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Efeito das células T reguladoras nos contactos entre células 2009
dendriticas, células Th1 e células Th17

Resumo

As células T reguladoras sao essenciais para o controlo do desenvolvimento de
doencgas autoimunes. Recentemente foi descrito que a expressao do gene Foxp3 é
necessaria e suficiente para a geracao e funcao destas células. No entanto, se a
especificidade antigénica das células T reguladoras é essencial ou ndo para a sua
funcdo supressora nos tecidos inflamados é ainda desconhecido. Neste projecto
pretendemos estudar os efeitos de células T reguladoras especificas e ndo especificas
para o péptido da proteina basica da mielina Ac1-11 (MBP1-11) nos contactos entre
células dendriticas, células Th1 e células Th17. Para tal, células T reguladoras e
células T efectoras MBP1-11 especificas foram geradas in vitro a partir de células do
bago de animais Tg/Tg Foxp3-KI®?9" e células T reguladoras e células T efectoras
policlonais foram geradas in vitro a partir de células do bago de animais B10.PL
Foxp3-KI9"'9"_ Para além destas, células dendriticas de murganhos CD11c-YFP foram
também utilizadas. Os dados obtidos através da aquisicdo de imagens de culturas
contendo os trés tipos de células (células T reguladoras, células dendriticas e células
Th1 ou células Th17) sugerem que células T reguladoras MBP-especificas s&o
capazes de impedir os contactos entre células Th1 MBP-especificas e células
dendriticas estabelecendo contactos com ambas as células e impedindo, assim, a
activacao de células Th1 pelas células dendriticas, ndo se verificando o mesmo efeito
para as células Th17. Assim, parece que células T reguladoras MBP-especificas sao
capazes de se ligar mais eficazmente as células dendriticas do que células T
reguladoras policlonais, mas apenas na presenga de células Th1 MBP-especificas. No
futuro seria importante repetir estas experiéncias para que se possam verificar estes
resultados e observar estes contactos in vivo. Neste caso poder-se-ia utilizar o mesmo
modelo animal (EAE), transferir células T reguladoras para estes murganhos e
observar o seu efeito nos contactos celulares na espinal medula, o tecido inflamado na
EAE.

Palavras-chave

Células T reguladoras, supressao, autoimunidade, EAE, células Th1, células

Th17, células dendriticas, contacto celular.
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dendriticas, células Th1 e células Th17

Abstract

Regulatory T cells (Tregs) are essential for the control of the development of
autoimmune diseases. Recently it was described that expression of Foxp3 is
necessary and sufficient for Treg development and function. Nevertheless, it's not
known if the antigen specificity of Tregs is necessary for their function. In this project
we want to study the effect of Tregs specific and non-specific for the myelin basic
protein peptide Ac1-11 (MBP1-11) in the contacts between dendritic cells, Th1 cells,
and Th17 cells. In this sense we in vitro generated MBP1-11 Tregs and MBP1-11
effector T cells (Teffs), from spleen of Tg/Tg Foxp3-KI®®®® and polyclonal Tregs and
Teffs from the spleens of and B10.PL Foxp3-KI®*9" \We also used CD11c-YFP
dendritic cells (DCs). Based on the data obtained from the imaging of cultures
containing these three types of cells (Tregs, Teffs, and DCs) we conclude that MBP-
Tregs inhibit the contacts between MBP-Th1 cells and DCs, establishing contacts with
both Th1 cells and DCs. This inhibition doesn’t seem to happen when Th17 cells were
in culture. It seems that MBP-Tregs are capable of more efficient inhibition of contacts
between Th1 cells and DCs than polyclonal Tregs, although they are not capable of
inhibit the contacts between DCs and Th17 cells. Future work should include the
repetition of these experiments to confirm the results obtained and in vivo imaging of
these contacts. In this sense we can use the same animal model (EAE), transfer Tregs
to these mice, and image the contacts between Tregs, Teffs, and DCs in the spinal

cord, the target tissue of EAE.

Key-words
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dendriticas, células Th1 e células Th17

Lista de abreviaturas

A488 — Alexa 488

APC — Célula apresentadora de antigénios
(Antigen Presenting Cell)

B16-FIt3-GFP - linha celular de melanoma
de murganho que expressa Flt3 (FMS-like
tyrosine kinase 3) e GFP

BSA — Albumina do soro bovino (Bovine
Serum Albumin)

CTLA-4 - Antigénio 4 de linfécitos T
citotdxicos (Cytotoxic T-Lymphocyte
Antigen 4)

DCs — Células dendriticas (Dendritic Cells)

EAE -  Encefalomielite  Autoimune
Experimental (Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis)

FBS - Soro fetal bovino (Fetal Bovine
Serum

GFP - Proteina verde fluorescente (Green
fluorescent protein)

GITR - Receptor de TNF induzido por
glucocorticoides (glucocorticoid-induced
tumor necrosis factor receptor)

IFN-y — Interferdo-gama (Interferon-gama)
IL — Interleucina (Interleukin)

iTreg — células T reguladoras induzidas

Kl — Knock-in

MBP — Proteina béasica da mielina (Myelin
Basic Protein)

MBP1-11 — péptido da proteina basica da
mielina Ac1-11

MBP-4Y — péptido semelhante ao MBP1-11
mas contendo uma modificagcdo para
tirosina no quarto aminoacido, que lhe
confere maior estabilidade na fenda do
complexo principal de histocompatibilidade

MBP-DCs — células dendriticas estimuladas
com MBP-4Y

MBP-Teffs — células T efectoras
especificas para MBP1-11

MBP-Tregs — «células T reguladoras
especificas para MBP 1-11

nTreg — célula T reguladora que ocorre
naturalmente

Poly —Teffs — células T efectoras policlonais

Poly-Tregs — células T reguladoras
policlonais

RBC — Hemacias (Red Blood Cells)

TCR - Receptor das células T (T cell
receptor)

TGF-B — Factor B de transformacdo de
crescimento de tumores (Transforming
growth factor beta)

Th1 — células T efectoras tipo 1(T helper
cells 1)

Th17 — células T efectoras tipo 17 (T helper
cells 17)

YFP — Proteina Fluorescente Amarela
(Yellow fluorescent protein)

a (alfa)- utilizado para abreviar a palavra
“anti-“
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Introducao

O sistema imune dos mamiferos protege o hospedeiro de uma enorme
variedade de microorganismos patogénicos mas simultaneamente evita respostas
imunes excessivas ou contra o proprio e, portanto, evita o desenvolvimento de
doencas autoimunes, ou seja, doencas que resultam de respostas imunes
exacerbadas contra os antigénios proprios. Ambos os tipos de resposta imune
(protectora e deletéria para o hospedeiro) sao mediados por células T e B, as quais
possuem uma enorme diversidade no reconhecimento de antigénios, elevada
especificidade antigénica e actividade efectora e memoria imunoldgica duradoura’.
Devido ao elevado potencial de reconhecimento de auto-antigénios destas células,
pode ocorrer uma resposta imune inadequada que ira provocar danos ao hospedeiro.
No entanto, num sistema imune normal, todas as respostas imunes se desenvolvem
dentro de determinados limites. A concentracdo de anticorpos ou de células T
efectoras aumentam progressivamente apés estimulagao por antigénios mas os niveis
maximos sdo atingidos rapidamente e voltam a decrescer. Além disso, a maioria das
respostas imunes sido adaptadas quantitativa e qualitativamente para produzir um
resultado 6ptimo e a autoimunidade é mantida sob controlo bem como é mantido, a
niveis constantes, o pool de linfécitos durante os processos homeostaticos. Os
mecanismos envolvidos nestes processos sdo muitos e complexos envolvendo imuno-
regulacdo, ou seja, a regulagdo das respostas imunes por anticorpos ou por células T,
independentemente do mecanismo efector subjacente”. Entre as células que estéo
envolvidas nesta regulacdo tem sido atribuida grande relevancia as células T

reguladoras.

Células T reguladoras

Em 1982 foram publicadas as primeiras experiéncias que provaram
definitivamente a existéncia de células capazes de suprimir respostas imunes contra o
préprio. Nestes estudos, Sakaguchi mostrou que murganhos recém-nascidos
timectomizados desenvolviam autoimunidade, afectando varios 6rgéos (por exemplo
tirdide, estdmago, ovarios e testiculos). No entanto, nestes estudos, Sakaguchi
mostrou também que a inoculagdo de células T CD4*, obtidas de murganhos

selvagem, inibe o desenvolvimento de autoimunidade® *. Com estes resultados surgiu
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a prova de que murganhos normais, para além de possuirem células auto-reactivas
potencialmente patogénicas, possuem também células T que suprimem a
autoimunidade controlando as células T auto-reactivas. Mais tarde, o mesmo autor
mostrou que a inoculagcdo de uma suspenséo celular de células T CD4" depletada de
células CD5"" em murganhos Nude® leva ao desenvolvimento de doencgas
autoimunes tais como ovarite, orquite, gastrite e tiroidite®. Assim, utilizando um
marcador fenotipico (CD5), Sakaguchi provou a interpretacdo dada aos resultados
obtidos anteriormente. No entanto, a aceitacdo da existéncia destas células esteve
comprometida durante os primeiros anos apdés a sua descoberta devido ao
aparecimento de outros tipos de células T capazes de controlar a sua propria
activacdo/expansdo (actualmente designadas por células T efectoras tipo 1 e 2)% &
falta de um marcador fiavel para distinguir as células T reguladoras de outros tipos de
células T, a ambiguidade encontrada na biologia molecular da supressdo e a
dificuldade de diferenciar clones de células T reguladoras antigénio-especificas®.
Contudo, as células T reguladoras conseguiram sobreviver a este escrutinio. Ao longo
dos anos foram utilizados outros marcadores fenotipicos, como por exemplo, CD45RC
e CD45RB®, para distinguir as células T reguladoras e em 1995 foi identificada o
marcador fenotipico de células T reguladoras que mais tem sido utilizado, a molécula
CD25°. Neste estudo Sakaguchi mostrou que a transferéncia de uma suspencdo de
esplendcitos depletada de células CD4'CD25" para murganhos Nude leva ao
desenvolvimento de autoimunidade com maior gravidade do que a desenvolvida em
estudos anteriores. Por outro lado, a transferéncia de células CD4"CD25" inibe o
desenvolvimento de autoimunidade’. Presentemente, o factor de transcrigdo Foxp3 é o

6,8,9

marcador molecular mais fiavel para as células T reguladoras mas, devido a sua

localizagdo nuclear, a marcagdo de células in vivo é impossivel. No entanto,

actualmente ja existem murganhos em que a expresséo de Foxp3 &€ acompanhada da

10, 11

expressao da proteina fluorescente verde (GFP-Green Fluorescent Protein) ou da

expressao receptores membranares para a toxina da difeteria (que induz a morte das

12, 13

células) , permitindo, respectivamente, a identificacdo ou deplecado das células T

reguladoras.

 Nude - murganhos que devido a uma mutagdo pontual no gene Foxn1 néo possuem células
epetiliais timicas e portanto ndo sdo capazes de desenvolver timo e consequentemente nao
possuem células T; nestes murganhos também se verifica um crescimento anormal do pélo e
dai serem denominados Nude
®CD25 corresponde a cadeia a do receptor de IL-2, expresso também em células T activadas e
portanto, em murganhos imunizados n&o € util para isolar células T reguladoras

6
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Actualmente, as células T reguladoras sdo consideradas uma populacéo de células T
especializadas na supressdo da activagdo do sistema imunitario, ou seja, sdo células
que controlam constantemente a activacdo e expansao de linfocitos aberrantes ou
auto-reactivos e suprimem respostas imunes excessivas' através de contacto directo
célula-a-célula e/ou da producdo de citocinas™. O desenvolvimento de uma parte

destas células, tal como o de todas as células T, ocorre no timo™ ®

, sendo que num
sistema imune normal sao produzidas células T reguladoras destinadas a suprimir
respostas imunes contra o proprio € 0 nao préprio mas também células T efectoras,
algumas das quais auto-reactivas e que se tornam patogénicas quando activadas® °,
podendo levar ao desenvolvimento de doencas autoimunes. Durante o seu
desenvolvimento no timo, as células T s&o sujeitas a um processo de seleccdo que
leva & eliminacdo das células auto-reactivas (tolerancia central)'®. No entanto, algumas
destas células escapam a deleccdo e migram para a periferia. Ai as células T
reguladoras maduras exercem controlo sobre as células T auto-reactivas que
escaparam a delecc¢ao no timo, de modo a que estas ndo sejam activadas (tolerancia
periférica)’. Assim, a disrupcdo da diferenciacdo ou fungdo das células T reguladoras
leva ao desenvolvimento de doengas autoimunes” "> ' devido a falta de controlo das
células T auto-reactivas. Para além do desenvolvimento de autoimunidade, a deleccao
de células T reguladoras permite também o desenvolvimento de doencgas inflamatérias
devido ao aumento das respostas imunes contra outros antigénios nao-proprios como,
por exemplo, nas respostas a bactérias comensais' e em processos alérgicos'’. As
células T reguladoras sao também importantes na resposta anti-tumor (sendo que a
deplecdo de células T reguladoras, antes da sensibilizagdo ao tumor, permite uma

resposta imune efectiva contra as células tumorais)'® e na tolerancia materno-fetal™.

Factor de transcri¢cao Foxp3

A tolerancia ao proprio € um processo activo com uma componente central, a
deleccdo clonal de timdcitos auto-reactivos durante o seu desenvolvimento, e uma
componente periférica. Esta € executada através de alguns mecanismos basicos como
a apoptose, a anergia e a supressao. Este ultimo é o unico dos trés mecanismos que &
da responsabilidade de um Unico tipo de células T, as células T reguladoras®. Estas
compreendem varios subtipos de células(Tabela )" ?' das quais as que mais tém sido
estudadas sdo as células T reguladoras CD4" que ocorrem naturalmente (nTreg). As

nTregs sao caracterizadas pela expressao de CD25 e do factor de transcricao Foxp3,

7
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Cuja expressao nuclear € necessaria e suficiente para a diferenciacao e funcao destas
células?®. Este gene foi inicialmente identificado como o gene espontaneamente
mutado na estirpe de murganho scurfy. Esta mutagdo é unica do mutante scurfy e
consiste numa insercdo de 2 pares de base na regido codificante resultando no
truncamento da proteina e consequentemente & sua perda de actividade®. Em
humanos, as mutagdes no gene Foxp3 sao responsaveis pela doenca genética IPEX
(Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked syndrome)** #°.
Tanto em humanos quanto em murganhos, mutagdes no gene Foxp3 levam ao

desenvolvimento de patologias inflamatdrias e autoimunes em varios 6rgdos®

como
consequéncia de um deficiente desenvolvimento e funcido de células T reguladoras
CD4'CD25" ® ?’. Estudos recentes demonstraram que células T que expressam Foxp3
aparecem pouco tempo apdés o0 nhascimento e que apds a sua deplecdo ha
desenvolvimento de doencas autoimunes/inflamatérias'®. Outros estudos mostraram
que Foxp3 é predominantemente expresso em células T reguladoras CD4'CD25" e
que a transducdo retroviral ectdpica do gene Foxp3 em células T CD4'CD25% °
converte estas células em células semelhantes a células T reguladoras que sao
capazes de suprimir a proliferacao de células T in vitro e de inibir o desenvolvimento
de doencas autoimunes in vivo. Sabe-se ainda que a inoculacdo de células T
CD4'CD25" de murganhos selvagem em murganhos scurfy previne a inflamagao
sistémica severa®.

Tabela | — Tipos de células T com capacidade reguladora — tabela baseada em Sakaguchi
et al' e Shevach et a'

Treg Th3 T Ts
Marcadores CcD4'CD25" cD4'CD25" cD4'CD25" cbs*
caracteristicos GITR" GITR™ GITR CcD57*

CTLA-4" CTLA-4™ CTLA-4° CcD28*

Indugédo da

Mecanismo de Contacto Secregdo de Secregdo de IL-10 e sobrexpresséo de
supressao intercelular TGF-B8 TGF-8 ILT3 e ILt4 em DCs
dominante

Secregao de IL-2, IL-
4,IFN-y e
TGF-B

Efeito regulador

Supressao de
células T activadas

Inducgéo de células
ThO para geragao de
células Tr1 e Th3

Supressao de
células T activadas

Supressao de
células T activadas

Modulagao de DCs
para que estas
induzam a geragao
de células Tr1 e Th3

Moléculas

f s Foxp3, IL-2, TGF-B, IL-10, N
essenciais a sua CTLA-4, CD28 TGF-B, IL-10, IL-4 IFN-y ?
geragao
Local de geracao | timo Periferia Periferia ?
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Apos a identificagdo de Foxp3 como gene essencial para a fungao supressora
das células T reguladoras, surgiram varias questdes relacionadas com o
funcionamento e desenvolvimento destas células e o papel de Foxp3 nestes
processos, nomeadamente, como é que Foxp3 controla a actividade supressora das
células T reguladoras? Em estudos recentes, a caracterizagdo dos genes-alvo de
Foxp3 indica que este interage com factores de transcrigao, entre eles NFAT (nuclear
factor of activated T cells) e AML1/Runx (acute myeloid leukemia-1/runt-related
transcription factor 1) formando um complexo responsavel pela activagao ou repressao

de genes nas células T reguladoras® % 2

, como por exemplo, o aumento da
expressao de CD25 (cadeia a do receptor da Interleucina(lL)-2) e de outras moléculas
existentes na superficie celular das células T reguladoras como o CTLA-4 (cytotoxic T
cell associated antigen-4) e GITR (glucocorticoid-induced TNF receptor family-related
gene/protein) e reprime a producdo de Interleucina(lL)-2, Interferdo(IFN)-y e IL-4% %.
Para além disto, foi mostrado que Foxp3 possui locais de ligagdo em cerca de 700
genes, a maior parte dos quais envolvidos na sinalizacdo através do receptor de
células T (TCR), comunicagdo celular e regulacdo da transcricdo®. Neste estudo foi
também mostrado que a activagdo ou repressdo da transcricdo por Foxp3 esta
associada a modificagbes especificas das histonas no local de ligacdo de Foxp3 ao
gene em questdo. No entanto, continua por explicar como é que o complexo formado
por Foxp3, NFAT e AML1/Runx controla os genes responsaveis pela supressao.
Foxp3 tem também sido associado a diferenca na resposta a sinalizacao
mediada pelo TCR observada entre células T efectoras e células T reguladoras.
Enquanto as células T efectoras respondem a sinalizagao através do TCR accionando
um programa de activagao de cascatas de sinalizagédo especificas que leva a indugao
das suas fungdes, incluindo a produgdo de IL-2 e a proliferacdo®, as células T
reguladoras, quando activadas, n&o proIiferam30 € nao produzem citocinas como IL-2,

IL-4, IFN-y ou moléculas efectoras como TNF*" 32

. No entanto, as células T
reguladoras necessitam da sinalizagdo através do TCR para a sua actividade
supressora o que indica que tém propriedades de sinalizagdo diferentes das
propriedades apresentadas por células T efectoras que resultam, provavelmente,
numa reducgéo global da activagdo das vias de sinalizagdo mediadas pelo TCR?*'. No
sentido de conhecer melhor o papel de Foxp3 neste processo, varios estudos tém sido
feitos permitindo criar um cenario em que Foxp3, directa ou indirectamente, induz a
expressdao de uma molécula de sinalizacdo capaz de inibir eventos na via de
sinalizacdo do TCR ou reprime a expressao de um gene (ainda n&o identificado)

necessario a via de sinalizagdo do TCR (Figura 1)%.
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Figura 1 - Modelos de regulagao da activagao de células T reguladoras mediada por Foxp3
— a) Sinalizagdo em células T efectoras CD4+ - A ligagao ao TCR e a CD28 levam a activagéo de
uma via de sinalizagdo que culmina na translocagéo nuclear de NFAT, NF-kB (nuclear factor-«kB) e
AP1(activator protein 1) e subsequente transcricdo de /L-2. b) Modelo de regulagdo directa da
sinalizagdo através do TCR por Foxp3 - Neste modelo Foxp3 bloqueia a sinalizagdo do TCR
através da inibicao da activacdo da transcricdo mediada por NFAT, NF-kB e AP1. ¢) Modelo de
regulacdo indirecta da sinalizacdo através do TCR por Foxp3 - Neste modelo Foxp3 modula a
sinalizagcdo do TCR através da expressao de um factor capaz de inibir os sinais induzidos pelo

TCR. Figura modificada de Campbell et a’.

Papel de CD25 e IL-2

Apo6s a descoberta de CD25 como marcador das células T reguladoras em
1995, varios estudos mostraram que esta molécula ndo era apenas um marcador
desta populagado de células T mas era também importante a sua fungido supressora.
IL-2, a molécula reconhecida por CD25, é indispensavel ao desenvolvimento,
sobrevivéncia e fungdo das nTregs. E sabido que IL-2 tem como alvo vérios tipos de
células (células T CD4" e CD8", células B, células T exterminadoras naturais (natural
killer T cells)) e que as suas fungdes pleiotropicas tém efeitos contraditérios na
resposta imune. Por um lado, IL-2 facilita a diferenciacdo de células T CD4" em células
Th1, leva a expansao de células T memodria e células exterminadoras naturais (natural
killer cells) mas também promove apoptose de células T activadas por antigénios” .
Outra das suas fungdes é manter as células T reguladoras Foxp3®, expandi-las em
grande escala e facilitar a sua diferenciagdo, dependente de TGF-B (Transforming
growth factor beta), na periferia a partir de células T naive. No entanto, uma vez que
Foxp3 reprime a expressao de /L-2, as células T reguladoras estao dependentes de IL-
2 exogeno. Considerando que a maior fonte de IL-2 sdo as células T activadas, existe

um controlo por feedback negativo das respostas imunes via IL-2, ou seja, IL-2
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produzida por células T ndo-reguladoras contribui para a manutengéo, expanséo e
activagcdo de nTregs que, por seu lado, controlam a expanséo de ceélulas T ndo-
reguladoras (Figura 2)'. A disrupcdo desta cadeia de sinalizacdo leva ao
desenvolvimento de doencas autoimunes/inflamatérias, como se constata em
murganhos deficientes para IL-2 ou CD25, devido a deficiente diferenciagdo de células
T reguladoras® *°. Este facto sugere que a sinalizacdo de IL-2 através do seu receptor
€ muito importante para a biologia destas células.

A grande maioria das células T reguladoras expressa constitutivamente a
cadeia a do receptor de IL-2 (IL-2R), sendo que este é composto pelas cadeias a, 3 e
v*%. A sinalizagdo através da cadeia B do IL-2R leva a activagdo do factor de
transcricdo STAT5 que nas células T reguladoras é, em parte, responsavel pela
expressdo de Foxp3, mantendo assim a fungdo destas células®®. Um estudo recente
indicou que o nivel de IL-2 necessario a estas células é baixo, facto que explicaria a
utilizacao eficaz desta citocina pelas células T reguladoras, mesmo sendo esta uma
citocina escassa no sistema imune de um animal ndo imunizado. Assim, as células T
reguladoras ter-se-do adaptado a um ambiente pobre em IL-2 através da manutencgao

de Foxp3 pela activagdo de STAT5 mediada por niveis baixos de 1L-2%.
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Figura 2 - Papel de IL-2 na homeostase immunolégica — Foxp3, juntamente com
outros factores de transcrigéo, inibe a transcricdo de /L-2 nas células T reguladoras
(Treg), tornando-as altamente dependentes de IL-2 exdgeno, produzido
essencialmente por células T ndo-reguladoras (ndo Treg), para a manutengao da sua
actividade supressora. Foxp3 também activa a transcrigdo de genes que codificam
moléculas associadas as células T reguladoras, como por exemplo, CD25, CTLA-4 e
GITR e confere actividade supressora as mesmas. As células T reguladoras
controlam células T nao-reguladoras directamente ou modulando a actividade de
célulqs apresentadoras de antigeno (APCs). Figura modificada de Sakaguchi et al,
2008".
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Mecanismos de supressao

As nTregs exercem a sua funcao supressora sobre as células T efectoras, as
quais executam as suas funcbes através da producdo de diferentes perfis de
citocinas®’. Neste trabalho experimental as células T efectoras em estudo sdo as
células T efectoras tipo 1 (Th1) e células T efectoras tipo 17 (Th17). A recente
descoberta destas ultimas modificou o conceito de que as doencas autoimunes
especificas de um 6rgao sao resultado da desregulacdo da resposta apenas de
células Th1 especificas de auto-antigénios®. Durante a patogénese de véarias doengas
autoimunes como, por exemplo, a Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE)*, as
células Th17 produzem a citocina pré-inflamatéria IL-17 causando danos no tecido
inflamado, descritos anteriormente como mediados apenas por células Th1. Estas sao
produtoras da citocina pré-inflamatéria IFN-y e sdo essenciais a imunidade celular,
incluindo respostas contra microrganismos e supressdo de tumores*’. Para exercerem
as suas funcgdes, as células T efectoras sdo activadas por células apresentadoras de

42 Estas células recolhem

antigénios (APCs), neste caso, células dendriticas*"
antigénios nos tecidos periféricos e, em resposta a sinais de inflamag¢&o, migram para
0s nodulos linfaticos onde apresentam os antigénios a células T em circulagao,
desencadeando, assim, a resposta imune*2.

Apesar de nos ultimos anos ter sido publicada muita informacédo acerca das
nTregs, duas grandes questdes continuam por responder: como é que as nTregs sao
geradas no timo e qual ou quais os mecanismos de acgao das nTregs? Para melhor
compreender esta ultima questdo tém sido efectuados muitos estudos nos ultimos
anos a partir dos quais se pode concluir que as nTregs tém quatro modos de acgéo
basicos: supressdo por citocinas inibitorias, citdlise, disrupcdo metabdlica ou
modulagdo da maturag&o ou funcionamento das células dendriticas (Figura 3).

Citocinas inibitérias como IL- 10 e TGF-B tém sido consideradas mediadoras da
actividade supressora das células T reguladoras e, apesar da sua importancia como
mediadores da supressdo ser indiscutivel, a sua contribuicdo para a funcdo das
nTregs € ainda discutida. A produgao de IL-10 por células T reguladoras foi verificada
no modelo de murganho de doenca inflamatéria dos intestinos (IBD)*, no bloqueio da
imunidade anti-tumor**, na tolerancia mediada por IL-10 num modelo de hepatite* e
na tolerancia materno-fetal”®. No entanto, a deleccdo de IL-10 em células T
reguladoras nao resulta no desenvolvimento espontaneo de autoimunidade sistémica,
embora leve a uma patologia agravada do célon de murganhos com idade avancada e
dos pulmdes de murganhos com hipersensitividade induzida das vias respiratérias®’.
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Estes resultados parecem sugerir que o papel de IL-10 na supressao esta dependente
do organismo ou doenca alvo da supressao*®. Relativamente ao papel de TGF-B na
supressao mediada por células T reguladoras, varios estudos sugerem que o TGF-§3
produzido pelas mesmas participa directamente na supressao células T efectoras*®®".
Tal como IL-10, TGF-B também foi implicado no bloqueio da imunidade anti-tumor*.
Mais recentemente, IL-35 foi adicionado a lista de citocinas inibitérias envolvidas na
supressao mediada por células T reguladoras. IL-35 foi descrito como expresso
preferencialmente em células T reguladoras e necessario para que estas possam
atingir o maximo da actividade supressora®. Apesar destas trés citocinas (IL-10, TGF-
B, IL-35) serem todas inibitérias e participarem na supressdo mediada por células T
reguladoras, a forma como sao utilizadas difere, o que sugere que a sua acgao nao é
sobreponivel®.

Uma vez que as células T CD4" ndo s&o citoliticas, foi surpreendente descobrir
que as células T reguladoras de murganhos expressam granzima B. Relativamente a
funcdo desta granzima na supressao mediada por células T reguladoras, foi descrito
que células T reguladoras deficientes para a granzima B possuem uma actividade
supressora reduzida in vitro, que a supressdo dependente da mesma resulta na
inducéo de apoptose nas células T efectoras por parte das células T reguladoras e que
células T reguladoras envolvidas em tolerancia pés-transplante também dependem de
granzima B para a sua fungdo supressora®™. Mais recentemente, duas moléculas,
TRAIL-DR5 (tumour-necrosis -factor-related apoptosis-inducing ligand—death receptor
5) e galectina 1, foram também implicadas na indugcdo de apoptose em células T
efectoras por parte das células T reguladoras*®. No entanto, ainda é necessario muito
trabalho para que se possam definir os mecanismos citoliticos utilizados por células T
reguladoras.

Uma questao que ha muito é debatida é se a elevada expressdao de CD25
permite que as células T reguladoras consumam a IL-2 disponivel e, assim,
provoquem uma disrupcdo metabdlica nas células T efectoras, dado que estas
necessitam de IL-2 para sobreviver. Alguns estudos apoiam esta hipotese mostrando
que as células T reguladoras podem induzir apoptose por privacdo de citocinas®. No
entanto, é necessario mais trabalho para a esclarecer este mecanismo de supressao.
Recentemente foram adicionados dois novos mecanismos a esta categoria de
supressao mediada por células T reguladoras. Estes mecanismos levam a libertacao,
intracelular ou extracelular, de nucledsidos de adenosina. A expressdao de CD39 e
CD73 gera adenosina pericelular que, para além de suprimir a fungdo das células T

efectoras, aumenta também a diferenciacdo de células T reguladoras induzidas
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(iTregs) por inibigdo da expressao de IL-6 (IL-6 inibe a diferenciacdo de células T
reguladoras®) e promocdo da secregdo de TGF-B. Por outro lado, foi também
demonstrado que as células T reguladoras sdo capazes de transferir CAMP para
células T efectoras através de jungdes de hiato e assim suprimir as suas fungdes
efectoras™.

Finalmente, as células T reguladoras sdo também capazes de exercer a sua
funcdo supressora através da modulacdo da maturagcdo ou fungdo das células
dendriticas, as quais sdo necessarias a activacdo das células T efectoras*” *>. No
entanto, ainda existem poucos dados que apoiem esta teoria. Estudos recentes
sugerem que LAG3 (Lymphocyte Activation Gene 3), um homodlogo de CD4 necessario
a funcido supressora das células T reguladoras, bloqueia a maturacdo de células
dendriticas e, assim, a sua capacidade de activar células T efectoras®®. Outros estudos
sugerem que as células T reguladoras sdo capazes de diminuir a capacidade das
células dendriticas para activar as células T efectoras através da supressido da

expressao das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86%.
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Figura 3 - Mecanismos de supressao mediada por células T reguladoras — Os varios
mecanismos de supressao das células T reguladoras podem ser divididos em quatro modos
de accgédo basicos. a) Supressao por citocinas inibitérias, incluindo IL-10, TGF-3 e IL-35. b)
Supressao por citdlise inclui mecanismos dependentes da granzima B. ¢) Supressao por
disrupgdo metabdlica inclui apoptose mediada pela privagédo de IL-2 dependente de CD25,
inibicdo mediada por cAMP e imunosupressdao mediada pelo receptor 2A (A;aR) de
adenosina produzida por CD39 e/ou CD73. d) Mecanismos de supressao por modulagao da
maturacado ou funcédo de células dendriticas incluem a acgcdo de LAG3, CTLA-4, CD8O0,
CD86 e IDO. Figura modificada de Vignali et al, 2008,
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Para melhor compreender este mecanismo de supressdo, em muito tém
contribuido os avangos obtidos em aquisicdo de imagens in vivo. Em 2006, através de
imagem intravital, Tadokoro et al mostrou que as nTregs s&o capazes de suprimir in
vivo 0s contactos estaveis estabelecidos entre células dendriticas e céluas T
efectoras®™. Mais recentemente, a clonagem de Foxp3 e a criacdo de murganhos
repérter que expressam a proteina de fusdo Foxp3-GFP (murganhos Foxp3-Knock
In(KI)¥®9™)1° hermitiu a visualizagdo in vivo de nTregs. Num estudo recorrendo a este
modelo observou-se que as nTregs estabelecem contactos estaveis com células
dendriticas para evitar a activacdo de células T efectoras (Tadokoro, C.E.,
comunicacao pessoal). Além disso, o contacto entre nTregs e células dendriticas é
quebrado quando sdo administrados adjuvantes aos murganhos em estudo, sendo
este fenomeno independente da presenca de antigénios ou de células T efectoras
antigénio-especificas (Tadokoro, C.E., comunicacao pessoal). Apesar de nao ser
suficiente para estabelecer quais os mecanismos envolvidos na fun¢do das nTregs, a
mera observacao de contactos entre células traz novos conhecimentos. Assim, os
dados acima referidos permitiram estabelecer um cenario em que as nTregs estao
constantemente em actividade, suprimindo os contactos entre células dendriticas e
células T efectoras e estabelecendo novos contactos com as primeiras. Foi também
demonstrado que este processo de supressdo involve CTLA-4%* (molécula que é
constitutivamente expressa pelas células T reguladoras) e que as células T
reguladoras s&do capazes de induzir nas células dendriticas a expressao de IDO
(indoleamine 2,3-dioxygenase) que se sabe induzir a produgcdo de metabolitos pro-
apoptéticos do catabolismo do triptofano, levando a supressao de células T efectoras
por mecanismos dependentes das interacgdes entre CTLA-4 e CD80 e/ou CD86%.

Neste estudo pretendemos adquirir mais conhecimentos sobre os contactos
entre as células ja mencionadas (células T reguladoras, células T efectoras e células
dendriticas) e perceber qual a importancia da especificidade antigénica neste
processo, pois € ainda desconhecido se a especificidade antigénica € ou nao
necessaria para a fungao supressora das células T reguladoras. Para tal utilizamos um
modelo de Esclerose Multipla em murganho, a encefalomielite autoimune experimental
(EAE; a descricdo destes murganhos encontra-se em anexo) para obter células

especificas para o péptido da proteina basica da mielina Ac1-11 (MBP1-11).
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Material e Métodos

Murganhos

Durante o trabalho laboratorial foram utilizados murganhos das estirpes
B10.PL, B10.PL Foxp3-KI9"9® Tg/Tg Foxp3-KI®®9" ¢ CD11c-YFP, com 8 semanas.
Estes murganhos foram mantidos no biotério do Instituto Gulbenkian de Ciéncia em
condicbes de temperatura, humidade e fotoperiodo estandardizadas e manipulados de
acordo com o Decreto-Lei 129/92, Portaria 1005/92. Para as experiéncias de obtencao
de imagens de contactos entre os diferentes tipos de células, murganhos CD11c-YFP
foram injectados subcutameamente com 5x10° células B16-FIt3-GFP° catorze dias
antes da utilizacdo do bago para extracgdo de células CD11c-YFPY. Os restantes
murganhos ndo foram sujeitos a outro tipo de manipulagdo para além da incluida na

rotina do biotério (alimentagcdo e acomodagao).

Diferenciagao de células T reguladoras, Th1 e Th17

As células foram isoladas do bago de murganhos B10.PL, B10.PL Foxp3-
KIS ou Tg/Tg Foxp3-KI®™ através de maceracdo do érgdo e subsequente lise de
hemaceas, com o tampéo de lise de hemacias (RBC (Red Blood Cells) lysis buffer),
seguida de lavagem com meio RPMI completo (meio RPMI (Gibco) suplementado com
10% FBS (Fetal Bovine Serum; Invitrogen), 200mM de Glutamina (Invitrogen), 100mM
de Piruvato (Invitrogen), 100U/mL de Penicilina (Invitrogen) e 100 pg/mL de
Streptamicina (Invitrogen), 50mM de 2-Mercaptoetanol (Sigma). Para diferenciagdo de
células T reguladoras, 1x10° esplendcitos/ml foram incubadas em meio RPMI
completo e estimulados com 1 ug/ml de anti(a)-CD3, 1 pg/ml de aCD28, 5 ng/ml de
TGF-B, 200 U/ml de IL-2 e 100 yM de acido retindico durante 4 dias, a 37°C e 5% de
CO,. No quarto dia as células foram recolhidas dos pogos e ressuspensas em novo
meio RPMI completo ao qual foram adicionados todos os anticorpos e citocinas

utilizados anteriormente nas mesmas concentra¢des. Antes do inicio da nova cultura

¢ Células B16-FIt3-GFP - linha celular de melanoma de murganho que expressa Flt3 (FMS-like
tyrosine kinase 3), que esta envolvido na regulacdo do desenvolvimento de células dendriticas,
e GFP; estas células foram utilizadas pois apresentam capacidade de induzir a geragédo de
células dendriticas CD11¢" do baco.
d Murganhos CD11c-YFP - estes murganhos foram utilizados porque é possivel observar as
suas células dendriticas sob luz de fluorescéncia, uma vez que as estas expressam a proteina
amarela fluorescente (YFP — Yellow Fluorescent Protein).
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1mg/mL de aCD3 foi incubando em PBS durante 1h a 37°C de modo a fazer o mesmo
aderir ao pogo de cultura antes da inoculacéo de células. A cultura foi mantida até ao
sexto dia nas mesmas condicdes de temperatura e concentracdo de CO,. O estado da
cultura foi controlado todos os dias para evitar que o meio se tornasse demasiado
acido ou que a confluéncia ideal das células fosse ultrapassada. Nestas situacdes foi
adicionado mais meio aos pog¢os ou as células divididas por mais pogos.

Para diferenciacao de células Th1 seguiu-se o protocolo descrito anteriormente
utilizando os seguintes anticorpos e citocinas: 1 pg/ml de aCD3, 1 pg/ml de aCD28, 1
ng/ml de IL-12. Neste caso, no quarto dia adicionou-se aCD3 soluvel e restantes
anticorpos e citocinas.

Para diferenciacdo de células Th17 seguiu-se o protocolo descrito
anteriormente utilizando os seguintes anticorpos e citocinas: 1 ug/ml de aCD3, 1 ug/mi
de aCD28, 5 ng/ml de TGF-B, 20 ng/ml de IL-6. Neste caso, no quarto dia adicionou-se
aCD3 soluavel, 10 ng/mL de IL-23 e restantes anticorpos e citocinas.

Todos os anticorpos foram adquiridos da BDbiosciences. As citocinas foram

adquiridas da Peprotech e o acido retindico foi adquirido da Sigma.

Marcacao de moléculas da superficie celular

Para marcacao de moléculas da superficie as células foram incubadas com
anticorpo diluido 1:100, durante 30 minutos a 4°C. De seguida foram lavadas (5
minutos; 400g) e ressuspensas em PBE®. Os anticorpos utilizados para marcagao
superficial foram: aCD4-Alexa(A)488, aCD4-PE, aCD8-Cy5, aCD8-PB, aCD11c-PE,
aCD25-biotinilado(biotin), aCD28-biotin, aCD44-biotin, aCD69-biotin, aCD62L-biotin,
aCD103-biotin, aCD152-biotin, aCD154-biotin e aGITR-biotin. Os anticorpos
biotinilados, apds a marcagao para a molécula de superficie, foram incubados com
Streptavidina-PercP durante 30 minutos a 4°C. De seguida as células foram lavadas e
ressuspensas em PBE. A analise foi efectuada no citometro de fluxo FACSAria. Todos

os anticorpos foram adquiridos da BDbiosciences.

Marcacéao de Foxp3

Células previamente marcadas com aCD4-A488 e aCD8-Cy5 segundo

o protocolo descrito acima foram centrifugadas (5 minutos; 400g) e ressuspensas em

® PBE - tamp&o para marcacgdo de células que, uma vez que possui BSA (Bovine Serum
Albumin, Sigma) mantém as células viaveis durante um maior periodo de tempo; composi¢do
do tampao: PBS (Gibco), 0,5% BSA e 1mM EDTA (Sigma).

17



EFEITO DAS CELULAS T REGULADORAS NOS CONTACTOS [
ENTRE CELULAS DENDRITICAS, CELULAS TH1 E CELULAS TH17

100 plL/tubo da solugdo cytofix/cytoperm (BDbiosciences), durante 30 minutos, a
temperatura ambiente e em camara escura. Apés os 30 minutos as células foram
novamente centrifugadas e ressuspensas em 100 plL/tubo de uma solugéo de 1% PFA
(Paraformaldeido utilizado para fixagcdo das células; Merck) e 0,5% Tween-20
(Polysorbate 20, utilizado para lise da membrana celular; Biorad), durante 30 minutos,
a temperatura ambiente e em camara escura. De seguida foram adicionados 100
pL/tubo de tampao de permeabilizagdo (1L PBS, 1g azida sédica (Sigma), 10mL FBS
e 2g saponina (Sigma)) e as células centrifugadas e ressuspensas novamente em
tampdo de permeabilizagcdo. As células foram, entdo, incubadas com anti-mouse
FoxP3-PE diluido 1:100, durante 1 hora em cémara escura e de seguida lavadas e
ressuspensas em PBE. A analise foi efectuada no citometro de fluxo FACSAria. Todos

os anticorpos foram adquiridos da BDbiosciences.

Marcacéo intracelular de citocinas

Para marcacéao intracelular de citocinas as células de um poco de cada cultura
foram incubadas com 100 ng/mL de PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate; Sigma) e
200 ng/mL de lonomicina (Sigma) a 37°C, durante duas horas. De seguida foi
adicionado no mesmo pogo 2 uM de Monensina (Sigma) para incubagdo por mais
duas horas a 37°C. Ao fim de duas horas as células foram centrifugadas (5 minutos;
4009) e lavadas com PBS a 4°C. Apds trés lavagens as células foram ressuspensas
em PBS. Foi adicionado anticorpo anti-CD16/CD32 (FcBlock), diluido 1:100, para
bloquear as ligagdes inespecificas dos anticorpos, durante 10 minutos a temperatura
ambiente. De seguida as células foram marcadas, tal como descrito acima, com
anti(a)-CD4-A488, aCD8-Cy5 e um dos seguintes marcadores de superficie: aCD25-
biotin, aCD28-biotin, aCD44-biotin, aCD69-biotin, aCD62L-biotin, aCD103-biotin,
aCD152(CTLA-4)-biotin, aCD154(CD40L)-biotin, aGITR-biotin. Apds esta marcagao as
células foram lavadas com PBS, ressuspensas e incubadas em 100 ulL/tubo de
solugao Cytofix/Cytoperm durante 20 minutos, a temperatura ambiente, em camara
escura e em seguidas lavadas com tampéao de permeabilizagcéo (5 minutos; 400g). De
seguida as células foram ressuspensas em tampao de permeabilizagdo e marcadas
com os anticorpos anti-citocinas alL-17-PE e alFN-y-APC, diluidos 1:100, durante 20
min, a temperatura ambiente e em cémara escura. Finalmente as células foram
lavadas em tampdo de permeabilizacdo, ressuspensas em PBE e a analise de

citocinas executada no citémetro de fluxo FACSAria. Todos os anticorpos foram
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adquiridos da BDbiosciences. Todos os anticorpos foram adquiridos da

BDbiosciences.

Separacgdao de células

Para separacido de células, apdés os seis dias de cultura celular, as células
foram marcadas com marcadores de superficie aCD11c-PE, aCD4-PE, aCD8-PB
segundo o protocolo descrito acima. A separagdo das populagdes de interesse foi
efectuada no citometro de fluxo FACSAria. Todos os anticorpos foram adquiridos da

BDbiosciences.

Imagem de contactos entre células

Apds a separacdo das populacdes de células de interesse, 1x10° células
dendriticas CD11c"YFP" foram transferidas para cada um dos pogos de um Lab-tek
(camara histoldgica de 8 pogos; Nunc) pelo menos 1 hora antes da adicdo de MBP-4Y'
(AcASQYRPSQRSK; Invitrogen) aos pogos em que as células dendriticas receberam
este estimulo e mantidas na estufa a 37°C até a aquisicdo das imagens. Nos pogos
que receberam estimulo de MBP-4Y, este foi adicionado ao pogo na concentracdo de
10ug/mL, 30 minutos antes da adigéo das restantes populagdes celulares. Apds estes
30 minutos foram adicionadas ao pogo as populagbées de células T reguladoras e
células T efectoras correspondentes a cada pogo (0 esquema de distribuicdo das
populagbes de células esta representado na Figura 4). As células foram mantidas
durante 20 minutos a 37°C antes do inicio da aquisicdo de imagem. Apds estes 20
minutos a aquisi¢ao de imagem foi iniciada. A aquisigao foi feita durante 20 minutos, a
37°C usando a objectiva 63X do microscédpio confocal (LEICA SP5). A distancia
utilizada entre cada passo de Z foi 4um. As células T efectoras foram marcadas com
CellTracker™ Orange CMRA (Invitrogen) antes da sua inoculagdo nos pogos do Lab-
Tek.

fMBP-4Y — péptido semelhante ao MBP1-11 mas contendo uma modificagao para tirosina no
quarto aminoacido, que lhe confere maior estabilidade na fenda do complexo principal de
histocompatibilidade
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Analise de Imagem

A analise das imagens obtidas foi efectuada no software Imaris 6.2 (Bitplane
Inc.). Para cada filme foi feita a contagem do tempo de contacto entre as diferentes
populacées de células. A analise estatistica dos dados resultantes desta analise foi

feita recorrendo ao software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software).

MBP-DCs

filme 11 filme 1 filme 3

MBP-Tregs filme 9

Poly-Tregs filme 10
Th1

Poly-Teffs

DCs MBP-DCs

filme 7

filme 4

filme 12 filme 2

MBP-Tregs filme 13 filme 5

filme 8

Poly-Tregs filme 14 filme 6

MBP-Teffs

Figura 4 — Representagao esquematica dos Lab-Tek utilizados para aquisi¢ao
de imagem dos contactos celulares - Cada poco contém trés populacbes de
células: uma populagdo de células T reguladoras, células T reguladoras MBP-
especificas (MBP-Tregs) ou células T reguladoras policlonais (Poly-Tregs), uma
populacado de células T efectoras, células T efectoras MBP-especificas (MBP-Teffs)
tipo 1 (Th1) ou tipo 17 (Th17) ou células T efectoras policlonais (Poly-Teffs) tipo 1
(Th1) ou tipo 17 (Th17), e uma populacdo de células dendriticas com (MBP-DCs) ou
sem (DCs) estimulo do péptido MBP-4Y.
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Resultados

Diferenciagao de células T reguladoras in vitro

Tal como referido anteriormente, o principal objectivo deste trabalho é perceber
qual o papel das células T reguladoras especificas e nao-especificas para MBP1-11
nas interaccdes entre células dendriticas, células Th1 e células Th17. Para tal foi
necessario expandir nTregs (policlonais) ou diferenciar iTregs (MBP-especificas) a
partir de esplendcitos de murganhos B10.PL Foxp3-KI®®9" ou Tg/Tg Foxp3-KI9P/e®P,
respectivamente. Uma vez que nos animais Tg/Tg as células T reguladoras s6 se
comegam a acumular apds o inicio dos sintomas da doenga (para mais informagdes
consultar texto suplementar em anexo) € necessario diferenciar células T naive da
periferia, neste caso, do baco. De acordo com estudos feitos anteriormente, a
diferenciagao de células T reguladoras pode ser induzida in vitro a partir de células T
naive da periferia através de estimulagdo antigénica na presenca de TGF-*°, |L-2"
% e acido retindico®. Relativamente as nTregs, estas poderiam ser isoladas de
animais B10.PL Foxp3-KI®"¢® e utilizadas imediatamente nos ensaios de visualizagdo
de contactos entre células. No entanto, para que a comparagao entre os efeitos dos
dois tipos de células T reguladoras seja a mais correcta possivel, as nTregs foram
expandidas nas mesmas condigdes que as iTregs.

Para tentar optimizar a diferenciagdo de células T reguladoras in vitro seguiu-se
o protocolo mencionado na secgao “Material e Métodos” mas utilizando diferentes
combinagdes de anticorpos e citocinas para re-estimulagcédo das células no quarto dia
de cultura. Assim, foi testada a utilizacdo de todos os anticorpos e citocinas
simultaneamente, com ou sem adesao prévia de aCD3 ao poco de cultura, a utilizagcao
de apenas IL-2 ou de apenas aCD3 e aCD28, com ou sem adesao prévia de aCD3.
Verificou-se que utilizando estas condigbes de estimulagéo a percentagem de células
T reguladoras obtidas ap6s 6 dias de cultura varia entre 22% e 90,6% das células
CD4" presentes na cultura e entre 0,1% e 9% do total de células da cultura (Figura 5).
Das condigdes de estimulagao testadas, aquela que apresentou melhor resultado,
traduzido numa maior percentagem de células T reguladoras ao fim de seis dias de
cultura, foi a utilizacdo de todos os anticorpos e citocinas simultaneamente, com
adesdo prévia de aCD3 ao pogco de cultura. Neste caso conseguiu-se obter uma
populacdo de 90,6% de células T reguladoras dentro da populagéo de células CD4",
correspondente a 9% da populagao total de células em cultura. Assim, e tal como
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descrito na secc¢ao “Material e Métodos”, a diferenciacdo de células T reguladoras foi

efectuada utilizando este ptotocolo.
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Figura 5 — Diferenciagao de células T reguladoras in vitro — A) A re-estimulagédo da
cultura de células foi feita com todas os anticorpos e citocinas, sendo que aCD3 se
encontrava soluvel no meio de cultura. B) A re-estimulagéo da cultura de células foi feita com
todas os anticorpos e citocinas, sendo que aCD3 se encontrava aderido ao pogo de cultura.
C) A re-estimulagéo da cultura de células foi feita apenas com IL-2. D) A re-estimulagédo da
cultura de células foi feita apenas com aCD3 e aCD28 soluveis. E) A re-estimulagdo da
cultura de células foi feita apenas com aCD3 e aCD28, sendo que aCD3 se encontrava
aderido ao pogo de cultura. F) Percentagem das populacdes de células T CD4 Foxp3*
(populagdo P3) nas imagens de A a E. % total representa a percentagem de células T
CD4'Foxp3* na populagdo total de células em cultura, e %CD4" representa a percentagem
da mesma populacdo em relagdo & populacdo de células CD4" presente na cultura. A
marcagao de células foi feita com aCD4-A488 e aFoxp3-PE.

Diferenciagcao de células Th1 e Th17 in vitro

Para alcangar o objectivo principal deste trabalho foi também necessario
diferenciar in vitro células Th1 e células Th17. A utilizacdo deste tipo de células T
efectoras e ndo de outro, como por exemplo, células T efectoras tipo 2, deve-se ao
facto de serem estas aquelas que se sabe estarem envolvidas na EAE, doenca
desenvolvida pelos murganhos Tg/Tg e, portanto, seria sobre estas células que as
células T reguladoras teriam que exercer a sua fungao supressora in vivo durante a
fase efectora da resposta imune. Por outro lado, sera interessante ver se o efeito de
células T reguladoras especificas ou ndo para MBP1-11 é diferente consoante o tipo

de célula T efectora a suprimir uma vez que se verifica que as percentagens destes
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dois tipos de células T efectoras em tecidos inflamados de animais com doencga ja em
fase cronica sao diferentes e parecem estar associadas a fatalidade da doenga, EAE
(para mais informagdes consultar texto suplementar em anexo).

De acordo com o protocolo de diferenciacdo de células Th17', a cultura
deveria conter cerca de 30% de células CD4" produtoras de IL-17 no quarto dia de
cultura e 70% destas células no sexto dia de cultura. Nas nossas culturas observamos
resultados semelhantes (Figura 6) obtendo-se 27,7% de células CD4" produtoras de
IL-17 presentes em cultura no dia 4 e 41,5% ou 60,3% no dia 6. Uma vez que o melhor
resultado foi obtido com re-estimulacdo das células com aCD3 soluvel (60,3% de
células Th17), este foi o protocolo utilizado nas experiéncias seguintes.

O protocolo de diferenciacao de células Th1 foi também testado. Neste caso a
percentagem de células CD4" produtoras de IFN-y obtida no sexto dia de cultura foi
cerca de 50% em ambas as culturas teste (Figura 7). Uma vez que este protocolo
levou a diferenciagdo de uma percentagem satisfatéria de células Th1, foi adoptado

para o trabalho experimental subsequente.
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Figura 6 — Teste do protocolo de diferenciagdao de células Th17 in vitro — Na
figura estdo representadas as percentagens de células CD4" produtoras de IL-17 na
cultura, nos dias 4 e 6. Nesta experiéncia, a percentagem de células obtidas é
semelhante a que seria de esperar, ou seja cerca de 30% no dia 4 e cerca de 70%
no dia 6. Uma vez que a percentagem de células Th17 no dia 6 é superior utilizando
aCDa3 soluvel, este foi o protocolo utilizado no decorrer do trabalho.
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Marcadores de superficie de células Th1 e Th17

Para identificar células Th1 ou Th17 pelas citocinas libertadas pelas mesmas,
IFN-y e IL-17, respectivamente, é necessario fazer marcacao intracelular de citocinas,
tal como descrito em “Material e Métodos”. No entanto, esta marcacdo mata as
células, facto que torna a utilizacdo deste método inviavel para marcar células que
serao separadas no citometro de fluxo e posteriormente utilizadas para a visualizagao
de contactos entre células T reguladoras, células dendriticas e células T efectoras.
Assim, e uma vez que ainda n&o sdo conhecidos marcadores de superficie que sejam
especificos destas células, tentdmos identificar um ou mais marcadores para o efeito.
Tendo como base os dados publicados em 2007 por Nakae et al, apds seis dias de
cultura em condicoes de diferenciacdo de células Th1 ou Th17, as células foram
marcadas com aCD4-A488, alL-17-PE, alFN-y-APC e um dos seguintes anticorpos:
aCD25-biotin, aCD28-biotin, aCD44-biotin, aCD69-biotin, aCD62L-biotin, aGITR-biotin,
aCD103-biotin, aCD152-biotin ou aCD154-biotin. Nas figuras 8, 9, 10 e 11 estéo
representados os histogramas de expressdo de cada um dos marcadores de
superficie. Esta fenotipagem nao revelou nenhum marcador especifico para nenhuma
das linhas celulares pois as curvas de expressao para as diferentes populacbes em
cultura sdo quase totalmente sobreponiveis. Ainda assim, os marcadores mais
promissores para células Th1 sdo CD44, CD152 e CD154 pois nestes casos poderiam
separar-se as células que se encontram no final da curva de expressao e, assim,
excluir as restantes populagdes. No entanto, a percentagem de células que se obteria

seria muito baixa o que torna a utilizacado destes marcadores inviavel.

Nivel de expressao dos marcadores de superficie para Th1 e Th17

Foi também determinado o valor médio de intensidade de fluorescéncia para
cada marcador testado. Na Tabela Il estido representados estes valores para as
culturas de células Th1 e células Th17. Os marcadores de superficie CD44, CD28 e
CD152 apresentam maior expressao nas células Th17, enquanto os marcadores
CD62L e CD154 apresentam maior expresséo nas células Th1. No entanto, como as
intensidades de fluorescéncia sdo muito proximas, s6 poderemos concluir se, de facto,

estas diferencas sdo significativas, repetindo a experiéncia.
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Figura 8 — Expressao de marcadores de superficie CD25 e GITR em células Th1 e Th17 —
Nesta figura estéo representados os perfis de expressdo as moléculas da superficie celular CD25
e GITR, testadas como marcadores das populagdes celulares Th1 e Th17. Estdo representados
os perfis de expressdo das moléculas de superficie para as populagdes de células CD4IFN-
v'IL17 (primeira coluna), CD4IFN-yIL17" (segunda coluna), CD4*IFN-y'IL17" (terceira coluna).
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Figura 9 - — Expressao de marcadores de superficie CD44 e CD69 em células Th1 e Th17 —
Nesta figura estéo representados os perfis de expressao as moléculas da superficie celular CD44
e CD69, testadas como marcadores das populagdes celulares Th1 e Th17. Estdo representados
os perfis de expressdo das moléculas de superficie para as populacdes de células CD4 IFN-
v'IL17" (primeira coluna), CD4 IFN-yIL17" (segunda coluna), CD4 IFN-yIL17" (terceira coluna).

26




EFEITO DAS CELULAS T REGULADORAS NOS CONTACTOS

: ‘ : . 2009
ENTRE CELULAS DENDRITICAS, CELULAS TH1 E CELULAS TH17
+ + - + - - + - +
CD4’IFN-y’IL17 CD4’IFN-yIL17 CD4’IFN-yIL17
EAE suppression 13-Thl1 CD28 EAE suppression 13-Thl CD2 EAE suppression 13-Th1 CD2E
= = ]
] ™3 ]
ES 27 -
Th1 | 5.7 P 5
LR [ER=n (SR
. ] '0_:
7 73 =
_IIIIIII| IIIIIIIII T IIIIIII| T IIIIIII| T s IIIIII| T IIIIIIII T IIIIIII| T IIIIIIII T C‘__
10 10 10t 10 10° 107 10t 108
PercP PercP PercP
CD28
EAE suppression 13-Th17 CcD2 _EAE suppression 13-Th1 7 CD. EAE suppression 13-Thi17 CDz
E =
E= 3
€ =EE €7
Th17 | 2 =& NE
5] & g7 [ER=20
III| \I IIIIIII| T = IIIIII| T IIIIIIII T IIIIIII| T IIIIIIII T
102 107 10 10® 10 10 w0 10 10? 10” 10 10°
PercP PercP PercP
EAE suppression 13-Thl CD14% EAE suppressgion 13-Thil CD1# EAE suppression 13-Thl CD1#
=] ]
5] E £
Th1 | 37 g e
=] w7
_IIIIIII| L IIIIIII T IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| TTIT T IIIIIIII T IIIIIII| T C'__
n? 107 10t 10 n? 2 10t 10f
PercP PercP PercP
CD152
EAE suppression 13-Th17 CD1 EAE suppression 13-Thi17 D o EAE suppression 13-Th17 CO1
=27 =
- £37 E
= = v =
8 e &g
Th17 & ?
_IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| I IIIIIII| T IIIIIII| T
1% 10 10t 10 10 10 n* 10
PercP PercP PercP

Figura 10 - Expressao de marcadores de superficie CD28 e CD152 em células Th1 e Th17 —
Nesta figura estao representados os perfis de expressao as moléculas da superficie celular CD28
e CD152, testadas como marcadores das populagdes celulares Th1 e Th17. Estao representados
os perfis de expressdo das moléculas de superficie para as populacdes de células CD4'IFN-
y'IL17" (primeira coluna), CD4*IFN-y'IL17" (segunda coluna), CD4 IFN-y'IL17" (terceira coluna).
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Figura 11 - Expressao de marcadores de superficie CD62L e CD154 em células Th1 e Th17 -
Nesta figura estdo representados os perfis de expressdo as moléculas da superficie celular CD62L
e CD154, testadas como marcadores das populagdes celulares Th1 e Th17. Estédo representados
os perfis de expressdo das moléculas de superficie para as populagdes de células CD4 IFN-
v'IL17 (primeira coluna), CD4IFN-yIL17" (segunda coluna), CD4*IFN-y'IL17" (terceira coluna).
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Tabela Il - Média da Intensidade de Fluorescéncia — Na tabela estdo indicados os valores da
meédia da intensidade fluorescéncia para os marcadores de superficie CD25, GITR, CD44,
CD69, CD28, CD152, CD62L e CD154

Th1 Th17

CD25 1499 1243

GITR 1250 1712
CD44 299 398
CD69 803 747
CD28 104 996
CD152 577 952
CD62L 139 122
CD154 198 96

Efeito das células T reguladoras nos contactos entre células
dendriticas, células Th1 e células Th17

Tal como referido anteriormente, o principal objectivo deste trabalho € perceber qual o
papel das células T reguladoras especificas e ndo-especificas para o péptido MBP1-
11 nas interacgdes entre células dendriticas, células Th1 e células Th17. Para tal, a
partir de esplendcitos de murganhos Tg/Tg Foxp3-KI®®9" foram diferenciadas células
T reguladoras MBP-especificas, células Th1 MBP-especificas e células Th17 MBP-
especificas. Como controlo foram utilizadas células T reguladoras policlonais, células
Th1 policlonais e células Th17 policlonais diferenciadas a partir de esplendcitos de
murganhos B10.PL Foxp3-KI*9" No sexto dia de cultura as células foram separadas
no citdmetro de fluxo de forma a obter as populagbes de interesse. Assim, de ambas
as culturas de células T reguladoras (Tg/Tg Foxp3-KI®?9" e B10.PL Foxp3-KI9™/9™®)
foram separadas as células CD4'GFP"* (Figura Suplementar 1) e das culturas de
células T efectoras foram separadas as células CD4"GFP" e posteriormente calculada
a percentagem de células Th1 e Th17 presente em cultura (Figura Suplementar 2),
uma vez que até este ponto ndo conseguimos identificar um marcador fiavel para
estas populagdes. Relativamente as ceélulas dendriticas, a populagdo separada para
utiizagdo na visualizagdo de contactos entre os diferentes tipos de células foi
CD11c"YFP* (Figura Suplementar 3) que foi obtida a partir do bago de um murganho

CD11c-YFP ao qual tinham sido administradas, subcutaneamente, células B16-FIt3-
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GFP, catorze dias antes da aquisicdo de imagens. As células foram entao transferidas
para os pocos de um Lab-Tek, e mantidas a 37°C durante toda a aquisicido de
imagens (Filmes Suplementares 1 a 14 encontram-se nos DVDs em anexo). Na
Figura 12 pode observar-se uma imagem representativa dos filmes adquiridos e a
respectiva representacao grafica. Esta representagdo € uma substituicdo das células
presentes na imagem por pontos permitindo uma percepgao mais rapida dos contactos
estabelecidos entre os diferentes tipos de células. No entanto foi também realizada a
contagem do tempo de contacto entre células (Figuras 13, 14 e 15). Apesar do
resultado desta contagem nao mostrar diferencas estatisticamente significativas nos
contactos entre células dendriticas e células T reguladoras, parece que o tempo de
contacto entre células T reguladoras MBP-especificas e células dendriticas
estimuladas com MBP-4Y (MBP-DCs), na presenca de células Th1 MBP-especificas, é
superior ao tempo de contacto entre células T reguladoras policlonais e MBP-DCs, na
presenca de células Th1 MBP-especificas (Figura 13). Nas mesmas condicoes
verifica-se que o tempo de contacto entre MBP-DCs e células Th1 MBP-especificas &
inferior na presenca de células T reguladoras MBP-especificas e que o tempo de
contacto entre células T reguladoras MBP-especificas e células Th1 MBP-especificas
€ superior ao tempo de contacto na presenca de células T reguladoras policlonais
(Figuras 14 e 15). Estas diferencas sugerem que as células T reguladoras MBP-
especificas impedem os contactos entre células dendriticas apresentadoras de MBP e
células Th1 MBP-especificas, colocando-se fisicamente entre os dois tipos de células
(Figura 12B) e, portanto, estabelecendo contactos com ambas o que resulta no
aumento do tempo de contacto entre células T reguladoras e ceélulas dendriticas e
entre células T reguladoras e células Th1, e na diminuicdo do contacto entre células
dendriticas e células Th1. Este comportamento parece n&o ocorrer na presenca de
células Th17 pois apesar de aparentemente o tempo de contacto entre entre células T
reguladoras MBP-especificas e MBP-DCs, na presenga de células Th17 MBP-
especificas, ser superior ao tempo de contacto entre células T reguladoras policlonais
e MBP-DCs, na presenca de células Th17 MBP-especificas (provavelmente devido ao
numero reduzido de contactos) o tempo de contacto entre entre MBP-DCs e células
Th17 MBP-especificas ndo € alterado na presencga de células T reguladoras e o tempo
de contacto entre células T reguladoras MBP-especificas e células Th17 MBP-
especificas € inferior ao tempo de contacto na presenga de células T reguladoras
policlonais (Figuras 13, 14 e 15). Nas outras condi¢cdes testadas também nao se

verificam diferengas no tempo de contacto entre os diferentes tipos de células.
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Figura 12 - Visualizagao de contactos entre células T reguladoras, células
dendriticas e células T efectoras — Na figura pode observar-se A) uma imagem
representativa dos filmes adquiridos, em que as células a amarelo s&o células dendriticas
CD11c"YFP®, as células a verde sdo células T reguladoras CD4*GFP" e as células a
encarnado sdo células T efectoras CD4"GFP™ marcadas com CMRA, e B) a respectiva
representacdo grafica. A circunferéncia branca mostra um exemplo de como as células T
reguladoras parecem colocar-se entre células T efectoras e células dendriticas, evitando o
contacto entre as mesmas.

31



2009

- opden)is eped wa sauasald sagdeindod se ‘znido ewn woo ‘sepedlipul oejss odlelb o eyuedwooe
anb ejage} eN "sepejsa} S803IpuOd SE SEpO] WS ‘SOJNuUIW Wa ‘selopejnbal | Senj@d 8 SednlJpuap Sen[@d aljus 0}OBju0d
ap odwa} o ejuasaldal ooyelb O — sesope|nbas | se|Nj9d @ SEILIPUSP SBIN|DD 3JJud 0jorU0I ap odwd] — ¢} eunbi4

32

EFEITO DAS CELULAS T REGULADORAS NOS CONTACTOS

ENTRE CELULAS DENDRITICAS, CELULAS TH1 E CELULAS TH17

x x x x LTYL-Mod
X LTY1-d9N
x x x x TYL-Mod
x x X ™L-daN
) 4 ) 4 X ) 4 b 4 X &2a4) -Nogq
x x X x x x 2au) -dAW
x x X x x x x d9W -£30
) 4 ) 4 X X ) 4 Iy ony—-E20
Lot TN b - c i - T - =0
000 vy G o’ Voo ¥ =] [ nﬂﬂ_ H -
T+ 5+ & R S R
] o
: o E el d
u —
<& © » * _ OO0 mmg 3
< o0 % . - _n__n_ Sl o
¥ a | =
e .ﬂd. wry o L =02 W
-G2

sbal] X sHa




EFEITO DAS CELULAS T REGULADORAS NOS CONTACTOS

2009

ENTRE CELULAS DENDRITICAS, CELULAS TH1 E CELULAS TH17

"00S1J8]SE WOD SOPB[BUISSE 0BISO (GO'( >0 ) SEAIJBOLIUDIS 8JUSWEDIISIIRIS® SEOUIa)Ip
Wwoo sopejnsay - oeden)s eped woe sajussaid segdeindod se ‘znio ewn woo ‘sepeodipul ogjse 0oleib o eyuedwooe
anb ejage} BN "sepejss} S8QIIpUOD SB SEpOo} We ‘SOoJNUIW WS SBI0J0Sye | Se|N90 @ Seoljllpusp Se|n|go aJjus O}OBju0D
ap odws) o ejussaidal oolyeIb O — SBI0JO9Yd | SBIN|9D @ SEIJIPUSP SeIN|P aIjud 0joeju0d ap odwsa] — | einbi4

X X X X £TYL-Mjod

X X LTYL-daN

x x x x TuL-Mod

x x x x THL-d9N

) 4 ) 4 ) 4 ) 4 ) 4 ) 4 ) 4 83au) -Hogd

) 4 ) 4 ) 4 ) 4 ) 4 ) 4 ) 4 £3a4] - 49N

X X X X X X X X J9W -50

x x x x x x Sy on-82Q

1T | LT | I =
* - vy A nn_nmﬂ l"l L I
o - by e v o " o =
% LT T e EF o3 kA B oh, "amfe B
d o .m L A J % ﬁ - w..
Sia> eme o e ommo % v =] U.m = Sl @
Y . = T
wa vy vy 0 s oo = oz W

-GZ
[ ] B
L * [ |

'] * ']

* L 5

* 1 ]

* & »

* 'l '}

* y 3

']

s§9l X sOd

33



2009

EFEITO DAS CELULAS T REGULADORAS NOS CONTACTOS
ENTRE CELULAS DENDRITICAS, CELULAS TH1 E CELULAS TH17

"00S1LI9)SE WO SOPE[RUISSE 0B1SD (G(O'( >0 ) SBAIIBOIJIUDIS SJUSWEOIISIIB)SO SBoUala)ip
woo sopejnsay - oedenys eped we sajuasald sagdeindod se ‘znid ewn wod ‘sepedipul oe}se oouelb 0 eyuedwooe
anb ejage) eN ‘sepeisa)] S80JIpuUOd SB Sepo] Wo ‘SOINUIL WS SBI0)09Je | Sen@o o seiopenbal | Se|ni@o aJjus 0)0BJU0D
ap odwa) 0 ejuasaidal ooljelb O — SeI0}09)d | Sen|9d @ selopejnbal | senj9d asjua 0joeuod ap odwa] — f| einbi4

X X X X LT41-Mod

X X LTY1-dEN

x x X x TML-Aod

x x x x T -ddWN

x X x x x x X s2a4) -Njod

x x X X x x x s8au) -49N

x x x x x x x x J9W -530

x x X x x x Syon-£30

e T 3 Y70 T v M T°
B w3l = 2 = daf W= BR[O
o o Ige B & 5 987 Eo s 8
<> * - &W DMW By oL 2

00 "_l_ v 4‘4‘ U_H_ fl" m....
o
- o eeme dlrh - v O - - oL 3
3
S——— S (maTum] o i Loz S
4
L J
[ ] * |
4 E 3 4
*[
*
[ M
L * | ]
¥ 3
L * [ |
1 * ]

s}a] X sbaiy

34



EFEITO DAS CELULAS T REGULADORAS NOS CONTACTOS [
ENTRE CELULAS DENDRITICAS, CELULAS TH1 E CELULAS TH17

Discussao

As nTregs estdo activamente envolvidas na manutencdo da homeostase e
tolerancia imunoldgicas. Uma das suas caracteristicas é a capacidade de suprimir, in
vitro®” e in vivo®’, a proliferagdo de outras células T por um mecanismo que €
dependente do contacto entre células® 2. Uma vez que as células dendriticas tém um
papel fundamental na iniciacdo das respostas imunes, activando células T naive*" #,
sdo um potencial alvo das células T reguladoras neste mecanismo de supressao
dependente de contacto. Varios estudos tém abordado este tema e recentemente
Onishi et al demonstrou que células T reguladoras s&o capazes de regular células T
naive formando agregados a volta das células dendriticas®. Baseados nos resultados
que obtiveram, este grupo propés um modelo para um mecanismo de supressao
mediado por células T reguladoras. Neste modelo propdéem a formagéao inicial de um
agregado de células T reguladoras a rodear as células dendriticas e a sub-modulacéo
da expressdo de CD80/86 nas células dendriticas, ou seja, as células T reguladoras
manteriam os niveis baixos de CD80/86 em células dedriticas impedindo assim a sua
maturacdo e consequentemente a activagdo de células T naive. Este possivel
mecanismo esta de acordo com os dados obtidos em 2006 por Tadokoro et al, que
indicam que as células T reguladoras sao capazes de inibir contactos estaveis entre
células T efectoras e células dendriticas®®, e com os dados obtidos com o trabalho
experimental conducente a esta dissertacdo. Aqui vemos que células T reguladoras
especificas para MBP1-11 sdo capazes de impedir os contactos entre células Th1
MBP-especificas e células dendriticas estimuladas com o péptido MBP-4Y,
estabelecendo contactos com ambas as células e impedindo, assim, a activacdo de
células Th1 pelas células dendriticas (Figuras 13, 14 e 15). No entanto, 0 mesmo néo
se verificou quando a populacao de células T efectoras presente em cultura era Th17
(Figuras 13, 14 e 15). Apesar de ser necessario ainda muito trabalho para esclarecer
esta questao, é possivel que a falta de capacidade das células T reguladoras em
suprimir os contactos entre células dendriticas e células Th17 seja uma explicacao
para o facto de 1/3 dos murganhos Tg/Tg morrerem devido ao desenvolvimento de
EAE, pois estes apresentam maior percentagem de células Th17 do que aqueles que
sobrevivem a doenga (Tadokoro, CE, comunicagdo pessoal). Por outro lado, neste

trabalho, como noutros estudos ja feitos®® *®

, mostramos que as células T reguladoras
MBP-especificas sdo capazes de se ligar mais eficazmente as células dendriticas do

que células T reguladoras policlonais uma vez que o efeito acima descrito nao se
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verificou quando em cultura se encontravam células T reguladoras policlonais
(Figuras 13, 14 e 15). Este resultado pode ser indicativo de que a sinalizagdo via TCR
€ um factor determinante na supressao mediada por células T reguladoras na fase
efectora da resposta imune desencadeada por células Th1. Para se testar esta
hipotese seria necessario impedir esta via de sinalizacdo e observar se os resultados
obtidos s&o semelhantes aos aqui apresentados.

Apesar de os resultados obtidos indicarem que as células T reguladoras MBP-
especificas sao capazes de impedir o contacto entre células Th1 e células dendriticas,
0 que sugere que desta forma suprimem a actividade efectora das células Th1, nestes
ensaios nao foi medida a supressao in vitro destas células, mas apenas o tempo de
contacto entre células T reguladoras, células dendriticas e células T efectoras. Assim,
nao se pode concluir que, neste caso, a supressido das células T efectoras pelas
células T reguladoras é mediada por um mecanismo de modulagdo da fungdo de
células dendriticas. No entanto, em trabalhos futuros seria interessante medir a
supressao de células Th1 e Th17, em culturas semelhantes as utilizadas para
obtengdo das imagens de contactos intercelulares, e comparar com os resultados aqui
apresentados. Neste caso, também seria importante conhecer um ou mais marcadores
para estas células T efectoras. Neste trabalho n&o foi identificado nenhum novo
marcador para estas populagdes mas alguns dos marcadores testados podem ser
promissores se utilizados simultaneamente. Neste caso utilizariamos CD44, CD152 e
CD154, ou CXCR3 e CCR5 como descrito por Liu et af*, para tentar marcar células
Th1, e CCRG6 e ICOS para tentar marcar células Th17, tal como descrito por Marks et
al®*. A marcagdo superficial de células Th17 revelou que estas tém maior expressdo
do marcador de activacdo CD44 do que a populacdo de células Th1. Caso estes
resultados se confirmem em experiéncias futuras sera interessante avaliar se o nivel
de expressao se altera apds cultura com células T reguladoras e células dendriticas.
Para futuras experiéncias com estas células, Th1 e Th17, sera muito util a utilizacdo
de murganhos que expressam GFP sob o controlo do promotor de IFN-y ou do
promotor de IL-17, respectivamente.

Apesar de muito se ter estudado os mecanismos de supressdo mediados por
células T reguladoras, ainda ha questdes por responder. E ainda desconhecido se a
especificidade antigénica das células T reguladoras & essencial ou ndo para a sua
funcao supressora nos tecidos inflamados, quais os mecanismos de sinalizagcao que
direccionam as células T reguladoras para os 6rgaos nao-linféides e quais os
mecanismos utilizados pelas células T reguladoras que dependem do contexto em que

elas exercem a sua actividade supressora. No entanto, no que respeita a este trabalho
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experimental, &€ necessario repetir a experiéncia de aquisicdo de imagens de contactos
entre células T reguladoras, células dendriticas e células T efectoras em condi¢des
distintas das utilizadas neste trabalho (por exemplo, utilizar poli-D-lisina para aderir as
células dendriticas ao pogo do Lab-Tek pois é sabido que a utilizacdo desta lisina
altera o comportamento das células). Para além disso, para que possamos tentar
responder a algumas perguntas sobre os mecanismos utilizados por células T
reguladoras na supressao, sera também necessario adquirir imagens destes contactos
in vivo. Neste caso, uma vez que estamos a utilizar a EAE como modelo, os contactos
seriam observados na espinal medula, o tecido inflamado neste modelo animal para a

esclerose multipla.
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Anexos

EAE

A encefalomielite autoimune experimental (EAE), para a qual tém um papel
fundamental as células T reguladoras®, desenvolve-se espontaneamente apenas em
algumas linhas de murganhos. No laboratério do Dr. Juan Lafaille foi desenvolvido um
modelo de EAE para estudar células T reguladoras que consiste num murganho
transgénico para o receptor das células T (TCR) especifico para a proteina basica da
mielina (MBP)®. Este murganho é denominado T/R* e ndo apresenta doenca pois
ainda é capaz de fazer o rearranjo dos seus TCRs enddgenos e, portanto, consegue
gerar células T reguladoras. No entanto, quando cruzados com murganhos Rag”
(murganhos que ndo possuem a enzima RAG recombinase, responsavel pelo
rearranjo do TCR) ou murganhos TCR a”/B” (murganhos que ndo possuem as
cadeias endogenas do TCR), gerando, assim, murganhos T/R e Tg/aP,
respectivamente, toda a descendéncia desenvolve espontaneamente EAE®® ©7.
Também foi mostrado que a homozigotia para o transgene MBP-TCR, obtida por
cruzamento de murganhos T/R*, da origem a murganhos Tg/Tg que também
desenvolvem espontaneamente EAE mas, ao contrario dos murganhos T/R™ e Tg/a 3,
a maioria ndo morre devido a doenga mas desenvolvem uma fase cronica da doenca
com perda do tonus da cauda e fraqueza ou paralisia dos membros anteriores e
posteriore367. Para além disto, neste modelo, as fases da EAE sao muito bem
definidas. Na primeira fase, fase sub-clinica da EAE, os animais com cerca de 4
semanas nao apresentam sintomas nem expressam marcadores de activagado nas
células T e ndo tém células T reguladoras. De seguida os murganhos perdem em 24h
cerca de 0,5 a 2 g do seu peso total; esta fase ocorre por volta do dia 49 a 56 apds o
seu nascimento e 0os animais ainda ndo apresentam sintomas da doenca. Esta fase é
designada fase pré-clinica. Dois ou trés dias depois desta perda abrupta de peso
comegam a aparecer os primeiros sintomas de EAE que se irdo agravar durante as
duas ou trés semanas seguintes, periodo este designado por fase aguda. A EAE é
graduada em niveis, podendo os sintomas adquiridos num nivel passar para o nivel
seguinte: nivel 1, que corresponde a perda do ténus da cauda; nivel 2, fraqueza dos
membros posteriores; nivel 3, paralisia dos membros posteriores; nivel 4, fraqueza dos
membros anteriores; nivel 5, paralisia dos membros anteriores/morte. Na fase crénica

os sintomas de EAE estabilizam-se e, em animais Tg/Tg, 1/3 dos murganhos morrerao
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devido ao estado crénico severo da doencga (nivel 5) e 2/3 sobreviverao com perda do
tébnus da cauda e fraqueza dos membros (nivel 1 e 2), permanecendo assim num
estado crénico moderado (Tadokoro, C.E., comunicagéo pessoal). Na fase pré-clinica
e durante a fase aguda as células T reguladoras comegam a aparecer em diferentes
6rgaos, incluindo a espinal medula ndo havendo diferenca na percentagem de células
entre animais que morrem e animais que sobrevivem a doenca. Uma vez que a
acumulacao de células T reguladoras ocorre tardiamente podemos inferir que estas
células nao séo capazes de controlar a doenca depois de ela se ter iniciado e/ou que a
lesdo tecidual nao é reversivel. Por outro lado, é possivel que as células Th17 tenham
um papel importante na doenga uma vez que a sua percentagem difere entre animais
que morrem devido a doenga e animais que sobrevivem a doencga (Tadokoro, C.E.,
comunicacao pessoal). No entanto, o facto de nao existirem diferencas no nimero de
células T reguladoras nao significa que elas nao tenham um papel fundamental na

geracéao de células Th17.
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Figura Suplementar 1 - Separacao de células T reguladoras — no esquema esta representada a
populacgéo de células T reguladoras, CD4"GFP*, separada no FACSAria para a experiéncia in vitro
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populacdo de células T efectoras, CD4"GFP" separada no FACSAria para a experiéncia in vitro e
a analise de células Th1 e Th17 presentes nas respectivas cultuas
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Figura Suplementar 2 — Separagao de células dendriticas — no esquema esta representada a
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