos celulares e microrganismos invasores ao organismo
(Chang et al., 2010).

Os macrofagos sdo originados a partir da diferenciagdo dos mondcitos presentes na

circulagdo sanguinea que migram para os tecidos, conforme a necessidade do organismo. Para
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que estes mondcitos se diferenciem em macrofagos, € preciso que algumas citocinas e fatores
de crescimento estejam presentes, como a IL-6, GM-CSF e M-CSF, sendo esse ultimo o
principal fator de crescimento responsavel pela diferenciagdo dos mondcitos em macréfagos
(Barreda et al., 2004; Mayani et al., 2007).

Os efeitos bioldgicos de M-CSF sdo mediados a partir de um Unico receptor trans-
membrana denominado M-CSFR. A ligacdo deste fator de crescimento ao seu receptor causa
a dimerizacdo do M-CSFR, levando a ativacdo da atividade de proteinas tirosina quinases,
ativando assim algumas vias de sinalizacdo envolvidas na diferenciagdo celular, como a via
fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K)/ proteina quinase B (Akt) (Pixley & Stanley, 2004).

A ativacdo destas proteinas tirosina quinases resulta na fosforilacdo do PI3K, o qual
induz a fosforilagdo de alguns lipidios de membrana, formando assim um segundo
mensageiro, o fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3) (Cantley, 2002; Osaki et al., 2004). O
Akt é encontrado no citosol em sua forma inativa e pode ser ativado pela fosforilagcdo da
Thr308 pela fosfoinositida dependente de quinase-1 (PDK1) e a Ser473 pelo complexo de
proteina alvo da rapamicina (mTORC) (Vanhaesebroeck & Alessi, 2000; Hemmings &
Restuccia, 2012).

Para que seja ativado, o Akt necessita de um estimulo especifico para que sofra a
translocacdo para membrana plasmatica, se ligando preferencialmente ao PIP3 devido a alta
afinidade por este segundo mensageiro (Miao et al., 2010). A ligacdo do Akt com PIP3 causa
alteracdes conformacionais e a exposicdo de sitios de fosforilagdo. A via de sinalizacdo
celular PI3K/Akt também esta envolvida em outras inimeras fungbes celulares como
metabolismo, transcricdo, sintese de proteinas, crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia
celular (Manning & Cantley, 2007).

Uma vez diferenciadas, estas células sofrem algumas alteracdes, sendo possivel
observar o complexo de Golgi (CG) bem desenvolvido, reticulo endoplasmatico (RE)
proeminente, o aumento do tamanho celular € no nimero de mitocéndrias, um maior
desenvolvimento do sistema lisossomal e alteracdo nas proteinas de superficie e autofagia
(Zhang et al., 2012). Estes fagocitos recebem diferentes denominacdes e funcdes, de acordo
com cada tecido em que residem, como as células de Kippfer no figado, microglias no
Sistema Nervoso Central (SNC), osteoclastos nos 0ssos e macrofagos alveolares nos pulmdes
(Daigneaut et al., 2010) (Figura 4).
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Figura 4. Precursores envolvidos na diferenciacdo dos macréfagos e as denominagGes e morfologias de
macrofagos encontrados em diferentes locais do organismo. CMP: progenitor mieldide comum. CFU-GM:
unidade formadora de colénias de granulécitos e macréfagos. CFU--M: unidade formadora de coldnia

monocitica. Fonte: Galli et al., 2012 (modificado).

Os macrofagos, assim como 0s monocitos, também apresentam uma populacéo
heterogénea, sendo capazes de mudar seu fendtipo e fisiologia em resposta a diferentes
estimulos do ambiente (Edwards et al., 2006; Mosser & Edwards, 2008). Estdo distribuidos
no organismo como células pequenas e imaturas, chamadas de macrofagos residentes, que
alteram suas propriedades endociticas e biolégicas quando recrutados para os locais de
inflamacéo e ativados (Casseta et al, 2011). Este processo de ativacao é iniciado através de
estimulos externos que interagem com receptores de superficie dos macréfagos
desencadeando uma cascata de sinalizacBes que implicardo em alteracdes fisioldgicas e

morfoldgicas (Chang et al., 2010).

Quando ativados, apresentam-se como grandes células fagociticas com ndcleo
aumentado, citoplasma volumoso com expressivas projeces citoplasmaticas, numerosos
vacuolos no citoplasma, aumento de reticulos endoplasmaticos rugoso e liso, numerosos CG,
lisossomos e mitocondrias. Esta mudanca esta associada ao aumento da producdo de

proteinas, enzimas e RNA (Smit et al., 2008).

Os macro6fagos ativados podem ser classificados em dois tipos de fenotipos:
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A) O fenbtipo M1, também conhecidos como macrofagos pré-inflamatorios ativados
pela via cléssica. A ativacdo do tipo M1 é caracterizado pelo tipo de resposta Thl, onde a
ativacdo do macr6fago € causada por estimulos de INF-y, na presenga ou ndo de
lipopolisacarideos (LPS) ou TNF, os quais irdo induzir a secrecdo de altas quantidades de
citocinas proé-inflamatérias, que irdo induzir a produgdo de NO e ERO, tornando o0s
macréfagos capazes de promover a morte de patdgenos intracelulares (Vereyken et al., 2011;
Biswas & Mantovani, 2011).

Macréfagos M1 convertem o oxigénio molecular em ERO através da enzima
superoxido dismutase (SOD) e NADPH oxidase (Verreck et al., 2006), que sdo encontradas
na membrana do fagolisossomo. As ERO sao formadas principalmente por ions superdxidos
(O2), radicais hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H,O,) que juntos constituem o "burst
oxidativo™ (Mosser & Eduards, 2008).

Os macréfagos M1 também produzem radicais reativos intermediarios, como o NO,
que é produzido principalmente pela enzima oOxido nitrico sintetase induzida (iNOS), uma
enzima que é ativa apos a invasao de algum agente agressor. A iINOS é uma enzima que
catalisa a conversao da L-arginina em L-citrulina e NO, o qual, dentro do fagolisossomo reage
com os produtos dos ERO, acarretando na eliminagédo do patogeno fagocitado (Flora Filho &
Zilberstein, 2000) (Figura 5).

L-arginina | @ |

Lcitrulina

Figura 5. Desenho esquematico da a¢do da enzima iNOS sobre a L-arginina. A L-arginina é transportada para o

interior da célula através da proteina de membrana CAT-2B, local onde a iNOS iré catalisar a conversao da L-

arginina em L-citrulina, liberando NO. Fonte:

Este tipo de macréfago também é capaz de secretar algumas citocinas como TNF, IL-

1, IL-6, IL-12 e IL-23, as quais atuam como citocinas inflamatorias e estimulam as células da
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imunidade adquirida, tornando o macr6fago uma potente célula efetora (Biswas & Mantovani,
2010).

B) O fenotipo M2, também conhecidos como macrofagos ativados pela via alternativa.
Os macréfagos M2 estdo envolvidos com a supressdo da resposta inflamatéria, remodelacéo e
reparo tecidual, em reacOes alérgicas e parasitarias (Gordon & Taylor, 2005). O tipo M2 é
caracterizado por ativar os macrofagos a partir do estimulo causado por citocinas IL-4 e IL-13
(M2,), imunocomplexos e glicocorticoides (M2g), ou por IL-10 e pelo fator de transformacéo
de crescimento B (TGF- B) (M2¢) (Figura 6). ApOs a ativacdo pela via alternativa, estes
macréfagos passam a secretar moléculas anti-inflamatérias, como IL-10, CCL17, CCL22 e
TGF- B,
imunossupressora seletiva e inibem a proliferacdo das células T (Biswas & Mantovani, 2010)
(Figura 6).

reduzindo assim o processo inflamatorio. Além disso, exercem fungdo

A ativacdo do tipo M2 é responsavel pela liberacdo de uma grande quantidade de
arginase, enzima que utiliza o substrato L-arginina para produzir ornitina e poliaminas, as
quais estdo envolvidas na proliferacdo celular e na sintese de colageno (Mantovani et al.,
2002).
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Figura 6. Formas de polarizacdo que os macrofagos podem sofrer e suas propriedades funcionais especificas

para cada tipo de estimulo derivado do microambiente durante a ativagdo. Fonte: Hortelano, 2014 (Modificado).
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Além da fagocitose e destruicdo de microrganismos, os macrofagos estdo envolvidos
em outras funcBes importantes, como remocdo de ceélulas senis ou danificadas,
reconhecimento e fagocitose de células tumorais, cicatrizagdo, remodelacdo tecidual,
hematopoiese e homeostase (Klimp et al., 2002). Estas células apresentam algumas proteinas
de superficie, como a proteina F4/80 que é especifica para este tipo celular. Pode-se
encontrar também a proteina CD11b, encontrada na superficie de linfocitos, granulécitos,
macréfagos e mondcitos. Estas duas proteinas estdo envolvidas com o processo de adesdo e
migracéo celular (Khazen et al., 2005).

Os macrofagos, assim como os neutréfilos, sdo considerados fagocitos profissionais
extremamente eficientes em internalizar grandes particulas e promover a defesa do
organismo contra a invasdao de patdégenos. Porém o tempo de vida de um macréfago é
extremamente maior quando comparado a de um neutréfilo. Esta caracteristica é de extrema
importancia, pois em algumas situacdes, como na quimioterapia do cancer, no transplante de
MO, onde a produgéo de neutrofilos se encontra provisoriamente baixa ou interrompida, 0s
macrofagos sdo capazes de proteger o organismo contra infeccbes secundarias (Dale et al.,
2008; Rogacev et al., 2011).

1.5.3. Células dendriticas (DC) derivadas de mondcitos

As DC sdo altamente especializadas na apresentacdo de antigenos (Hespel & Moser,
2012), apresentando-se como células grandes, com citoplasma irregular e longas projecoes
citoplasmaticas. Em humanos, estas células expressam varios marcadores de superficie, como
o CD3, CD19/20, CD56, CD11c* e CD103. Em humanos, todas DC expressam altos niveis
de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade classe 11 (MHC 1) (Collin et al.,
2013)

As DC também apresentam uma populacdo heterogénea, assim como 0s mondcitos e
0s macrofagos, sendo divididas em DC classicas (também conhecidas como DC mieldides ou
convencionais) e DC plasmocitoides. As DC convencionais apresentam uma maquinaria
especializada em processar e apresentar antigenos as células T e, além disso, apresentam alta
capacidade de produzir citocinas envolvidas na resposta imune (Geissman et al, 2010). Estas
células se localizam nos tecidos ndo linfoides e nas principais portas de entrada dos patdgenos
no organismo: zona marginal do figado, barreiras epiteliais, tratos respiratorios e

gastrointestinais (Merad et al., 2013). Na presenca de algum patdgeno ou antigeno estranho ao
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organismo, as DC endocitam estes organismos e se locomovem para os linfonodos, onde
residem os linfocitos T “naives”. Durante este percurso, as DC amadurecem e desenvolvem-
se como potentes células apresentadoras de antigenos, aumentando a expressao de MHC 1l e
de moléculas coestimulatorias capazes de ativar os linfocitos T “naives”, regulando assim as

respostas das células T (Geissman et al., 2010; Collin et al., 2013).

Descritas recentemente, as DC plasmocitoides apresentam a mesma origem das DC
convencionais, porém sdo caracterizadas por residirem na circulacdo e em tecidos linfoides,
apresentando um ciclo de vida maior e diferente das DC convencionais. Este subgrupo
expressam baixos niveis de MCH Il, CD11lc e de moléculas estimulatérias quando ndo
ativadas (Merad et al., 2013). Estas células estdo envolvidas na resposta contra infeccdes
virais, liberando grandes quantidades de interferon (IFN), e também séo capazes de apresentar
antigenos as células T (Geissman et al., 2010; Merad et al., 2013).

1.6. IMUNOMODULADORES

O sistema imunologico pode ser regulado através de moléculas conhecidas como
imunomoduladores, que sdo capazes de modificar a resposta imunologica do organismo de
forma a exacerba-la (imunoestimuladores) ou suprimi-la (imunossupressores) de acordo com
a necessidade, assumindo assim um papel de extrema importancia na homeostase do
organismo (Lima, 2007; Fischer et al., 2008).

Atualmente, sabe-se que varias substancias podem ser utilizadas como
imunomoduladores, dentre eles destacam-se drogas de origem natural e sintética, além dos
bioprodutos encontrados em vegetais e microrganismos (Masihi, 2000), os quais sdo de
grande importancia na terapia de doencas que acometem o sistema imunolégico, como
doencas causadas por hipersensibilidade, imunodeficiéncias, rejeicdo de enxertos e combate a

microrganismos invasores (Dutta, 2002; Lima, 2007).

Uma gama de bioprodutos tem sido extensivamente estudados e reconhecidos pela sua
eficadcia na acdo imunomodulatdria e por agirem, principalmente, estimulando as células da
medula 6ssea (Pinheiro et al., 2003; Abud et al., 2006; Jordan et al., 2008; Cesar et al., 2008;
Oliveira et al., 2011). Dentre os imunomoduladores ja descritos podemos citar o Propolis, que
apresentou tanto agdo estimulante quanto a acdo supressora em determinados eventos da

resposta imune (Fisher et al., 2008) e também o medicamento homeopatico Canova, que foi
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capaz de ativar células mononucleares da medula déssea (Abud et al., 2006; Cesar et al.,
2008).

Além destes bioprodutos, o Acido Kéjico (AK) é um metabdlito produzido por fungos
do género Aspergillus que apresenta, entre outras fungdes, a capacidade de ativar macréfagos
e induzir a fagocitose, podendo ser utilizado no combate contra patégenos sem causar danos a
célula hospedeira (Rodrigues et al., 2011; 2014) e parece ter acdo imunomoduladora sobre
monaocitos humanos (Costa, 2012).

1.7. ACIDO KOJICO

O AK ou o 5-Hidroxi-2-hidroxymetil-y-pirona (HMP) (Figura 7) & um metabolito
secundario comumente obtido a partir de varios microrganismos, embora os fungos do género
Aspergillus, Penicillium e Acetobacter sejam os principais produtores. O AK é formado a
partir de carboidratos durante o processo de fermentacdo, sendo caracterizado pelo aspecto
transparente e cristalino e por ser facilmente dissolvido em agua, etanol e acetona (Burdock et
al., 2001; Gomes et al., 2001; Mohamad et al., 2010).

@)
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Figura 7. Estrutura quimica do Acido Kojico, 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona. Fonte: Rodrigues et al., 2010.

Anteriormente a descoberta do AK, em 1907 por K. Saito, os fungos eram utilizados
como fermentadores de alimentos e bebidas alcodlicas, em especial a espécie Aspergillus
oryzae, também conhecido como “Koji” (Bentley et al., 2006). Atualmente, no Japdo e em
outros paises, o AK ¢é utilizado como aditivo alimentar por causa de seu papel antioxidante,
capaz de preservar vegetais e evitar o escurecimento de alguns alimentos causado pela enzima
tirosinase (Burdock et al., 2001; Nohyneck et al., 2004; Mohamad et al., 2010).
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Na literatura existem diversos trabalhos que mostram inimeras ac¢6es biolégicas do
AK, dentre elas: Atividade antioxidante (Gomes et al., 2001; Rho et al., 2011), inibidor da
tirosinase (Burdock et al., 2001; Bentley et al., 2006; Rho et al., 2011), em cosméticos e para
o tratamentos de meslasma (Lim et al.,1999; Ahn et al., 2011; Cho et al., 2012), como aditivo
alimentar (Burdock et al., 2001; Nohynek et al., 2004; Bentley et al., 2006; Mohamad et
al.,2010), antitumoral (Burdock et al., 2001), agente radioprotetor (Emami et al., 2007;
Hosseinimehr et al., 2009), ativador de macréfagos (Rodrigues et al., 2011), como modulador
no processo de diferenciacdo de mondcitos em macréfagos (Costa, 2012), ativador de
neutréfilos (Niwa & Akamatsu, 1991; Frade, 2015), além de apresentar atividade
bacteriostética, fungistatica e leishmanicida (Bentley et al., 2006; Chee & Lee, 2003;
Rodrigues et al., 2014).

O AK ¢é utilizado tanto em cosméticos quanto no tratamento de melasmas, inibindo a
melanogénese em areas hiperpigmentadas da pele (Leyden et al., 2011; Lajis et al., 2012).
Cremes e pomadas a base de AK combinadas a hidroquinona (outro inibidor de tirosinase)
apresentam acdo despigmentante mais eficaz do que estes compostos separados (Lim et al.,
1999). Estudos recentes mostraram que derivados do AK também sdo capazes de regular a
melanogénese e induzir a despigmentacdo através de uma via que ndo envolva a enzima
tirosinase (Choi et al., 2012; Cho et al., 2012). Além de todas estas aplicabilidades ja
descritas, 0 AK também é capaz de agir contra alguns patdégenos através da inibicdo da
tirosinase, enzima importante para a viruléncia de alguns patdégenos. Foi mostrado que
helmintos da espécie Schistosoma mansoni, que necessitam de tirosinase para a formacao da
membrana de seus ovos, quando tratados com AK sofriam inibicdo da tirosinase 1 e 2,
resultando assim na diminuicdo de ovos com fenétipo normal, interferindo assim na
progressdao da doenca (Fitzpatrick et al., 2007). Recentemente foi demonstrado a acéo
leishmanicida de AK, onde foi mostrado que uma formulacdo tépica de AK (pomada) foi
capaz de promover a morte do protozoario Leishmania (Leishmania) amazonensis e ainda

promoveu o processo de cicatrizacdo das lesdes cutaneas (Rodrigues et al., 2014)

O AK, parece apresentar acdo imunomoduladora, influenciando no crescimento de
alguns agentes infecciosos. Entretanto, este metabolito também age aumentando a imunidade
do organismo hospedeiro, ativando células envolvidas na imunidade inata e adquirida,
aumentando a fagocitose e induzindo a produgdo de ERO (Niwa & Akamatsu, 1991,
Rodrigues et al., 2011).
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A acdo do AK em células de defesa do organismo foi descrita primeiramente por Niwa
& Akamatsu (1991) que, mostraram uma acao antioxidante do metabdlito. No entanto, 0 AK
também foi capaz de aumentar a fagocitose e producdo de ERO em neutréfilos. O mesmo foi
observado por Frade (2015), onde ap6s tratamento com 50 pg/mL de AK, os neutréfilos
apresentaram morfologia de células ativadas e foi observado também aumento das ERO. Vale

ressaltar ainda que o AK foi capaz de aumentar a sobrevida dos neutrofilos.

O AK também foi capaz de induzir a diferenciacdo de mondcitos em macréfagos. Foi
observado que a partir do periodo de 48 horas de tratamento com 50 pg/mL, 0os mondcitos
tratados apresentaram aumento do nimero de filop6dio, tamanho celular, aumento do nimero
de organelas e alteracdo no padrdo de proteinas de superficie, caracteristicas de células em
processo de diferenciagdo, mostrando que o AK, apresenta a capacidade de induzir a
diferenciagdo de mondcitos em macrdfagos (Costa, 2012).

Além disso, Rodrigues e colaboradores (2011) mostraram que macréfagos peritoneais
de murinos foram ativados apos tratamento com 50 pg/mL de AK, que também foi capaz de
promover ativacdo de macrofagos através do rearranjo do citoesqueleto, aumento da
fagocitose e producdo de radicais superoxidos, sem causar efeitos citotoxicos em células de

mamiferos.

Embora o AK tenha diversas aplicacdes biologicas, poucos trabalhos na literatura
mostram sua acdo sobre as células do sistema imunologico. Além disso, ainda ndo é
conhecida a acdo do AK sobre os precursores das células sanguineas presentes na MO,
importantes para manter o organismo protegido contra diversos patdgenos. Desta forma, é de
grande importancia a busca por medicamentos naturais que estimulem a diferenciacdo e a
resposta microbicida das células hospedeiras envolvidas na resposta imune inata. Portanto, o
presente estudo teve como objetivo investigar a acdo do AK sobre as células do sistema

fagocitario obtidas da medula 6ssea de camundongos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos in vitro do AK sobre populacbes de células mononucleares

provenientes da medula 6ssea de camundongos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Verificar a viabilidade das células da medula 6ssea tratadas com AK;

e Realizar analise quantitativa e morfoldgica das células da medula dssea tratadas com AK;

e Analisar a ativacdo da via de sinalizacdo PI3K/Akt durante o processo de diferenciacédo
de células tratadas com AK;

e Detectar a presenca de marcadores de superficie em células tratadas com AK;

e Analisar a resposta microbicida das células da medula 6ssea tratadas com AK.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. FLUXOGRAMA
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Figura 8. Fluxograma mostrando as atividades realizadas para avaliar a acdo do AK sobre as células da medula

Gssea de camundongos.
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3.2.  OBTENCAO DOS ANIMAIS

Os camundongos utilizados neste trabalho eram machos albinos de 6 a 10 semanas de
idade, da espécie Mus musculus, os quais foram mantidos em racks ventiladas ALESCO®,
com acesso a racao e agua filtrada. Estes animais foram doados pelo Biotério do Instituto
Evandro Chagas (IEC) e foram sacrificados em camara de CO;, (Insight®), conforme as
normas do Comité de ética para uso de animais (processo n° 047-2015 CEPAE/ICB/UFPA).

3.3. OBTENCAO E PREPARO DO ACIDO KOJICO (AK)

O Acido Kojico foi obtido através da Companhia Sigma-Aldrich Brasil Ltda
(Referéncia: K3125-5G). A solucédo estoque foi preparada a uma concentracao de 1 mg/mL de
AK diluido em meio Dulbecco’s Modifield Eagle Medium (DMEM). As concentragdes
utilizadas neste trabalho a partir da solucdo estoque foram de 25, 50, 100 e 200 pg/mL em
um teste de viabilidade celular e para todos os demais experimentos foi utilizada somente a
concentracdo de 100ug/mL, pois foi a concentracdo que apresentou resultados mais

satisfatorios obtidos anteriormente.

3.4. PREPARO E COLETA DE CELULAS DA MEDULA OSSEA DE
CAMUNDONGOS

A medula 6ssea foi obtida a partir da extracdo dos fémures dos camundongos
sacrificados em camara de CO,. Apds a dissecacdo, os fémures obtidos foram lavados em
PBS e, dentro do fluxo, transferidos para uma placa de Petri contendo solucédo salina (PBS)
estéril, os quais foram mantidos a temperatura de 4°C. Logo depois, foram retiradas as
epifises proximais e distais com o auxilio de tesoura e pinca de ponta serrilhada. Apos a
retirada das epifises, a medula 6ssea foi removida através da lavagem do canal medular com o

auxilio de uma seringa contendo também PBS estéril (Marin et al., 2010).
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3.5. CULTIVO DAS CELULAS DA MEDULA OSSEA

As células obtidas foram centrifugadas a 1500 RPM a 4°C por 10 minutos. Apds a
centrifugacdo, as células foram homogeneizadas em meio DMEM, contadas em camara de
Neubauer e transferidas para placas ou em garrafas de cultivo celular. Em seguida, as células
foram mantidas em estufa a 37°C contendo 5% de CO, durante o periodo determinado para
cada tipo de analise. Foram utilizados para cada experimento uma quantidade de 2x10°
células por pogo/garrafa e os grupos de experimentacdo foram divididos em: controle sem
tratamento, células tratadas como o AK na concentracdo 100 pg/mL e células do grupo
controle positivo, tratadas com fator estimulador de coldnias de macrofagos (M-CSF) na

concentracdo de 100 nM.

3.6. TESTES DE VIABILIDADE CELULAR

3.6.1. Método do Thiazolylblue (MTT)

O MTT e utilizado em ensaios colorimétricos para medir a viabilidade celular. O MTT
é um sal tetrazolium que é convertido pelas desidrogenases mitocondriais em cristais azuis de
formazan insollveis em agua. O produto formazan é impermeavel as membranas celulares,
acumulando-se em células viaveis, sendo posteriormente diluido em DMSO (Fotakis &
Timbrell, 2006). Logo, a reducdo do MTT em cristais de formazan é diretamente proporcional

a atividade mitocondrial e a viabilidade celular.

As células da medula foram cultivadas como descrito no item 3.5 em placas de 96
pocos e submetidos ao tratamento com o AK. As células foram tratadas em meio DMEM
suplementado em 10% SBF por 24, 48, 72 e 96 horas. Apds o cultivo, o sobrenadante foi
retirado e 0s pocos lavados com PBS pH 7,2. Logo apo6s a lavagem, foi adicionado 0,5 mg/mL
MTT (Sigma) diluido em PBS sendo, posteriormente, incubados a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO, por 3 horas. Apo6s o término da incubacdo, foram retirados 0s
sobrenadantes, e os pogos lavados uma vez com PBS. Apos esta etapa, foi adicionado 200 pL
DMSO em cada pogo para solubilizagdo dos cristais de formazan e depois colocados em

agitacdo por 10 minutos. A solugéo resultante foi lida em leitor de ELISA (BIO-RAD Model
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450 Microplate Reader) em um comprimento de onda de 570 nm. Como controle negativo da

reacdo, células foram mortas com solucéo de 15% de formol em PBS.

3.6.2. Deteccdo de Apoptose em células da medula éssea tratadas com AK.

Para este ensaio foram utilizados dois tipos de marcadores fluorescentes: O lodeto de
Propidio (IP) que é um marcador nuclear de fluorescéncia vermelha de alto peso molecular e
a Anexina V que é um marcador de fluorescéncia verde o qual se liga a fosfatidilserina na
presenca de Ca”*. Dessa forma, a marcacéo simultanea de células com estes dois marcadores
permite distinguir células integras e viaveis de células apoptéticas e necroticas, além de

discriminar o estagio de apoptose sofrido pela célula.

A deteccdo da apoptose em macréfagos tratados com AK na concentragdo de 100
pg/mL foi realizada utilizando a marca¢@o com lodeto de Propidio (IP) (Sigma) e Anexina V-
FITC (Molecular Probes Invitrogen®). As celulas da medula 6ssea foram cultivadas como
descrito no item 3.5 em placas de 12 pocos e submetidas ao tratamento com o AK. Em
seguida, estas células foram raspadas, lavadas com PBS, centrifugadas a 1500 RPM por 5
minutos e coradas inicialmente com Anexina V por 30 minutos e logo depois, coradas com IP
por 30 minutos, como descrito por Rieger et al. (2011) com algumas modificacdes. A
contagem das células marcadas pelo IP foi realizada por citometria de fluxo (BD, FACS

CANTO™11) e os dados foram obtidos utilizando o software WinMDI versdo 2.9.

3.7. CONTAGEM DAS CELULAS MONONUCLEARES OBTIDAS DO
SOBRENADANTE DAS CULTURAS CELULARES DA MEDULA OSSEA.

Apos o cultivo das células da medula 6ssea como descrito no item 3.5 em placas de 24
pocos e tratadas com AK, foram retiradas aliquotas dos sobrenadantes da cultura (onde se
encontram as células ndo aderentes a placa de cultura). Estas células foram homogeneizadas e

contadas em camara de Neubauer.
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3.8.  ANALISE MORFOLOGICA

3.8.1. Microscopia Optica

As células da medula foram cultivadas em placas de 24 pocos, como descrito no item
3.5. As células foram tratadas com AK nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. A cada 24 horas,
as células foram tratadas e ao término do tratamento, as células aderidas as laminulas foram
fixadas (paraformaldeido 4% em tampao PHEM 0,1 M) por 30 minutos, coradas com Giemsa
diluido a 25 % em tampdo fosfato pH 8.0, durante 25 minutos, lavadas com agua destilada
duas vezes e montadas em laminas de vidro com o uso do Etellan®. Foram contadas 200
celulas por laminula e a analise morfoldgica foi feita em microscdpio 6ptico Olympus BX45.
Foram analisadas somente as celulas do sistema fagocitico mononuclear (Mondcitos e
Macréfagos). O M- CSF na concentragdo de 100 nM foi utilizado como controle positivo do

ensaio.

3.9. DETECCAO DE PROTEINAS ENCONTRADAS NAS VIAS DE SINALIZACAO
CELULAR ENVOLVIDAS NA DIFERENCIACAO DAS CELULAS MONONUCLEARES.

3.9.1. Western Blotting

As células da medula 6ssea foram cultivadas como descrito no item 3.5. em placas de
12 pocos e submetidas ao tratamento com o AK. Em seguida, estas celulas foram raspadas e
colocadas em eppendorf. A lise das células foi feita com tampéo de lise RIPA (10 mM Tris-Cl
(pH 8.0), 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1% Triton X-100, 0.1% sodium deoxycholate, 0,1%
SDS, 140 mM NaCl). Apos isso, as células foram agitadas em vértex e centrifugadas por 10
minutos, a 4 °C e 10. 000 r.p.m , como descrito por Azevedo et al. (2013). Depois foi feita a
transferéncia das proteinas para o gel de corrida e submetidas a eletroforese por
aproximadamente 2 horas. Em seguida, foi feita a transferéncia das proteinas do gel para as
membranas PVDF de baixa fluorescéncia (Millipore, Billerica, MA, USA). Apds a
transferéncia, as membranas foram colocadas em tampédo de bloqueio (Li-cor Biosciences,
Lincoln, NE, USA) por 1 hora, sob agitacéo e depois incubadas overnight com o anticorpo
primario anti-pAkt (Serd473) (1:1000) e pPDK-1 (Ser241) na diluicdo e 1:1000, (Cell
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Signaling) a uma temperatura de 4 °C. Apds incubagdo, as membranas foram lavadas com
tampdo PBS contendo 0,1% Tween-20 e incubadas com anticorpo secundario anti-rabbit 19G-
Dylight700 em uma diluicdo de 1:5000 ( Li-cor Biosciences) por uma hora em temperatura
ambiente. Posteriormente, as membranas foram lavadas com tampédo PBS, escaneadas com
Odyssey Infrared Imaging System (Li-cor Biosciences) e os dados obtidos analisados no

programa Image J.

3.10. DETECCAO DE MARCADORES DE SUPERFICIE CELULAR POR
CITOMETRIA DE FLUXO

Células provenientes da medula 6ssea foram cultivadas em placas de 24 pogos como
descrito no item 3.5 e tratadas com o AK por 96 horas. Apés o tratamento, estas células foram
raspadas, transferidas para falcons, centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos e ressuspendidas
em solucédo de PBS pH 7,2. Em seguida, essas celulas foram centrifugadas novamente a 1500
rpm por 10 minutos e incubadas com anticorpo primario CD11b, F4/80 e CD11c por 30
minutos. Os anticorpos primarios foram diluidos na propor¢do 1:50 em PBS a 37°C.
Posteriormente, uma segunda incubagdo foi realizada com anticorpo secundario PE- goat
anti-rat 1gG (Abcam) diluidos na proporcdo 1:50 em PBS por 40 minutos, e por fim uma
nova centrifugacao foi realizada e as células ressuspendidas em PBS, para assim determinar a
fluorescéncia das células por citometria de fluxo. As células foram analisadas em citbmetro de

fluxo BD FACS Canto Il e os dados foram obtidos utilizando o software WinMDI verséo 2.9.

3.11. RESPOSTA MICROBICIDA DAS CELULAS DA MEDULA OSSEA TRATADAS
COM AK

3.11.1. Andlise da atividade fagocitica das células da medula dssea tratadas com AK

Para observar o efeito do AK sobre a capacidade fagocitica das células da medula
Ossea, as células foram cultivadas como descrito no item 3.5 e tratadas com AK por 96 horas.

Em seguida, foi realizada a interacdo com a levedura em uma proporc¢do de (1:10) durante 2
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horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. Apos esse periodo, o sobrenadante foi desprezado
e as células lavadas com PBS pH 7.2 por trés vezes, para retirar as leveduras ndo

internalizadas.

Em seguida, as células foram coradas com o corante Giemsa. Foram contadas 200
células por laminula e o indice endocitico obtido calculando-se a porcentagem de células que
endocitaram e a média de parasitas por células. As células foram contadas em microscopio

Optico Olympus BX41,

3.11.2. Dosagem da producdo de Oxido Nitrico (NO) pelas células da medula 6ssea

tratadas com AK

A dosagem da concentragédo do nitrito em meio de cultura é uma forma indireta de se
determinar a concentracdo NO. As células da medula 6ssea foram cultivadas como descrito no
item 3.5 em placas de 96 pocos e tratadas com AK na concentracdo de 100 pg/mL por 96
horas. Para a dosagem de NO foi utilizado 0 método de Griess, no qual consiste em adicionar
50 ul do reagente de Griess (sulfanilamida a 1% em acido fosforico a 5% e Naftilenodiamina
a 0,1% em &gua destilada) e 50 ul do sobrenadante das células tratadas ou ndo com AK. A
leitura foi feita pelo leitor de ELISA sobre um comprimento de onda de 570 nm e a

concentracdo de nitrito foi expressa em UM de acordo com a curva padrao estabelecida.

3.11.3. Dosagem da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) pelas células da

medula éssea tratadas com AK

3.11.3.1. Dosagem de radicais superéxidos pelo método do Nitroblue Tetrazolium
(NBT)

O Nitroblue Tetrazolium (NBT) é um corante solivel amarelo utilizado para
determinar a producdo de radicais superéxidos durante incuba¢do com fagdcitos (granulécitos
e monocitos). Este sal, na presenca de O, sofre reducdo para cristais de formazan insollvel,

0s quais se acumulam no citoplasma dos fagécitos.
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Células da medula foram cultivadas em placa de cultura de 24 pogos como descrito no
item 3.5 e mantidas em cultivo por um periodo de 96 horas. As células foram lavadas com
PBS e incubadas com meio contendo 1 mg/mL de NBT. Como controle positivo foram
utilizadas células da medula tratadas com M-CSF. Apds 1 h a 37 °C e em atmosfera de 5% de
CO2, as células foram lavadas com PBS, pH 7.2, e fixadas em paraformaldeido 3% por 30
minutos, desidratadas e montadas em laminas de vidro, tendo Entellan® como meio de
montagem. Apds a montagem as células foram analisadas e contadas em microscépio optico
Olympus BX41.

3.11.3.2. Pelo kit CellROX®

Células da medula 6ssea foram cultivadas em placas de cultura de 12 pogos como
descrito no item 3.5 e tratadas com AK na concentracdo de 100 pug/mL por um periodo de 96
horas. Apos o cultivo, as células foram lavadas com PBS pH 7.2 e incubadas com o marcador
fluorescente CellROX® Green (Molecular Probes Invitrogen) na concentracdo de 5 pM,
diluido em meio de cultura DMEM por 30 minutos a 37 °C e em atmosfera de 5% de CO,,
conforme descrito por Hyo-Yang et al. (2012), com algumas modificacdes. Apds a incubacao,
as células foram lavadas com PBS, pH 7.2 e lidas em um fluorimetro (VICTOR X Multilabel
Plate Readers) em comprimento de onda de 490 nm. Células ndo marcadas com CellROX®
Green foram utilizadas como controle negativo. Células tratadas com M-CSF foram utilizadas

como controle positivo.

3.12. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados utilizando o GraphPad Prism 5. Os testes utilizados
foram o de andlise de variancia, ANOVA seguido do teste Tukey ou Teste t de Student,

considerando significantes resultados com p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***).
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4. RESULTADOS

4.1. VIABILIDADE CELULAR

Para verificar se 0 uso de AK no tratamento de celulas da medula dssea induziam
alteracOes na viabilidade celular, foram realizados os seguintes testes de viabilidade: o teste
MTT e o teste deteccdo de apoptose e necrose celular com o uso dos marcadores IP e Anexina
V-FITC.

4.1.1. Citotoxicidade do AK através do teste MTT

Este ensaio detecta se as células da medula 0ssea tratadas com o AK sofrem danos na
viabilidade celular através da quantificacdo da atividade das desidrogenases mitocondriais. Os
resultados obtidos neste estudo mostraram que as células tratadas com o AK na concentracao
de 25, 50, 100 e 200 pg/mL e cultivadas nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas nédo
apresentaram diminuicdo significativa de células viaveis quando comparadas ao controle sem

tratamento (figura 9).

4.1.2. Determinacdo de células apoptéticas e necroticas da medula 6ssea tratadas com
AK

Para a deteccdo de apoptose e necrose foram utilizados: a proteina Anexina V que é
capaz de detectar células em estdgio de apoptose inicial devido a alta afinidade a
fosfatidilserina externalizada na superficie de células apoptéticas. Além da Anexina V, foi
utilizado o marcador nuclear fluorescente IP que, devido ao alto peso molecular, s6 é
penetravel em células que apresentem danos a membrana plasmatica, 0 que ocorre em
estagios tardios de apoptose ou em necrose. Os resultados obtidos mostraram que as células
cultivadas com AK por 96 horas apresentaram uma porcentagem de células ndo marcadas
com IP e Anexina V-FITC de 86,68%, semelhante a porcentagem encontrada no grupo
controle sem tratamento, que foi de 87,23%, demonstrando assim que o AK ndo é citotdxico a

célula e ndo induz a morte celular (Figura 10).
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Figura 9. Viabilidade celular pelo método MTT em células da medula 6ssea tratadas com AK nas
concentracdes de 25, 50, 100 e 200 pug/mL por (a) 24 horas, (b) 48 horas, (c) 72 horas e (d) 96 horas. Observar

que a viabilidade celular das células tratadas com AK foi mantida em todos os tempos de tratamento, quando

comparadas ao controle sem tratamento.
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Figura 10. Deteccdo de apoptose por citometria de fluxo em macréfagos tratados com AK no periodo de 96
horas de cultivo. (a) Células do controle sem tratamento. (b) Células da medula dssea tratadas com AK na

concentracdo de 100 pg/mL.
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4.2. ANALISE QUANTITATIVA DAS CELULAS DE MEDULA OSSEA TRATADAS
COM AK

A cada 24 horas de cultivo, as células do sobrenadante e as aderidas destas culturas

foram quantificadas.

4.2.1. Analise quantitativa das células do sobrenadante das culturas de células da

medula 6ssea

Para realizar a contagem das células ndo aderentes, a cada 24 horas de cultivo o
sobrenadante da cultura era removido, homogeneizado e as células contadas em camara de
Neubauer. Os resultados obtidos demonstraram que hd uma tendéncia a reducdo na
quantidade de células conforme o tempo de cultura, tanto no grupo controle sem tratamento,
quanto no grupo tratado com AK. As células do sobrenadante das culturas tratadas com o0 AK
mostraram uma diminuicdo significativa do numero de células no sobrenadante quando
comparadas ao grupo controle sem tratamento nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Também foi
possivel observar uma diminuicdo significativa do numero de células do sobrenadante
somente nos periodos de 72 e 96 horas de cultivo no grupo que foi tratado com M-CSF
(Figura 11).
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Figura 11. Anélise quantitativa das células do sobrenadante em culturas de medula éssea tratadas com o AK por

24, 48, 72 e 96 horas. Foi observada uma diminuicdo significativa entre os grupos tratados com AK e CTL no
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periodo de 24, 48 e 72 horas de cultura. Foi utilizado para a analise estatistica o teste ANOVA, onde (*) p <
0,05, (**) p< 0,01, (***) p< 0,001. CTL: grupo controle sem tratamento, M-CSF: grupo tratado somente com o

fator de crescimento M-CSF.

4.2.2. Quantificacao e tipos celulares observados ap6s o tratamento com AK

Para realizar a analise quantitativa das células aderentes, estas foram coradas com
Giemsa e contadas em microscopio de acordo com as caracteristicas morfoldgicas de cada
célula. Foram encontrados os seguintes tipos celulares: mondcitos, macréfagos ativados e
residentes, linfocitos e polimorfonucleares (PMN). Porém, neste trabalho foram analisadas

somente as células pertencentes ao sistema fagocitico mononuclear.

4.2.2.1. Mondcitos

Os monocitos sdo celulas precursoras de macréfagos e células dendriticas,
apresentando pouco citoplasma e ndcleo em forma de rim. De acordo com o grafico, a
quantidade de mondcitos nas primeiras 24 horas de cultura é significativamente alta quando
comparada as outras populacbes de células. Sua populacdo tende a diminuir ao longo do
tempo, ja que ddo origem a outras linhagens celulares. No tempo de 24 horas de tratamento, o
grupo tratado com AK na concentracdo de 100 pg/mL aumentou significativamente sua
populacdo em relacdo ao controle sem tratamento. J& o grupo tratado com M-CSF apresentou
uma diminuicdo significativa dos mondcitos nos tempos de 24, 48 e 72 horas quando

comparadas ao controle sem tratamento (Figura 12a).

4.2.2.2. Macréfagos residentes

Os macrofagos residentes apresentam ndcleo irregular, granulacdo e citoplasma
abundante com margens irregulares, porém sdo células em estado de repouso. Para que ocorra
ativacdo € necessario que a célula reconheca antigenos estranhos ao organismo. Os resultados
obtidos mostraram que 0s macrofagos residentes tendem a aumentar sua populacdo ao longo

do tratamento. As células tratadas com AK na concentragdo de 100 pg/mL apresentaram no
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tempo de 24 horas aumento significativo deste tipo celular quando comparados ao controle
sem tratamento. O grupo tratado também apresentou, no tempo de 72 horas, um aumento
significativo de células quando comparado ao grupo controle sem tratamento. J& 0 grupo
tratado com M-CSF apresentou aumento significativo nos tempos de 24 e 48 horas quando
comparados ao controle e uma diminuig&o significativa no periodo de 96 horas (Figura 12b).

4.2.2.3. Macréfagos ativados

Os macréfagos ativados apresentam vacuolos e um grande espraiamento celular
quando comparados aos macrofagos residentes. Os resultados obtidos demonstraram gradual
ativacdo destas celulas ao longo do experimento. Logo, o grupo de células tratadas com AK-
100pg/mL apresentou um aumento significativo na quantidade destas células em relagdo ao

grupo controle sem tratamento (Figura 12c).
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Figura 12. Analise quantitativa dos tipos celulares encontrados em culturas de medula 6ssea tratadas com o AK-
100 pg/mL por 24, 48, 72 e 96 horas. (a) Andlise quantitativa dos mondcitos: Foi observada diminuicdo
significativa do grupo tratado e controle sem tratamento no periodo de 24 horas de cultura. (b) Analise
quantitativa dos macréfagos residentes: Foi observado um aumento significativo do grupo tratado e controle sem
tratamento no periodo de 24 e 72 horas de cultura. (c) Analise quantitativa dos macroéfagos ativados: Foi
observado um aumento significativo do grupo tratado e controle sem tratamento no periodo de 24 horas de
cultura, porém so houve aumento significativo de células nos periodos de 72 e 96 horas de cultivo quando
comparadas ao controle sem tratamento. Para a analise estatistica foi utilizado o teste ANOVA, onde (*) p <
0,05, (**) p< 0,01, (***) p< 0,001.



48

4.3. ANALISE MORFOLOGICA DAS CELULAS DA MEDULA OSSEA TRATADAS
COM AK

A andlise morfolégica mostrou que grande parte das células que aderiam ao
substrato pertencia a linhagem monocitica, as quais ao longo do tempo de cultivo
diferenciavam-se em macrofagos. As células tratadas com o metab6lito apresentaram uma
maior quantidade de células aderidas ao substrato, aumento do volume citoplasmatico
caracteristico de ativacdo celular, presenca de inimeros vacuolos citoplasmaticos e grande
quantidade de eucromatina quando comparados ao controle sem tratamento, assemelhando-se

as células tratadas com o M-CSF.

No periodo de 24 horas de cultura, as principais popula¢des encontradas tanto no
controle quanto nas células tratadas foram os mondcitos e os linfocitos. As células tratadas
com AK-100 pg/mL apresentaram uma menor quantidade destas células e um aumento no
namero de macrofagos residentes e ativados quando comparados ao controle sem tratamento
(Figura 13). No periodo de 48 e 72 horas, foi observada uma quantidade maior de células
aderidas no grupo tratado quando comparado ao controle e o aumento de células espraiadas
caracteristicas de macrofagos residentes e ativados (Figuras 14 e 15). As células que ja
apresentavam um progressivo aumento na aderéncia e espraiamento celular demonstram no
altimo dia de cultivo uma quantidade ainda maior de células aderidas e muito mais células
espraiadas quando comparadas ao controle, além de apresentarem algumas modificacGes
morfoldgicas como a presenca de vacuolos citoplasmaticos quando comparados ao controle.
No grupo tratado com M-CSF, algumas células apresentaram um processo denominado de
fusdo celular, formando células com mais de um ndcleo e com enorme volume citoplasmatico
(Figural6).
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Figura 13. Imagens de microscopia de campo claro das células cultivadas ap6s 24 horas. (a) Células do
controle sem tratamento. (b) Células tratadas com AK-100 pg/mL, observar aumento do citoplasma o processo
de ativacdo celular (setas). (c) Células tratadas com M-CSF, observar espraiamento e processo de ativagdo

celular (setas). Barra de 10 pum.

Figura 14. Imagens de microscopia de campo claro das células cultivadas ap6s 48 horas. (a) Células do
controle sem tratamento. (b) Células tratadas com AK-100 pg/mL, observar presenca de macréfagos ativados
(setas). (c) Células tratadas com M-CSF, observar presenca de macréfagos ativados (setas). Barra de 10 um.
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Figura 15. Imagens de microscopia de campo claro das células cultivadas ap6s 72 horas. (a) Células do
controle sem tratamento. (b) Células tratadas com AK numa concentracdo de 100 pg/mL, observar presenca de
celulas muito espraiadas e com grande volume citoplasmatico, caracteristicos de macréfagos ativados (setas).
(c) Células tratadas com M-CSF, observar presenca de macréfagos ativados (setas). Barra de 10 pum.

Figura 16. Imagens de microscopia de campo claro das células cultivadas apds 96 horas. (a) Células do
controle sem tratamento. (b) Células tratadas com AK numa concentragdo de 100 pg/mL, observar presenca de
macréfagos ativados e a presenca de indmeros vacuolos citoplasméticos (setas). (c) Células tratadas com M-
CSF. Barra de 10 um.
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4.4. DETECCAO DE PROTEINAS ENCONTRADAS NAS VIAS DE SINALIZACAO
CELULAR ENVOLVIDAS NA DIFERENCIACAO DAS CELULAS MONONUCLEARES.

Para investigar se a via de sinalizacdo envolvida na diferenciacdo das células da
medula dssea tratadas com AK era ativada, foram analisados os lisados celulares destas
células cultivadas por 96h através da técnica de Western blotting. Os resultados obtidos
mostraram que as células tratadas apresentavam aumento na ativacdo das proteinas Akt e
PDK-1, através da fosforilacdo dos dominios Ser473 e Ser241, respectivamente, quando

comparados ao grupo controle sem tratamento (figura 17).
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Figura 17. Deteccdo de proteinas Akt e PDK1 envolvidas na via de sinalizagdo celular que induz a

diferenciacdo das células mononucleares. Foi utilizado para a andlise estatistica o teste ANOVA, seguido pelo

Teste de Tukey onde (*) p < 0,05, (**) p< 0,01, (***) p< 0,001.

4.5. CARACTERIZACAO POR CITOMETRIA DE FLUXO DAS CELULAS TRATADAS
COM AK ATRAVES DE MARCADORES DE SUPERFICIE

4.5.1. Marcacdo com a proteina de superficie CD11b

A andlise por citometria de fluxo foi realizada para verificar se 0 AK é capaz de
estimular ou ndo a diferenciagdo das células tronco hematopoiéticas em células da linhagem
monocitica. As células tratadas com AK mostraram que o padrdo de marcacdo de CD11b em

sua superficie foi de 22,74%, enquanto que a marca¢do com controle positivo, estimulado
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com M-CSF, foi de somente 13,74%. Quando comparadas ao controle sem tratamento, as
células tratadas com AK demonstram marcar pouco maior que o dobro, ja que apenas 10,73%

das células sem tratamento apresentaram marcacao (Figura 18).
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Figura 18. Deteccdo do marcador de superficie CD11b através da citometria de fluxo em células da medula
cultivadas apés 96 horas. (a) Células do controle sem tratamento. (b) Células da medula tratadas com AK-100

pg/ml. (c) Células da medula tratadas com M-CSF-100 nM.

4.5.2. Marcacdo com a proteina de superficie F4/80

Quanto a andlise do marcador de superficie celular F4/80, encontrado em grandes
quantidades na superficie celular de macrofagos, foi observado que células tratadas com AK
apresentaram marcacao de 38,52%. Este valor foi bem semelhante a marcacdo encontrada em
macrofagos peritoneais, que foi de 40,37%, enquanto que a marcacdo do controle sem
tratamento foi de 27,25%, bem menor que as marcacdes do grupo tratado e do controle

positivo utilizado neste experimento (Figura 19).
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Figura 19. Deteccdo do marcador de superficie F4/80 através da citometria de fluxo em células da medula 6ssea
de camundongos cultivadas ap6s 96 horas. (a) Células do controle sem tratamento. (b) Células da medula

tratadas com AK-100 pg/ml. (c) Controle positivo de macréfagos peritoneais.

4.5.3. Marcacdo com a proteina de superficie CD11c

O principal marcador de células dendriticas ¢ o CD11c*. Com o intuito de verificar se
0 AK estimula a diferenciacdo e proliferacdo das CTH em células dendriticas, foi feita a
analise da expressdo deste marcador por citometria de fluxo, onde foram observados que as
células tratadas com AK marcaram somente 6,88% das células, enquanto que o controle sem
tratamento marcou 10,73% de células. Desta forma, o AK parece ndo estimular a

diferenciacgéo e proliferacéo das CDs (Figura 20).
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Figura 20. Deteccdo do marcador de superficie CD11c através da citometria de fluxo em células da medula

cultivadas apds 96 horas. (a) Células do controle sem tratamento. (b) Células da medula tratadas com AK-100

pg/mil.

4.6. RESPOSTA MICROBICIDA DAS CELULAS DA MEDULA OSSEA TRATADAS
COM AK

4.6.1. Andlise da atividade fagocitica de células da medula dssea tratadas com AK

Para avaliar capacidade fagocitica das células da medula dssea tratadas com AK ap6s
periodo de cultivo de 96 horas, foi realizada a interacdo destas células com Saccharomyces

cerevisiae. Apds a analise, foi observado que houve um aumento do indice fagocitico em

células tratadas com AK-100 pg/mL (Figura 21).
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Figura 21. Indice endocitico da interagio de células da medula 6ssea tratadas com AK-100 pg/mL por 96 horas
e incubadas com Saccharomyces cerevisiae. Como controle positivo foi utilizado células da medula 6ssea
tratadas com M-CSF. Foi utilizado para a analise estatistica o teste ANOVA, seguido pelo Teste de Tukey onde
(*) p < 0,05, (**) p< 0,01, (***) p< 0,001 .

4.6.2. Dosagem da producdo de NO pelas células da medula dssea tratadas com AK

Para saber se as células da medula d¢ssea tratadas com AK produziam NO, foi utilizado
0 método indireto que dosa a producdo de nitrito, conhecido como método de Griess. Os
resultados observados mostraram que culturas de células tratadas com AK por 96 horas ndo

produziram NO quando comparadas ao controle sem tratamento (Figura 22).
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Figura 22. Dosagem de 6xido nitrico (NO) de células tratadas com a concentragdo de AK-100 pg/mL por 96
horas. Foi utilizado para a analise estatistica o teste ANOVA, seguido pelo Teste de Tukey onde (*) p < 0,05,
(**) p< 0,01, (***) p< 0,001

4.6.3. Dosagem da producdo de ERO pelas células da medula éssea tratadas com AK

4.6.3.1. Pelo método do Nitroblue Tetrazolium (NBT)

O método do NBT consiste em uma reagdo citoquimica que transforma o NBT em
formazan na presenca O,. Para detectar se as culturas de células da medula 6ssea tratadas
com AK foram capazes de produzir os radicais superoxidos, foi utilizado entdo o método do
NBT. Dados observados mostraram que houve aumento da producéo destes radicais no grupo
de células tratadas com AK gquando comparadas as células do grupo controle sem tratamento.

O grupo tratado com M-CSF também foi capaz de produzir radicais superdéxidos (Figura 23).
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Figura 23. Deteccdo da producdo de superdxido através da reacdo citoquimica com NBT em macrofagos
derivados da medula 6ssea tratada com AK-100 pg/mL por 96 horas. (a) Controle sem tratamento, (b) Células
tratadas com AK-100 pg/mL, (c) Células tratadas com M-CSF, (d) Grafico da producdo de radicais superdxidos

a partir da reacgéo citoquimica do NBT . Foi utilizado para a andlise estatistica o teste ANOVA, seguido pelo
Teste de Tukey onde (*) p < 0,05, (**) p< 0,01, (***) p< 0,001.

4.6.3.2. Pelo kit CelROX®

A deteccdo de ERO em culturas de células de medula 6ssea tratadas com AK por um
periodo de 96 horas foi feita pela marcacdo com o CellRox® Green. Resultados obtidos
mostraram que as células tratadas com AK-100 pg/mL ndo foram capazes de aumentar a
producdo de ERO, quando comparadas ao grupo controle sem tratamento. Ao contrario das

células tratadas com AK, o controle positivo estimulado com M-CSF foi capaz de produzir
ERO (Figura 24).
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Figura 24. Deteccédo da producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) em células da medula 6ssea tratados
com AK-100 pg/mL por meio do marcador fluorescente CellRox® Green. Como controle positivo foi utilizado
células da medula 6ssea tratadas com M-CSF. Foi utilizado para a analise estatistica o teste ANOVA, seguido
pelo Teste de Tukey onde (*) p < 0,05, (**) p< 0,01, (***) p< 0,001 .



61

5. DISCUSSAO

A medula déssea é um 6rgdo difuso que apresenta intensa atividade hematopoiética,
sendo responsavel por renovar continuamente todas as células sanguineas circulantes, como
os linfécitos, os polimorfonucleares e mononucleares. Considerando-se que estas células séo
de fundamental importéancia para homeostasia e que estdo envolvidas na resposta imune do
organismo, qualquer anomalia que venha interferir na proliferacdo e diferenciacdo dessas
células pode levar o organismo a apresentar deficiéncia no combate a patdgenos e ao
desenvolvimento de doencas, como as doencas auto-imunes (Silveira, 2000; Abdelhay et al.,
2009).

Tendo em vista a importancia da proliferacdo e da diferenciacdo das células
sanguineas para a defesa do organismo, a busca por novos medicamentos capazes de atuar
como imunomoduladores, amplificando ou reprimindo a resposta imune do organismo e que
ndo apresentem citotoxicidade estdo sendo alvo de varias pesquisas. Atualmente, um grande
namero de bioprodutos vem sendo empregados na medicina popular devido aos seus efeitos
imunomodulatorios (Missima & Sforcin, 2007; Jordan et al., 2008; Hamsa & kuttan, 2010;
Oliveira et al., 2011; Ghonime et al., 2011; Da Silva et al., 2014), porém a acdo de

metabolitos obtidos de fungos sobre leucdcitos é pouco conhecida na literatura.

Dentre estes produtos podemos citar o AK, um metabolito secundario obtido de
fungos do género Aspergillus, muito usado como aditivo alimentar (Bentley et al., 2006), em
cosméticos para tratamento de melasmas (Lin et al., 2007; Mi Ha et al., 2007), agente anti-
tumoral (Tamura et al., 2006; Moto et al., 2006) e radioprotetor (Emami et al., 2007;
Hosseinimehr et al., 2009). Resultados prévios mostrados pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Parasitologia da UFPA mostraram que o AK é capaz de induzir a
diferenciacdo de mondcitos em macréfagos (Costa, 2012), além de ativar macrofagos,
induzindo assim a fagocitose (Rodrigues et al., 2011). Porém, ainda ndo sdo conhecidos 0s

efeitos que o AK pode provocar sobre 0s precursores das células sanguineas presentes na MO.

Este trabalho mostrou pela primeira vez a acdo do AK sobre as células mononucleares
provenientes da medula 6ssea. Primeiramente, foi verificado se o AK é capaz de alterar a
viabilidade celular através dos testes de MTT e pela deteccdo de apoptose e necrose celular
através da marcacdo com Anexina V e Pl. Os resultados obtidos mostraram que o metabdlito
ndo comprometeu as desidrogenases mitocondriais das células tratadas com AK e nem foi

capaz de induzir a morte celular por apoptose apdés 96 horas de cultivo. Resultados
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semelhantes foram obtidos por Rodrigues et al. (2011) ao tratar macréfagos peritoneais de
camundongos com AK na concentracdo de 50ug/mL e por Costa (2012) ao tratar mondcitos
humanos com AK na mesma concentracdo, concluindo que o AK, quando utilizado nas
concentragdes de 50 e 100 pg/mL, ndo € citotdxico para as células da medula 6ssea.

Apos isso, foi realizada a analise por microscopia Optica das células da MO tratadas
com 100 pg/mL de AK , onde foi observado que ao longo do periodo de cultivo, alguns tipos
celulares presentes na cultura foram progressivamente aderindo ao substrato, sugerindo assim
que o AK estimula a adesdo celular ao longo do tempo. Resultados obtidos por da Silva
(2013) também demonstrou que o extrato aquoso de Physalis angulata (EAPa) estimulou a
adesdo destas células ao substrato ao longo do tempo de cultivo, reduzindo assim a populacao
de células do sobrenadante.

Na cultura de células obtidas da MO foram observados varios tipos celulares, como
linfocitos, polimorfonucleares e mononucleares. Porém, neste estudo foram analisadas
somente as células mononucleares tratadas com AK.

As células da medula 6ssea pertencentes ao sistema fagocitico mononuclear percorrem
um longo caminho até se diferenciarem em macrofagos. Séo originadas a partir de
progenitores mieldides, dando origem aos monocitos, 0s quais migram para os tecidos e
podem se diferenciar em macrofagos ou DC (Ziegler-Heitbrock, 2000; Hume, 2006;
Geissmann et al., 2010), dependendo do estimulo causado por alguns tipos de citocinas e
fatores de crescimento, como 0 M-CSF (Chomarat et al., 2000).

Os resultados obtidos pela analise quantitativa dos mononucleares mostraram que 0s
monacitos tendem a diminuir progressivamente sua populacdo ao longo do tempo de cultura
em todos o0s grupos, embora 0s mondcitos tratados com AK por 24 horas tenham apresentado
uma reducdo significativa deste tipo celular quando comparadas ao grupo controle sem
tratamento. O mesmo resultado foi obtido quando as células foram tratadas com M-CSF.

Quanto a analise quantitativa de macrofagos residentes e ativados, foi observado um
aumento no namero destas células ao longo do tempo de cultivo em todos os grupos. Porém
as células tratadas com AK e M-CSF apresentaram um maior nimero de células ativadas
quando comparado ao grupo controle. Estes resultados sugerem que estas células estejam se
diferenciando em macréfagos ao longo do periodo de cultivo e, que o AK e 0 M-CSF
acelerem este processo de diferenciacdo, induzindo também a ativacdo dos macréfagos.
Alguns trabalhos descritos na literatura corroboram com os resultados obtidos neste estudo,
como Jordan et al.,, (2008) que mostraram que o fungo Cordyceps sinensis promoveu a

ativacdo da resposta imune através da ativagdo de macrdéfagos e induziu a producdo de
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citocinas pré-inflamatdrias. Mais recentemente, Rodrigues et al., (2011) mostraram que 0 AK
induziu a ativacdo de macréfagos murinos promovendo o espraiamento celular e Costa (2012)
demostrou que o AK também é capaz de induzir diferenciacdo de mondécitos humanos em
macréfagos.

A anélise morfoldgica das células mononucleares ao longo dos periodos de cultivo
mostrou que a maior parte das células tratadas com AK que aderiam ao substrato tinham
caracteristicas tipicas de macréfagos, devido as células apresentarem aumento citoplasmatico
em funcdo do aumento do volume celular, vacuolizacdo citoplasmatica € maior nimero de
projecdes citoplasmaticas. Esta morfologia foi semelhante aquela exibida pelo grupo tratado
com M-CSF, sugerindo que o AK pode estar atuando na diferenciacdo das células da medula
0ssea de camundongos de forma semelhante ao fator de crescimento envolvido neste
processo. Um estudo realizado por Rodrigues et al. (2011) mostrou que células murinas
residentes tratadas com o AK também apresentavam um maior espraiamento celular e
vacuolizacdo citoplasmatica, corroborando com os resultados obtidos neste estudo.

Durante o processo de diferenciacdo de mondcitos em macrofagos, uma serie de
mudancas e alteracdes celulares puderam ser observadas, como o aumento do volume celular,
0 aumento no numero de organelas citoplasmaticas, alteracbes de proteinas de superficie
celular encontradas na membrana, o processo de autofagia a inducdo de vias de sinalizacdo
que atuam na diferenciacéo celular, como a via do PI3K/Akt (Smith et al, 2008; Jacquel et al.,
2009; Zhang et al., 2012).

Este estudo mostrou que o AK é capaz de aumentar a ativacdo do PDK-1 e,
consequentemente, aumentar também a ativacdo do Akt, através da fosforilacdo destas
proteinas, sugerindo assim que o AK € capaz de ativar a via de sinalizacdo PI3K/Akt
induzindo a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Jaquel et al. (2009) que mostraram que quando o fator de crescimento M-CSF,
responsavel pela diferenciacdo de mondcitos em macréfagos, se liga ao seu recptor M-CSFR,
esta interacdo induzia a ativacdo de multiplos complexos de sinaliza¢do celular, incluindo a
via PI3K/AKkt.

Esta via de sinalizacdo pode estar envolvida também em processos de autofagia, visto
que parte deste processo necessita da ativacdo de caspases (Droin et al., 2009; Jaquel et al.,
2012) que sdo ativadas a partir da via de sinalizacdo PI3K/Akt (Jaquel et al., 2009).
Entretanto, mais estudos serdo necessarios para comprovar se esta via € mesmo capaz de

promover autofagia.
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Os mondcitos podem dar origem tanto a macrofagos quanto a DC (Geissman et al.,
2010). Estes dois tipos celulares sdo muito semelhantes e somente a anélise morfoldgica por
microscopia Optica ndo € suficiente para afirmar que estas células sejam macréfagos. Devido
a isso, foi feita uma imunofenotipagem utilizando as proteinas de superficie celular CD11b,
F4/80 e CD11c para confirmar os resultados obtidos pela analise morfolégica.

O CD11b € uma proteina que esta relacionada a adesdo e a migracdo celular e tem
seus niveis de expressdo progressivamente aumentados conforme o grau de maturacdo da
célula, sendo encontrado em grandes quantidades na superficie celular de mondcitos (Gordon
& Taylor, 2005). Enquanto que o F4/80 esta presente em grandes quantidades somente na
superficie de macréfagos. (Khazen et al., 2005). JA o CD11c é uma integrina encontrada em
grandes quantidades na superficie de células dendriticas maduras (Hespel & Moser, 2012).

Os resultados obtidos por citometria de fluxo mostraram que células tratadas com AK
apresentaram um padrdo de marcacdo das proteinas de superficie CD11b e F4/80 semelhante
ou até mesmo maior que ao verificado nos controles positivos utilizados. Estes dados
reforcam a ideia de que o metabdlito age em células pertencentes a linhagem monocitica e
que ele estimula a diferenciacdo destas células em macrofagos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Costa (2012) que mostrou mondcitos humanos tratados com AK nas
concentracdes de 50 e 100 ug/mL por 48 e 72 horas também apresentavam um padrdo de
marcacao elevado para a proteina F4/80.

Por outro lado, a marcacdo com CD11lc mostrou que as células tratadas com AK
apresentaram marcacao positiva de 6,88%, inferior ao controle sem tratamento, que obteve
marcacdo de 10,73%. Este resultado reforca os dados obtidos anteriormente, sugerindo assim
que as celulas da linhagem monocitica tratadas com o metabolito estejam induzindo a
diferenciacdo das células da medula déssea em macréfagos e ndo em DC. Resultados
semelhantes foram observados por Da Silva et al. (2014), que mostrou que EAPa promove a
diferenciacdo da linhagem monocitica apenas em macrofagos, sendo incapaz de estimular a
diferenciacdo de mondcitos em células dendriticas.

Os macréfagos desempenham um papel fundamental na manutencdo da resposta
imune inata, desempenhando importantes funcdes microbicidas e participando de mecanismos
inflamatérios e imunoregulatorios (Serbina et al., 2008; Rogacev & Heine, 2010). Uma vez
ativados, os macrofagos modificam sua morfologia, aumentando o volume citoplasmatico
devido ao aumento no nimero de mitocondrias, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi
(Smith et al., 2008), ocorre vacuolizagdo citoplasmética intensa, expressivo espraiamento

celular e reducdo da cromatina condensada no nucleo (Dickout et al., 2010). As alteracbes
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morfolégicas sdo seguidas do aumento na atividade fagocitica e a producdo de agentes
microbicidas como NO e ERO (Mosser, 2003).

Como o processo de fagocitose é extremamente Util no combate contra patégenos e na
remocdo de células apoptoéticas, foi verificado neste trabalho se o AK era capaz de induzir o
aumento da atividade fagocitica em macrdfagos derivados da medula éssea. Os resultados
obtidos mostraram que o grupo de células tratadas com AK apresentaram um aumento
significativo da atividade fagocitica quando comparadas ao grupo controle, apresentando
resultados semelhantes ao grupo tratado com M-CSF. Ja foi descrito na literatura que o AK
foi capaz de potencializar a atividade fagocitica em neutrofilos (Niwa & Akamatsu, 1991) e
mais recentemente em macrofagos murinos (Rodrigues et al., 2011). Chen et al., 2010
também mostraram que fracdes de acido polissacarideo obtidos do fungo Cordyceps sinesis
potencializaram o mecanismo de fagocitose devido ao seu efeito imunomodulatorio,
aumentando a defesa do organismo e a ativacdo de macrofagos. Estes estudos estdo de acordo
com os resultados obtidos neste estudo e reforcam a ideia de que o AK aumenta a atividade
fagocitica de macréfagos.

Sabe-se que o processo de fagocitose desencadeia uma resposta microbicida que
culmina na producdo de moléculas como NO e ERO (Fang, 2004). Desta forma, este estudo
também avaliou se 0 AK induzia a producdo de NO e ERO em macrofagos diferenciados da
medula 6ssea de camundongos. Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o AK nédo
foi capaz de induzir a producdo de NO, mantendo os niveis de NO semelhantes ao do grupo
sem tratamento. Resultados semelhantes foram mostrados por Martins e colaboradores (2008)
que mostraram o polissacarideo proveniente do fungo Agaricus brasiliensis também nao foi
capaz de estimular a producéo de NO. Dung et al. (2013) também mostrou que o AK e um de
seus derivados suprimiam a producdo de NO de forma dose dependente, corroborando assim
com os resultados obtidos neste trabalho.

Quanto a producdo de ERO, o presente estudo mostrou que o AK promoveu o
aumento de O,” em macréfagos diferenciados a partir da medula 6ssea quando comparados
aos macrofagos do grupo controle, resultado obtido através do teste NBT. Porém, a marcacéo
com o CellRox® Green, que analisa 0 estresse oxidativo celular, indicou que ndo ocorreu
aumento da producdo de nenhum tipo de ERO, visto que ndo houve diferenca significativa
entre as células tratadas com AK e as do grupo controle. Porém, este experimento pode ter
dado um resultado falso-negativo visto que o tratamento utilizado é muito longo e sendo que
estes radicais sdo instaveis e podem ser reduzidos antes da deteccdo com Kit CellRox Green.

Niwa & Akamatsu (1991) demonstraram que o AK foi capaz de aumentar a capacidade de
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neutrofilos produzirem ERO e também o mecanismo de fagocitose. Rodrigues e
colaboradores (2011) também mostraram que o AK promoveu a ativacdo de macrofagos
murinos através da producdo de superoxidos.

As ERO sdo produtos do metabolismo celular, podendo apresentar um papel tanto
deletério quanto benéfico para o organismo. A superproducdo de ERO resulta em estresse
oxidativo que é deletério para as células. Porém, as ERO também apresentam papel
importante na regulacdo da transducdo de sinal em processos de sinalizacdo (Finkel &
Holbrook, 2000). Alguns estudos sugerem também que as ERO podem estar envolvidas com
a diferenciacdo de linhagens hematopoéticas e monociticas (Sardina et al., 2010). Portanto,
esta producdo de radicais super6xidos pode estar envolvida com o crescimento e
diferenciacé@o celular, visto que as ERO sdo importantes ndo somente para a eliminacdo de
patogenos intracelulares, mas também estdo envolvidas com a sinalizacdo e a diferenciacéo
celular (Dupré-Crochet et al., 2013).

Por serem celulas que desempenham importantes fungdes na resposta imune inata e
adquirida, se faz importante o estudo de substancias que possam potencializar esta resposta
imune, tornando-a mais eficaz, através do aumento da diferenciacao/ativacdo das células da
medula em macrdfagos, em um curto periodo de tempo. Os resultados obtidos neste trabalho
ratificam os estudos ja publicados na literatura sobre a acdo do AK em ceélulas
mononucleares. Porém, este estudo mostrou pela primeira vez que o AK poderia ser utilizado
como possivel agente imunomodulador, atuando em estagios primarios da diferenciacdo das
células mononucleares, que ocorrem ainda na medula 6ssea, promovendo a diferenciacédo
destas celulas em macrofagos, além de potencializar a resposta imune inata devido a ativagédo
destas células. Embora os resultados obtidos neste trabalho mostrem que o AK atue na
diferenciacdo/ativacdo destas células, faz-se necessaria a realizacdo estudos adicionais para
descrever que mecanismos de acdo que o AK utiliza para realizar esta diferenciacdo e

ativacdo dos macrdfagos derivados da MO de camundongos.
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CONCLUSAO
Os resultados obtidos e discutidos neste estudo permitem concluir que o Acido Kojico:

N&o apresentou citotoxicidade e nem o aumento na inducdo de morte celular para as células
da medula éssea obtidas de camundongos que foram tratadas durante 24, 48, 72 e 96 horas.
Interferiu no processo de proliferacdo e diferenciacdo das células monociticas, provocando
aumento do nimero deste tipo celular.

Promoveu a diferenciacdo das células da medula 6ssea em macrofagos, promovendo também
a ativacao destas células.

Induziu alteragdes morfoldgicas nas células diferenciadas, ja que houve maior espraiamento
celular, aumento do volume celular, no nimero de filopddios e a presenca de vacuolos
citoplasmaticos.

Ativou a via de sinalizacao celular envolvida na diferenciacdo de mondcitos e macréfagos.
Provocou aumento da atividade fagocitica em células diferenciadas e o aumento da produgéo
de radicais superoxidos em macrofagos diferenciados a partir da medula éssea, porém, nao foi

detectada a producdo de NO nas células diferenciadas apds 96 horas de cultivo.
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