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As células dendriticas (DC), normalmente conhecidas como células
apresentadoras de antigénio (APC) profissionais, desempenham um papel crucial na
regulacdo da resposta imunoldgica. Estas células possuem a capacidade de captar,
processar e apresentar antigénios aos linfécitos T virgens (naive), que desta forma sao
activados e entram num processo de proliferacdo e diferenciacdo celular. Nos tecidos
periféricos, as células dendriticas encontram-se numa fase imatura e reactiva a sinais
que indiciem uma inflamac&o ou infeccdo local. Exemplos destes sinais sdo o
lipopolissacarideo (LPS), o ARN proveniente de virus, motivos de citosina e guanina
(CpG) nao metilados de ADN bacteriano e, ainda, citocinas inflamatérias, como o
factor de necrose tumoral (TNF)-a, a interleucina (IL)-1 e a IL-2. As DC, apos
activacdo por estes agentes, sofrem um processo de maturacdo caracterizado pela
producdo de citocinas, designadamente quimiocinas e IL-12, pela expressao
aumentada de moléculas de superficie que actuam como moléculas co-estimuladoras
na apresentacdo de antigénios aos linfécitos (CD40, CD80, CD86, DC-SIGN) e de
moléculas do complexo major de histocompatibilidade (MHC). Este processo de
maturacéo ocorre em simultdneo com a migracao das DC dos tecidos periféricos para
0s ganglios linfaticos, onde as DC induzem a activacao dos linfécitos T e iniciam uma
resposta imunoldgica especifica.

Apesar de nos ultimos anos terem sido identificadas algumas das modificacdes
fenotipicas e funcionais ocorridas durante a diferenciagdo e maturagdo das DC,
permanecem por esclarecer os mecanismos de sinalizac&o intracelular activados
nestes processos bioldgicos. O monéxido de azoto (NO), produzido pela isoforma
indutivel da sintase do monodxido de azoto (iINOS), modula as fungbes das células

dendriticas, designadamente a captacdo de antigénios e a sua apresentagdo aos
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linfécitos T. A expressdao da proteina INOS é modulada pelo factor nuclear de
transcricdo kappa B (NF-xB) e diversos estudos demonstram o envolvimento deste
factor de transcricdo na diferenciacdo, maturagdo e sobrevivéncia das células

dendriticas.

O trabalho apresentado nesta dissertacdo teve por objectivo o estudo dos
eventos de sinalizacdo intracelular que ocorrem apds a interaccao de LPS, citocinas e
alergénios de contacto, com as DC, nomeadamente os que estdo envolvidos na
expressao da proteina INOS. Como modelo experimental utilizou-se uma linha celular
imatura, obtida a partir da pele de feto de murganho (FSDC), que possui as
caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas e funcionais das células dendriticas da
epiderme, designadas de células de Langerhans.

Deste modo, foi estudado o efeito do LPS e do factor estimulante de colonias
de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) na expressao iNOS e na producdo de NO por
células FSDC. As vias de sinalizacdo intracelular, activadas por LPS e GM-CSF,
responsaveis pelo aumento da expressao da iNOS foram também investigadas. Os
resultados obtidos demonstraram que o LPS e o GM-CSF aumentaram a expressao
da iINOS com o consequente aumento da producdo de NO pelas FSDC, tendo o LPS
sido o estimulo mais potente. A expressdo da iNOS induzida por LPS e GM-CSF
demonstrou ser dependente da cinase de Janus 2 (JAK2) e do factor de transcricao
NF-xB.

O efeito de dois alergénios de contacto, causadores de dermatite de contacto
alérgica (DCA), o 2,4-dinitrofluorbenzeno (DNFB) e o niquel, na expressdo da iNOS e
na producéo de NO foi alvo de estudo neste trabalho. O efeito destes dois antigénios
na activacdo do factor de transcricdo NF-xB foi também investigado. Os resultados
obtidos demonstraram que apenas 0 niquel aumentou a expressdo da iINOS com o
consequente aumento da producdo de NO pelas células FSDC. Os dois alergénios de
contacto induziram a ligacdo do NF-xB ao ADN, mas activaram diferentes

subunidades deste factor de transcricédo.
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O conhecimento das alteracdes biolégicas e bioquimicas ocorridas durante a
diferenciacdo e activacdo das células dendriticas é essencial para: i) aperfeicoar
estratégias imuno-terapéuticas que utilizam estas células com o objectivo de modular
as respostas imunoldgicas contra cancros e infeccdes; ii) validar testes in vitro que
permitam identificar compostos quimicos com potencial para induzir DCA e, deste

modo, substituir as técnicas actuais que recorrem a animais de laboratério.



