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RESUMO

Campopiano JC. Influéncia da ativacao de macréfagos via receptores do tipo Toll (TLRS)
na producdo de fatores moduladores da sobrevivéncia de linfécitos T [dissertacdo
(Mestrado em Imunologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de S&o Paulo; 2010.

A interacdo entre a imunidade inata e adaptativa acontece durante todo o processo da
resposta imune, ocorrendo através do contato célula-célula e pela secre¢do de fatores
solluveis, tais com mediadores lipidicos e citocinas. Os Toll-like receptors (TLRS) presentes
nas células da imunidade inata, tem importante papel na ativacdo de macréfagos e células
dendriticas e, conseqiientemente, no conjunto de moléculas secretadas por estas células.
Sabe-se que estas substancias sao importantes na modulagéo dos processos de ativacéao,
diferenciacao e proliferacdo de linfocitos T. Porém, pouco se sabe sobre o seu papel no
processo de contracdo da populacdo de células T ativadas (Activation-induced cell death -
AICD). Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se macréfagos estimulados
com diferentes agonistas de TLRs poderiam produzir fatores sollveis com capacidade
modulatéria da morte por AICD. Primeiramente, demonstramos por RT-PCR em tempo
real, que tanto a linhagem macrofagica J774, quanto os macrdfagos derivados de medula
O0ssea (BMDMs) expressam todos os TLRs, com excessdo do TLR11. Comprovamos que
estas proteinas séo funcionais, uma vez que o estimulo com Pam3;CSK,, Poly(l:C), LPS,
Flagelina, Imiquimod e CpG, agonistas de TLR1/2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7 e TLR9,
respectivamente, é capaz de ativar o fator de transcricdo NF-kB nestes macrofagos. Com
relacdo aos mecanismos de morte celular (AICD), constatamos que todos os
sobrenadantes gerados pelas J774 séo capazes de proteger as células DO11.10 da AICD
mediada por anticorpos anti-CD3. Por outro lado, apenas sobrenadantes de BMDMs
estimuladas com Pamz;CSK,, Poly(I1:C), LPS e Imiquimod tiveram o mesmo efeito protetor.
Comprovamos que este fendbmeno é parcialmente mediado por PGE,, uma vez que este
mediador lipidico foi detectado, através de ensaio imunoenzimatico, em sobrenadantes
gerados por células J774. Mostramos, ainda, que a inibicdo da morte ocorre através da
regulacdo negativa da expressdo de FasL nas células DO011.10. Finalmente,
demonstramos que este fenémeno nao é restrito ao hibridoma de linfécitos T, mas também
ocorre em blastos de linfocitos T CD4" primarios, gerados ex vivo. Em conjunto, estes
resultados indicam que as APCs podem modular a expressédo de FasL, em resposta aos

agonistas de TLRs, evitando a morte dos linfocitos T.

Palavras-chave: Apoptose. Fas/FasL. Receptores do tipo Toll (TLRs). AICD. Linfdcitos T.
PAMPs.



ABSTRACT

Campopiano JC. Effect of soluble factors produced by TLR-activated macrophages on T
lymphocytes survival [dissertacdo (Mestrado em Imunologia)]. S&o Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2010.

The interaction between innate and adaptative immunity occurs in several phases of the
immune response, taking place by cell to cell contact and by secretion of soluble factors
such as cytokines. The Toll-like receptors (TLRs) are expressed by cells involved in the
innate immunity and have an important role in the activation of macrophages and dendritic
cells, directly acting on the molecules secreted by these cells. It's known that these soluble
factors are able to modulate the activation, differentiation and proliferation of T lymphocytes
however, little is known about the role of these secreted molecules on the survival control
of activated T lymphocytes (Activation-induced cell death - AICD). Therefore, the aim of the
present work was to evaluate the effects of soluble factors produced by macrophages
activated with several TLRs agonists, on the survival of T lymphocytes. First we sought the
expression of TRLs on both bone marrow-derived and J774 macrophage cell line and we
could see that both cells express all TLRs, except for TLR 11. The stimulation of both cells
with TLRs agonists leads to the expression of NF-kB and the stimulation of BMDMs
stimulated with Pam3zCSK,, Poly(l:C), LPS and Imiguimod led to the production of soluble
factors that protected DO11.10 T lymphocyte cell line from AICD induced by aCD3. Next
we determined the partial involvement of PGE, in this process by evaluating the production
of PGE; by ELISA on the supernatants of TLR-stimulated J774 macrophages. Furthermore
we showed that the protection of DO11.10 lymphocytes from AICD occurs via down
regulation of FasL. We also showed that this protection is not characteristic of the DO11.10
T cell line, being observed in CD4" T lymphocytes expanded ex vivo. Altogether this data
indicate that APCs, in response to TLR agonists, are able to modulate the expression of

FasL by T lymphocytes preventing from death by AICD.

Keywords: Apoptosis. Fas/FasL. Toll-like recptors (TLRs). AICD. T Lymphocytes. PAMPs.



1 INTRODUCAO

1.1 Consideracbes Gerais

Funcionando como primeira linha de defesa, o sistema imune inato
reconhece estruturas conservadas evolutivamente, presentes em diferentes
patégenos. O mecanismo de reconhecimento do sistema imune adaptativo, em
contraste, é baseado na expressao clonal de receptores de antigeno e na
geracdo de um diverso repertério de linfécitos. Apds a iniciagcdo da resposta
imune, os linfocitos proliferam e se diferenciam em células efetoras. Esta é a
chamada “fase de expans&o”, aonde € gerado um numero suficiente de células
T efetoras, especificas para determinados patdgenos.

Com a resolucdo da infeccao, os linfécitos ativados gerados durante a
resposta imune precisam ser eliminados. A alta capacidade proliferativa dos
linfécitos ativados exige um controle efetivo de sua vida, a fim de manter a
homeostasia do organismo. A morte por apoptose permite a reducdo do
namero de linfécitos durante a fase de contracdo de uma resposta imune. Tém
sido bastante discutidos dois conceitos de inducdo de morte das células T
durante o encerramento da resposta imune: AICD (Activation-Induced Cell
Death) e ACAD (Activated T Cell Autonomus Death). A AICD é descrita como a
morte das células T ativadas por re-estimulacdo de seus receptores (TCR).
Durante a fase de expansdo da resposta imune, as células T possuem um
fendtipo de resisténcia a AICD, que vai gradualmente mudando para um estado
de sensibilidade, conforme a resposta caminha para a fase de contracdo
(Khammer, 2000). A principal via de AICD é dependente da interacdo de FasL
(CD95L) ao seu receptor cognato Fas (CD95). Em contraste com a AICD, a
morte por ACAD durante a fase de contracdo da resposta imune nao requer a
re-estimulacdo do TCR, pelo contrério, ocorre pela auséncia de estimulagéo via
o TCR. ACAD néao é mediada por receptores de morte, sendo depende de uma
via intrinseca de morte mediada pelo membro pré-apoptotico da familia Bcl-2
denominado Bim e, portanto, envolve a mitocondria na sua cascata de

sinalizacdo (Strasser e Pellegrini, 2004).



O mais provavel é que os processos de AICD e ACAD cooperem
durante o encerramento da resposta imune. Enquanto a morte por ACAD
contribui mais fortemente com a reducdo dos numeros de células T durante a
fase de contracao (Hildeman et al., 2002), a AICD parece ser importante para a
eliminacdo de células T cronicamente ativadas e potencialmente auto-reativas
(Stranges et al., 2007), e sera discutida mais profundamente no decorrer do

presente trabalho.

1.2 Ativacdo de macrofagos e células dendriticas e a interagdo com
linfécitos T

Os linfécitos T CD4", também chamados linfocitos T auxiliares ou Th (T
“‘helper’) sdo as células centrais do sistema imunolégico adaptativo,
responsaveis pela orquestracdo da resposta imune. A ativacdo adequada dos
linfécitos T virgens € um evento essencial para o desenvolvimento de uma
resposta imune eficaz no combate aos patdgenos e tumores, e importante para
evitar o aparecimento de doencas auto-imunes. Este processo acontece nos
orgaos linfoides periféricos, que fornecem um microambiente apropriado para
uma interacdo afinada entre diversos tipos celulares e moléculas do sistema
imune (Huang e Germain, 2004). Nestes locais, a ativagao, proliferacéo clonal
e diferenciacdo dos linfocitos T em células efetoras somente ocorrem quando
estas células reconhecem antigenos através da interacdo do seu TCR com
fragmentos peptidicos apresentados por moléculas do MHC (major
histocompatibility complex). Os linfécitos T CD4" reconhecem peptideos
antigénicos associados a moléculas do MHC classe I, presentes na superficie
de células apresentadoras de antigenos (APCs), como macréfagos e células
dendriticas e linfécitos B, enquanto que os linfocitos T CD8" reconhecem
antigenos associados a moléculas de MHC classe |, presentes em todas as
células nucleadas do organismo. Porém, para que haja a completa ativagédo
dos linfécitos T CD4", estas células precisam de sinais co-estimuladores
provenientes das APCs durante o reconhecimento antigénico. Se o primeiro

sinal ocorrer e ndo for acompanhado pelo segundo sinal, as células adquirem



um estado anérgico (irresponsivel), levando-as, em alguns casos, a morte
(Gimmi et al., 1993)

O sinal co-estimulador, ou segundo sinal melhor descrito até hoje é a
interacdo entre CD28 presente constitutivamente em linfécitos T, e o
CD80/CD86 de expressao indutivel na superficie das APCs. A expressao de
CD80 e CD86 € positiva e rapidamente modulada ap6s a estimulacdo com
ligantes de TLRs (Ghosh et al.,, 1998). Além da interacdo entre estas
moléculas, os sinais co-estimulatdores também podem ser transduzidos pela
interacdo entre CD40L/CD40, CD2/LFA3 e TIM1/TIM4 (Armitage et al., 1993;
Selvaraj et al., 1987; Meyers et al., 2005).

A completa maturacdo dos macrofagos e DCs sdo fundamentais para
aumentar a sua capacidade de apresentacdo dos antigenos, expressdo de
moléculas co-estimuladoras e para alterar o perfil de producéo e secrecao de
moléculas sollveis. Um dos sinais mais importantes para a maturacdo das
APCs ocorre através da estimulacdo de receptores denominados PRRs
(Pattern-recognition receptors) (Ghosh et al., 1998; Iwasaki e Medzhitov, 2004),
gue reconhecem padrbes moleculares que sao frequentemente associados aos
patdogenos (Pathogen associated molecular pattern - PAMPs) (Kopp e
Medzhitov, 2003).

Macrofagos e células dendridicas atuam como uma ponte entre o
sistema imune inato e adaptativo, funcionando como sensores de produtos
microbianos e sinais de perigo e realizando sua apresentacao para o sistema
imune adquirido. Como comentado anteriormente, a 6tima ativagdo de células
T virgens requer a sinalizacéo através do TCR e da molécula CD28 (Lenschow
et al., 1996; Liu e Janeway, 1992). Estas exigéncias sdo cumpridas apenas por
DCs maduras expostas a ligantes de TLRs, que sinalizam para o aumento na
expressdo de moléculas do MHC e de moléculas co-estimuladoras
(Banchereau e Steinman, 1998). A migracdo das APCs para o linfonodo
drenante e subsequente ativagdo das células T virgens garante que a resposta
imune seja montada somente contra antigenos derivados de patégenos, sendo
que a interacdo entre DCs imaturas e células T virgens gera um estado de

tolerancia ou inducéo de células T reguladoras (Steinman et al., 2003)



1.3 Receptores do Tipo Toll (TLRs)

Como dito acima, a ativacdo das APCs pelos patdgenos ocorre por
diversos mecanismos, podendo envolver diferentes receptores denominados
PRRs (Patter-recognition receptors).

Dentre os PRRs citosélicos encontram-se os RLRs (Retinoic acid-
inducible gene 1 (RIG-1)-like receptors) e os NLRs (Nucleotide binding domain
and leucine-rich repeat-containing receptors) (Pichlmair e Reis e Sousa, 2007).
Os RLRs RIG-1 e MDA-5 (melanoma differentiation factor 5) sdo sensores para
acidos nucléicos, sendo importantes para o reconhecimento de RNA viral. Os
NLRs representam uma grande familia de sensores intracelulares que podem
detectar patdégenos e sinais de stress (Martinon et al., 2009). Os PRRs
transmembréanicos incluem a familia das lectinas tipo C, como Dectin-1 e
Dectin-2, que atuam durante infec¢Bes fungicas, detectando B-glucana e
manana (Robinson et al.,, 2009; Brown, 2006), respectivamente, e os TLRs
(Toll-like receptors) que compde a mais bem caracterizada classe de PRRs
(Takeda e Akira, 2005; lwasaki eMedzhitov, 2004).

O envolvimento do Toll na imunidade inata foi primeiramente descrito
na mosca Drosophila melanogaster. O gene para o receptor Toll foi descoberto
em meados dos anos 80 por Eric Wieschaus e Christiane Nusslein-Volhard,
que ganharam o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1995. Eles
descreveram o Toll como um receptor transmembrénico necessério para o
estabelecimento da polaridade dorso-ventral correta e desenvolvimento
embrionario adequado do inseto. Em 1996, Lemaitre e Hoffman observaram
gue moscas com mutacdes neste receptor eram susceptiveis a infeccédo pelo
fungo Aspergillus fumigatus, uma vez que mutacdes no gene Toll bloqgueavam
a inducdo do peptideo anti-microbiano Drosomicina, em resposta a infecgcéo
fungica (Lemaitre et al., 1996). Mais tarde, Charles Janeway e Ruslan
Medzhitov identificaram a presenca de receptores homologos ao Toll no
genoma humano que foram denominados Toll-like receptors (TLRs). Esses
receptores foram descritos primeiramente em componentes celulares da
imunidade inata, que quando estimulados pelos seus respectivos ligantes,

induziam a producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias, além de



aumentar a expressdao de moléculas co-estimuladoras por essas células
(Medzhitov et al., 1997).

Sabe-se hoje que, tanto camundongos quanto seres humanos
possuem receptores semelhantes a Toll (TLR), cada um aparentemente
envolvido no reconhecimento de um padrdo molecular associado a patégenos
(PAMPS)

Atualmente 12 membros da famila TLR foram identificados em
mamiferos, sendo que camundongos nao possuem TLR8 e TLR10 e o genoma
humano néo apresenta TLR11 e TLR12 (Beutler, 2009; Medzhitov, 2007). Os
TLRs sé&o glicoproteinas transmembréanicas, caracterizadas estruturalmente
pela presenca de um dominio extracelular N-terminal rico em repeti¢cdes leucina
(leucine-rich repeat - LRR), que esta envolvido diretamente ou através de
moléculas acessoérias, no reconhecimento dos ligantes. Um dominio
transmembranico de passagem uUnica e um dominio intracitoplasmatico de
sinalizacdo, homdlogo ao receptor da interleucina-1 (Toll/interleukin-1 receptor
— TIR), que é necessario para a interacdo com moléculas adaptadoras e para a
sinalizacao intracelular (Takeda et al., 2003).

Acredita-se que a maioria dos TLRs atue em forma de multimeros,
sendo que alguns formam heterodimeros e outros se associam a moléculas
gue nédo fazem parte da familia dos TLRs (Beutler 2009).

O TLR4 foi o primeiro membro da familia a ser isolado e, juntamente
com componentes acessorios na superficie celular como MD-2 e CD14,
reconhece uma enorme variedade de PAMPs, como lipopolissacarideos (LPS)
presentes em bactérias gram-negativas (Shimazu et al., 1999),
glicoinusitolfosfolipides (GIPLs) de Trypanossoma Cruzi (Gazzinelli et al.,
2004), manana de Candida albicans (Netea et al., 2004) e envelopes virais
glicoprotéicos (Kurt-Jones et al., 2000). Animais com deficiéncia nesse receptor
sdo excepcionalmente susceptiveis a infecgdo por bactérias gram-negativas
(Werts et al., 2006). O TLR2 pode formar heterodimeros com TLR1 e TLR6
para reconhecer lipidios, incluindo peptideoglicano, lipopeptideos e
lipoproteinas de bactérias Gram positivas (Lien et al., 1999), lipopetideos de
micoplasma e zimozan de fungos (Netea et al., 2004). Em particular, TLR1/2 e
TLR2/6 podem discriminar entre diacil e triacil-lipopeptideos, respectivamente.

Em adicdo, TLR10 parece se heterodimerizar com TLR2 e TLR1, embora o



ligante deste heterodimero ainda ndo esteja bem estabelecido (Zhang et al.,
2004). A flagelina, maior constituinte do flagelo de bactérias, como Salmonella
typhimurium e Bacillus subtilis, € reconhecida pelo TLR5 (Yonekura et al.,
2003) . Interessantemente, 0s receptores associados ao reconhecimento viral,
TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 sdo expressos em vesiculas endociticas e
compartimentos lisossdbmicos e transitam para estes locais a partir do reticulo
endoplasmatico (ER) com o auxilio da proteina UNC93B (Beutler 2009). RNA
de fita dupla (dsRNA) produzido durante a replicacdo viral e seu analogo
sintético, acido poliinosinedeoxicitidilico (poly(l:C)) sédo reconhecidos pelo TLR3
(Alexopoulou et al.,, 2001). Os genes do TLR7 e TLR8 possuem grande
homologia, sendo que o TLR7 murino e o TLR8 humano reconhecem
componentes sintéticos de imidazoquinolinas (Imiquimod, por exemplo),
analogos da guanosina (como a loxorribina) e fita simples de RNA (ssRNA)
(Hemmi et al., 2000). TLR9 reconhece sequéncias CpG nao-metiladas
presentes no DNA bacteriano e em alguns virus de DNA, como o
citomegalovirus murino (MCMV) (Krug et al., 2001). Finalmente, bactérias
uropatogénicas e profilina de Toxoplasma gondii sdo reconhecidas pelo TLR11,
embora ndo seja conhecido o0 componente exato responsavel por essa
ativacao.

Recentemente, componentes ndo associados a patdgenos, inclusive
moléculas enddgenas, estdo sendo descritos como ligantes de TLRs, porém a

relevancia fisioldgica deste reconhecimento ainda néo foi bem estabelecida.

1.4 Vias de Sinalizacédo dos TLRs

A ligagdo dos TLRs aos componentes microbianos leva a ativagao de
cascatas de sinalizagdo que culminam na ativacao de fatores de transcricdo
como NF-kB e membros da familia IRF (IFN-regulatory factor), com
consequente producgdo de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas como TNF-
a, IL-6, IL-12, IL-1B, IFN-a e IFN-B, além da expressdo de moléculas co-
estimuladoras e moléculas do MHC, entre outras necessarias para proteger a

célula do hospedeiro contra patdégenos (Kopp e Medzhitov 1999).



Apoés a ligacdo aos seus respectivos agonistas, os TLRs dimerizam e
sofrem mudancas conformacionais necessarias para o recrutamento de um
conjunto de moléculas adaptadoras que contém o dominio TIR, incluindo
MyD88 (myeloid differentiation factor 88), TIRAP/MAL (TIR-associated protein /
MyD88 adaptor-like), TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein-inducing
IFN-B) e TRAM (TRIF-related adaptor molecule) (Takeda et al., 2003). MyD88 e
TRIF sdo responsaveis pela ativacdo de distintas vias de sinalizacdo, que
levam a producdo de citocinas pro-inflamatorias e interferons (IFNs) tipo I,
respectivamente.

Como é demonstrado na Figura 1, a molécula adaptadora MyD88 é
essencial para a sinalizacdo de todos TLRs, com excecdo do TLR3 (Carty et
al., 2006). Apés estimulacao, MyD88 se associa, através de seu dominio TIR,
com a porcao citoplasmatica do receptor, permitindo o recrutamento da quinase
IRAK-4 (IL-1R-associated Kinase-4), que se ativa e fosforila IRAK-1. Uma vez
fosforilada, IRAK-1 torna-se ativa, dissocia-se de MyD88 e fosforila TRAF6
(TNFR-associated factor 6), ativando esta proteina adaptadora. TRAF6 fosforila
TAK1 (TGFp-activated kinase 1) e a sua ativacdo culmina na ativacdo das
quinases IKKa e IKKB, que juntamente com a subunidade reguladora IKKy
(NEMO), formam o complexo trimérico IKK. Este complexo cataliza a
fosforilacdo de IkB, uma proteina citoplasméatica que € retentora do fator de
transcricdo NF-kB. Essa fosforilagdo é necesséaria para degradacédo de IkB e
liberacdo de NF-kB, com sua subsequiente translocacdo para o nucleo. No
caso de TLR2 e TLR4, a proteina MyD88 necessita da molécula adaptadora
TIRAP (MAL) para interagir com o dominio TIR destes receptores (Muzio et al.,
1997).

Camundongos MyD88-deficientes apresentam falha na ativacdo de NF-
kB, MAPK e na producado de citocinas inflamatérias em resposta aos ligantes
especificos de TLR2, 5, 7 e 9. Embora macréfagos deficientes de MyD88
também apresentem falha na producéo de citocinas inflamatorias em resposta
ao LPS (TLR4), eles parecem ativar NF-kB e MAPK, porém apresentando uma
cinética retardada. Além disso, tratamento com ligantes de TLR3 e TLR4 em
camundongos MyD88-deficientes, leva a ativagdo normal de IRF3 e
subsequente inducdo de IFN-B (Kawai et al., 2001). Essas observacdes

sugeriram fortemente a presenca de uma via independente de MyD88 na



sinalizacdo por TLR3 e TLR4. Neste caso, portanto, TRIF & recrutado como
molécula adaptadora e interage diretamente com o dominio TIR do TLR3. TRIF
pode recrutar TRAF-6 e dar continuagdo a uma cascata de sinalizacdo
semelhante a via dependente de MyD88, com subseqtiente ativacdo de NF-kB
ou pode se ligar a TBK1 que medeia a ativacdo do fator de transcricdo IRF-3 e
expressdo de IFN-B. Quando esta via é sinalizada por TLR4, mas ndo por
TLR3, a molécula co-adaptadora TRAM ¢é recrutada e TRIF interage
indiretamente com o dominio TIR de TLR4. (Yamamoto et al., 2002)

TLR5 TLR2/1
TLR11 TLR2/6 TLR4

Cell surface
TIRAP TIRAP TmApI lTRAM e Endosome
MyD8s TLR7 TLR9
MyD8S MyDS8  y ngg \ T T
\ /
TRIF

|RAK4 1,2 l
. Endoplasmic TgS

TRAF3 reticulum

TRAF6 1
rd -~ .
/ ' Ka IRAK4,1

IK
/ TBK1IIKK|
TAK1 /
MAP kinase

IKK complex
IRF3 |RF7
Cytoplasm
NFkB \

Inflammatory Type 1IFNs
n M AN °m"'°"'"°smmnﬂuv\m
Nucleus

Figura 1. Vias de Sinalizacdo dos Toll-like Recptors (TLRS)
Fonte: Kumar et al., 2009.

1.5 Subpopulacgdes de linfocitos T CD4+

Uma resposta imune eficiente depende da ativacdo de compartimentos
especificos de seu sistema de acordo com a natureza do patogeno presente. A

orquestracado desta diferenciacdo de resposta € mediada principalmente pelos



linfocitos T CD4", que durante a iniciacdo de uma resposta imune, se
diferenciam em diferentes subpopulacdes.

A diferenciacdo destas células nas varias subpopulacdes depende,
sobretudo, das citocinas presentes no microambiente. Estas diferentes
citocinas séo produzidas pelas APCs de acordo com o tipo de ligante que elas
reconhecem através dos TLRs (entre outros PRRs), mostrando que estes
receptores sdo fundamentais para o inicio e para o direcionamento adequado
da resposta imune adaptativa (lwamoto et al., 2007; Moser e Murphy, 2000).
Isto € comprovado pelo fato de células T de camundongos deficientes da
proteina adaptadora MyD88 ndo apresentarem proliferacdo em resposta ao
antigeno ou producdo de niveis detectaveis de IFN-y em resposta a
estimulacao antigénica (Schnare et al., 2001).

ApoOs a interacdo apropriada com o antigeno apresentado na superficie
de moléculas do MHC classe Il pelas APCs, as células T CD4" s&o ativadas e
proliferam. Estas células podem se diferenciar nas subpopulacfes efetoras,
incluindo as classicas Thl e Th2, a mais recentemente descrita Thl7 e as
células T reguladoras induzidas (iTreg). A diferenciacdo destas células é
coordenada predominantemente pelas citocinas presentes no microambiente e,
em certo ponto, pela forca da interacdo do receptor de antigeno das células T
com o antigeno na fenda da molécula de MHC das APCs (Boyton e Altmann,
2002). A polarizagdo para um perfil Thl ocorre principalmente em altas
concentracbes de IL-12 e/ou IFN-y, estas células sdo caracterizadas pela
producdo de IFN-y e estdo envolvidas nha resposta imune contra
microorganismos intracelulares. A polarizacdo para o perfil Th2 acontece na
presenca de altos niveis de IL-4, estas células, por sua vez, produzem IL-4, IL-
5 e IL-13 e sao importantes durante a imunidade humoral, no controle de
infeccbes helminticas e de outros patdgenos extracelulates. A diferenciacdo em
TH17 (em camundongos) ocorre na presenca de IL-6 e TGF-B. Estas células
sao responsaveis pela producéo de IL-17 e IL-22 e possuem um importante
papel na eliminagdo de infecgbes por fungos, especialmente em superficies
mucosas. As células Treg, por sua vez, sdo caracterizadas pela expressao do
fator de transcricdo Foxp3 e podem ser divididas em duas categorias: as
células Treg naturais (nTreg) que surgem no timo, e as células Treg induzidas

(iTreg), produzidas na periferia na presenca de TGF-B (Chen et al., 2007).



Além dos mecanismos que regem a diferenciacdo e polarizacdo dos
linfocitos T CD4", a retracéo destas diferentes subpopulagdes efetoras tem um
grande impacto no estabelecimento de uma resposta imune focada e eficiente
na eliminacédo dos patdgenos e também na manutencéo desta resposta dentro
de niveis ndo deletérios para o organismo. Um dos mecanismos responsaveis
pela retracdo populacional dos linfocitos previamente ativados e expandidos
durante a fase efetora da resposta imune é denominada AICD. Originalmente
descrita em hibridomas de linfécitos T (Bunner et al.,, 1995), esta via de
apoptose logo foi encontrada em células Thl, Th2 (Ramsdell et al., 1994) e

mais recentemente em populacdes de células Th1l7 (Zhang et al., 2008).

1.6 Morte Celular Induzida por Ativagéao

A morte celular induzida por ativacdo (AICD) é um processo de
apoptose de linfocitos T desencadeado pela re-estimulacdo via TCR/CDS3,
sendo inicialmente descrita em hibridomas de Linfocitos T e posteriormente em
linfocitos T maduros pré-ativados e em sub-populacées de linfocitos T CD4".

O mecanismo molecular da AICD depende da interagéo do receptor de
morte Fas (CD95) com seu ligante cognato, FasL (CD95L) (Ju et al.,1995; Van
Parijs et al., 1996). O receptor Fas é uma proteina transmembrana, membro da
superfamilia dos receptores de TNF. E constitutivamente expresso em uma
variedade de células, incluindo células B e T e pode ainda ter sua expressao
aumentada apoés a ativacao celular (Nagata e Golstein, 1995).

Em contraste, FasL € sintetizado como uma proteina transmembrana,
cuja expressdo € limitada a poucos tipos celulares e pode ser altamente
induzida em linfocitos T ap6s a estimulacdo do TCR (Alderson et al., 1995,
Dhein et al., 1995). Sua porcéo extracelular pode ser clivada da membrana por
metaloproteases para se tornar secretada, sendo que a forma solavel de FasL,
parece ser em grande parte inerte como um ligante indutor de apoptose
(Tanaka et al., 1998). No entanto, é evidente que na maioria dos casos a
ligagdo de Fas com FasL associado a membrana, seja de maneira autocrina,

como pardcrina, induz rapidamente uma cascata proteolitica, que resulta na



morte celular por apoptose (Ishiwatari-Hayasaka et al., 1997; Oshimi et al.,
1996)

Muitos estudos recentes tém demonstrado o papel critico dos lipid rafts
na sinalizacdo celular, por meio da organizacao de proteinas sinalizadoras,
moléculas adaptadoras e receptores de superficie em um mesmo ponto da
membrana celular. Tem-se mostrado também, que a redistribuicdo dos
receptores de morte para os lipid rafts aumenta a susceptibilidade das células a
apoptose, sendo que a estimulacdo do TCR de células T CD4" resulta em
redistribuicdo das moléculas de Fas para dentro dos lipids rafts. Sendo assim,
os lipids rafts tem sido apontados como importantes reguladores da apoptose
mediada por Fas, uma vez que podem controlar a eficiéncia dos eventos
iniciais da sinalizacdo via Fas/FasL (Dykstra et al., 2003; Muppidi e siegel
2004).

A ativacdo do receptor ocorre pela trimerizagdo de moléculas de Fas,
induzida pelo ligante, aproximando as por¢des intracitoplasmaticas. Com isso,
h& o recrutamento de moléculas adaptadoras FADD (Fas associated DD), que
se ligam ao Fas por uma interacdo homodimérica (DD-DD) (Chinnaiyan et al.,
1995). A molécula FADD possui outro dominio, o dominio efetor de morte (DED
- death effector domain), que interage com o0 mesmo dominio DED presente na
procaspase-8, recrutando-a. Este complexo multimolecular € nomeado DISC
(death inducing signalling complex). A procaspase-8 sofre ativacéo
autocatalitica, desliga-se do DISC e ativa caspases efetoras, como caspase-3,
6 e 7 (Tschopp et al., 1998). Estas caspases ativadas podem entdo clivar uma
variedade de substratos, como enzimas reparadoras de DNA, proteinas
estruturais, endonucleases e muitos outros constituintes celulares, promovendo
a apoptose da célula (Nagata e Suda,1995; Rosen e Casciola, 1997; Cohen,
1997).

Entretanto, em alguns casos, a producao de caspase-8 no DISC pode
nao ser suficiente para ativar a quantidade de caspase-3 necessaria para a
execucao da apoptose. Nessas condicoes, caspase-8 pode clivar Bid (Luo X. et
al., 1998), um membro da familia Bcl-2, gerando um fragmento pro-apoptético
chamado tBid (Bid truncado), que cliva Bax ou Bak (Korsmeyer et al., 2000) e
promove a liberacdo do citocromo ¢ da mitocOndria para o citoplasma. O

citocromo c liga-se a APAF-1 (apoptotic-protease-activating factor-1), que por



sua vez recruta a pro-caspase-9 formando um complexo de proteinas chamado
apoptossomo. Este complexo, na presenca de ATP, ativa a caspase-9,
iniciando uma cascata de ativacdo de caspases, que culmina na caspase-3,
molécula responsavel pela inducdo dos principais fenotipos apoptéticos (Li P.
et al.,, 1997). A Figura 2 apresenta um esquema simplificado das duas vias

iniciadas pela ativacéo do receptor Fas.
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Figura 2. Via de sinalizacéo de apoptose induzida pela ligacdo de Fas/FasL.
Fonte: Strasser et al., 2009.

A proteina celular c-FLIP (FLICE-inhibitory protein) € uma potente
inibidora da ativacao de caspases no DISC (Thome e Tschopp, 2001). c-FLIP &
uma molécula que apresenta alta homologia com a pro-caspase 8, possui um

dominio de morte, porém com dominio catalitico inativo. Quando recrutada



pelo receptor, impede a ligacdo da caspase-8 com este, blogueando a
formacao do DISC e a sinalizacdo pré-apoptoética, sendo que a relagao entre 0s
niveis de c-FLIP e das caspases no DISC € crucial para determinar se a
apoptose sera iniciada ou ndo (Bentele et al., 2004). Apos a ativacéo inicial das
células T, os niveis de c-FLIP s&o fortemente aumentados (Kirchhoff et al.,
2000; Schmitz et al., 2003), correlacionando-se com a resisténcia das células T
recém ativadas a apoptose induzida via a ligacdo Fas / FasL. Em populacdes
de células T expandidas, susceptiveis a AICD, por outro lado, os niveis de
c-FLIP encontram-se diminuidos, sugerindo que c-FLIP possa ser uma
molécula chave na regulacdo da morte por AICD (Fas et al., 2006).

A importancia da via de sinalizacdo mediada por Fas/FasL pode ser
facilmente observada em camundongos MRL/lpr e MRL/gld, que possuem
deficiéncia na expressdo de Fas e FaslL, respectivamente. Estes animais
apresentam linfadenopatia e esplenomegalia causada pelo acumulo de
linfécitos ativados (Andrews et al., 1978; Roths et al., 1984; Watanabe et al.,
1991), além de alta incidéncia de doencgas auto-imunes em multiplos 6rgaos,
indicando que o acumulo de células T ativadas ndo é apenas um problema de
aumento dos orgdos linfoides, mas trata-se de um distarbio grave nos
processos de tolerancia periférica (Nagata e Suda, 1995). De maneira
semelhante, em seres humanos, a ALPS (autoimmune lymphoproliferative
syndrome) € uma doenca linfoproliferativa, com alta incidéncia de linfomas,
causada por deficiéncias na expressao de Fas e/ou FasL ou em moléculas da
sua via de sinalizacdo, como caspase-8 e caspase-10 (Poppema et al., 2004,
Rieux-Laucat et al., 1995). Estas caracteristicas fenotipicas encontradas nos
animais deficientes em Fas e/ou FasL e nos pacientes com ALPS suportam
fortemente a idéia que o mecanismo de AICD é fundamental para a
manutencado da homeostasia dos linfécitos T e da auto-tolerancia.

Hildeman e colaboradores mostraram com o desenvolvimento de um
camundongo nocaute para Bim, uma molécula pr6-apoptética da familia Bcl-2,
que a delecéo de linfocitos T periféricos parece ser mais dependente de Bim do
que da via dependente de Fas. O Bim é um gatilho da via de apoptose mediada
pela mitocondria e desempenha um papel central na morte de linfocitos T
causada pela deprivacdo de citocinas (ACAD). Portanto, a contracdo clonal

ap0s a resposta imune parecia ser mais ligada a falta de fatores de



sobrevivéncia e crescimento do que a um estimulo via receptores de morte
(Hildeman et al., 2002).

Recentemente, publicagbes utilizando camundongos duplo-nocaute
para Fas e Bim mostraram que ambas as vias sdo complementares e
sinérgicas, tanto para combater o aparecimento de sindromes auto-imunes
como na contracdo de populacdes expandidas. Hutcheson e colaboradores
demonstraram que estes camundongos desenvolvem uma severa sindrome,
semelhante ao Lupus eritematoso sistémico (SLE), ja na 16° semana de vida, e
possuem APCs com alto grau de ativacado (Hutcheson et al., 2008). Hughes e
colaboradores mostraram diferencas de respostas entre dois tipos de
infeccbes. A contracdo da populacdo expandida em resposta a uma infec¢éo
aguda (virus HSV-1KOS) era totalmente dependente da via do Bim, enquanto
que durante uma infeccdo cronica (Virus MHV-68) a morte dos linfécitos T
expandidos era dependente das duas vias (Hughes et al.,, 2008). Weant e
colaboradores, entretanto, mostraram que outra infecgcédo relativamente aguda
(virus LCMV Armstrong), levava a uma contracdo dependente tanto de Bim
como de Fas (Weant et al., 2008).

Dessa maneira, a teoria mais aceita atualmente sobre a participacao de
Fas e Bim na contracdo de populacées de linfécitos T expandidas considera a
forma e a duracdo da apresentacdo dos antigenos patogénicos. Se a infeccéo
€ rapidamente eliminada e a funcdo das APCs fica rapidamente restringida, a
concentragéo de fatores de sobrevivéncia se torna limitante e a via preferencial
de morte € a via mediada por Bim. Quando o antigeno é persistente devido a
uma infeccdo crbnica, os linfécitos T recebem estimulos continuos, evitando
assim, a ativacdo da via dependente de Bim. Nesta situacdo, o estimulo
cronico pelo antigeno leva a expressao de FasL que pode matar a prépria
célula por AICD. A expressao de FasL pelos linfocitos T também pode matar as
APCs, o que limitaria a estimulacéo pelo antigeno, diminuindo a quantidade de
sinais de sobrevivéncia, desencadeando nos linfécitos T uma morte

dependente da via de Bim (Green, 2008).



1.7 Regulacédo do FasL

Por ser um evento central na regulacéo de vida e morte de diversos
tipos celulares, inclusive linfocitos T maduros, a modulacdo da expressdo do
FasL foi extensamente estudada. Varios sitios de ligacdo consenso para
diferentes fatores de transcricdo foram descritos e posteriormente validados.
Dentre os fatores de transcricdo envolvidos neste processo, destacam-se:
NFAT (nuclear factor of activated T-cells), NF-xB (nuclear factor kappa B), Egr
(early growth response genes), IRFs (interferon regulatory factors), AP-1
(activator protein-1), c-Myc, FKHRL1 (Forkhead transcription factor 1) e SP-1
(secretory proteinl).

NFAT é ativado pela estimulagdo do complexo TCR/CD3 e parece ser 0
regulador chave da expressdo de FasL. Camundongos mutantes para NFAT
apresentam expressao deficiente de FasL e em alguns modelos desenvolvem
doencas linfoproliferativas (Hodge et al., 1996; Latinis et al., 1997). A inducéo
de FasL por NFAT requer a cooperagdo com AP-1 e pode ser potencializada
por SP-1 (Peterson et al., 1996).

NF-kB corresponde a outro fator de transcricdo envolvido na expressao
de FasL. Apesar do promotor de FasL apresentar um unico sitio de ligacdo com
este fator, 0 NF-xB parece mediar diversos estimulos apoptéticos que usam a
via de Fas/FasL (Baldwin, 1996; Kasibhatla et al., 1999). Através da acdo de
PKC-6 (Protein Kinase C theta), a estimulagédo do TCR leva a ativacdo de NF-
kB que pode sinergizar com NFAT na inducao de FasL (Villalba et al., 1999;
Villunger et al., 1999).

No promotor do FasL existem ainda sitios de ligacdo consenso para Egr,
membros da familia IRF, AP-1, c-Myc, FKHRL1 e SP-1. A familia dos fatores
de transcricdo Egr é induzida por NFAT e se liga a um dominio no promotor de
FasL que, em conjunto com o sitio de ligacdo com o NFAT, é necessario para a
correta expressao de FasL em células T ativadas (Norian et al., 1998; Dzialo-
Hatton et al., 2001). IRFs, uma familia de fatores de transcricdo que induz a
expressdo de Interferons em resposta as infeccdes virais, pode cooperar com
outros fatores de transcricdo para maximizar a inducdo de FasL frente a

estimulacdo do TCR (Chow et al., 2000). Homélogos dos IRFs, provenientes do



herpevirus humano 8 (HHV8), interferem na ligacdo de IRF-1 e regulam
negativamente a expressdo de FasL, podendo representar um escape das
células T infectadas contra a apoptose mediada por FasL (Kirchhoff et al.,
2002). AP-1, o qual é ativado pela sinalizacdo de MAP kinases, também
participa na expressdo de FasL (Matsui et al., 2000). Interessantemente,
indutores de 6xido nitrico (NO) inibem a expressédo de FasL por bloguearem a
atividade de AP-1 (Melino et al., 2000). Além disso, a expressao ectépica do
dominante-negativo de AP1 diminui drasticamente a expressdo de FasL
durante o estimulo de AICD (Baumann et al., 2003). c-Myc se liga a um sitio
separado no promotor de FasL e parece ser importante para sua indugédo, uma
vez que sequéncias anti-senso para o gene do c-myc abolem a expressao
deste fator de transcricdo, bloqueando a AICD em diversos hibridomas de
linfocitos T (Shi et al.,, 1992; Brunner et al., 2000). FKHRL1 & mantido
fosforilado e, portanto, inativo pela acdo da quinase AKT, Assim, quando ha
auséncia da atividade desta quinase, FKHRL1 é desfosforilado, dirige-se ao
ndcleo e participa na expressao de FasL. Ainda, SP-1 trabalha em colaboracao
com NFAT durante a transcricdo de IL-2 dependente de FasL, em resposta a
estimulacao de linfécitos T via CD3 (Suhara et al., 2002).

A expressdo de FasL, induzida pela estimulacdo do TCR, pode ainda
ser negativamente regulada através de diversos mecanismos. Um deles é o
GILZ (Glucocorticois-induced leucine-zipper), um gene regulado por
glicocorticéides, capaz de bloquear o aumento de FasL em hibridomas,
interferindo com o processo de apoptose por AICD (D'adamio et al., 1997). O
repressor transcripcional ICER (Inducible cAMP early repressor) é induzido
rapida e fortemente pelo aumento nos niveis de AMPc e pode ocupar sitios de
ligacdo consenso que sao utilizados por diversos fatores de transcricao,
impedindo a correta transcricdo génica mediada por estes fatores
transcripcionais (Molina et al., 1993). O fator de transcricdo CIITA (MHC class Il
transactivator), bem como o acido retindico, podem bloquear a funcdo de NFAT
e inibir a transcricdo de FasL (Gourley e Chang 2001; Lee et al., 2002).
Finalmente, TGF-B (Transforming Growth Factor-beta) pode igualmente inibir a
expressao de FasL via re-estimulacdo do TCR, através da modulacdo negativa
da expresséo de c-Myc (Genestier et al., 1999).



Em resumo, a expressdo de FasL é um mecanismo extremamente
regulado e complexo, onde diversos fatores de transcricdo agem de forma
aditiva, antagbnica e/ou sinérgica, fazendo com que a somatéria de todas estas

influéncias seja realmente importante para o resultado final.

1. 8 Prostaglandina E;

Prostaglandinas (PG) sdo moléculas derivadas de lipidios geradas pelo
metabolismo do acido araquiddnico pela acdo de ciclooxigenases e
prostaglandina-sintases. O acido aracdbnico € um &cido graxo insaturado
presente em membranas celulares. Apds sua liberacdo da membrana pela
acao de fosfolipase A2, entra em um ciclo oxidativo, que culmina na producédo
de PGH, (Smith et al., 2000). Esta prostaglandina inicial &€ bastante instavel e &
rapidamente convertida nas cinco principais prostaglandinas com efeitos
fisiolégico relevantes. Sao elas: PGE,, PGF,y, PGD,, PGI; e tromboxano. O
padrdo de producdo de prostaglandinas de uma determinada célula depende
muito do perfil das enzimas expressas envolvidas na sintese de cada uma das
prostaglandinas.

As ciclooxigenases, enzimas esséncias na producao de PGs, possuem
duas isoformas principais. A ciclooxigenase-1 (Cox-1) é descrita, raras
excegcdes, como sendo constitutivamente expressa, participando na
manutencdo dos niveis basais das PGs, exercendo fun¢bes de homeostase
fisiologica (Dubois et al., 1998). Ja a expressdao de Cox-2 é indutivel por
diversos mecanismos, especialmente pelas citocinas e estimulos pré-
inflamatorios (Martin et al., 1994).

A prostaglandina E; € a principal prostaglandina produzida em diversas
condicdes, especialmente durante a resposta imune. O macrofago, por
exemplo, produz uma quantidade basal de tromboxano maior que PGE..
Porém, apoOs estimulo com LPS, a razdo entre estes dois prostandides é
invertida e os macréfagos passam a produzir grandes quantidades de PGE,
(Tiilley et al., 2001). Sua influéncia no sistema imune é complexa, tendo acéo
em diversos tipos celulares, como macréfagos, células dendriticas, linfocitos B

e T, agindo de forma tanto anti- como proé-inflamatoria. A diversidade destes



efeitos € devida, em parte, a existéncia de quatro receptores do subtipo EP
capazes de interagir com PGE,. A sinalizacdo destes receptores é mediada
pelas diferentes proteinas G acopladas, sendo que cada uma delas tem a
capacidade de ativar diferentes vias bioquimicas (Kobayashi e Narumiya,
2002).

A PGE; pode atuar em diferentes momentos da vida dos linfocitos T,
desde o desenvolvimento, maturacdo e até durante a realizacdo de suas
funcdes efetoras. Por exemplo, o aumento de AMPc via receptor EP2 e EP4
parece mediar a protecdo de timécitos duplo-positivos da morte por selecao
negativa (Goetzl et al., 1995). O receptor EP2 também estd envolvido na
inibicdo da proliferacdo de linfocitos T causada pela PGE, (Chemnitz et al.,
2006). Por fim, nosso grupo demonstrou o envolvimento de EP2 e EP4 na
protecdo de linfécitos T contra a morte induzida por anticorpos anti-CD3
(Weinlich et al., 2008).

1.9 Consideracfes Finais

A interagdo entre a imunidade inata e adaptativa acontece durante todo
0 processo da resposta imune, incluindo a maturacdo, a polarizacdo e a
expansao dos linfécitos T, ocorrendo pelo contato célula-célula e pela secrecéo
de fatores solUveis como as citocinas.

Sendo assim, resta saber se as APCs e seus produtos solaveis
produzidos apds a percepcdo de ligantes de TLRs possuem a capacidade de
nao somente mediar a correta ativacao e diferenciacdo dos linfocitos T, mas se
também sdo capazes de modular a sobrevida destas células durante e apés

uma resposta imune.



2 CONCLUSOES

A linhagem macroéfagica J774 expressa RNAm de todos os Toll-like
receptors, com excessao do TLR11, sendo que TLR2 foi o receptor que

apresentou maior expressao, seguido do TLR7 edos TLRs 1, 3,4,5€e 6

Macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDM) expressam RNAmM de
todos os Toll-like receptors, com excessdo do TLR11, sendo que TLR7 é
0 mais expresso, seguido dos TLRsl, 2, 4, 6 e 8 que séo

estatisticamente semelhantes.

A linhagem macrofagica J774 e os macrofagos derivados de medula
O0ssea (BMDM) expressam as proteinas TLR1/2, TLR3, TLR4, TLR5,
TLR7 e TLR9 funcionalmente, uma vez que NF-kB é ativado quando os

macréfagos sao estimulados por agonistas de TLRs;

O sobrenadante de cultura da linhagem macrofagica J774 possui
capacidade de inibir a morte de hibridomas DO11.10 induzida por
anticorpos anti-CD3;

A adicado de Pam3CSKy, Poly(I:C), LPS, flagelina, imiquimod e CpG DNA
na cultura de J774 aumenta a producao do fator inibidor, potencializando

os efeitos dos sobrenadantes sobre a AICD em hibridomas DO11.10;

O sobrenadante de cultura de macréfagos derivados de medula 6ssea
(BMDM) estimulados com Pam3CSK,, Poly I:C, LPS e imiquimod possui
capacidade de inibir a morte de hibridomas DO11.10 induzida por
anticorpos anti-CD3;

A prostaglandina E; € um dos fatores relacionados com a inibicdo da
morte conferida pelo sobrenadante de J774 estimuladas com agonistas
de TLRs.



Outros fatores solUveis estdo presentes no sobrenadante de BMDM, e
possivelmente no de J774, estimuladas com ligantes de TLRs, uma vez

que a PGE; né&o foi detectada em cultura de BMDMs.

Os sobrenadantes de J774 estimuladas com todos agonistas de TLRs e
BMDMs estimuladas com Pam3CSK,, Poly I:C, LPS e imiquimod n&o
alteram significativamente os niveis de expresséo de FLIP e Fas, porém

inibem transcripcionalmente a expressao de FasL.

Os sobrenadantes de J774 e BMDMs estimuladas com LPS e Imiguimod
também desempenham efeito regulador da expressdo dos niveis de
RNAmM de TNF.

Os sobrenadantes de J774 e BMDMs estimuladas com todos agonistas
de TLRs reduzem significativamente a expressdo protéica de FasL em
linfocitos T CD4" primarios estimulados com anticorpos anti-CD3.
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