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Resumo

BOMBARDIERI, C. R. O circuito p38MAPK/MSK1 influencia o periodo
inicial de diferenciagcao Th1/2. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2007.
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O sistema imune dos mamiferos forma uma complexa rede de populacdes
celulares especializadas e vias de sinalizagdo extremamente reguladas.
Linfécitos T naive podem diferenciar-se apds encontro com o antigeno em
pelo menos duas sub-populagdes distintas, Th1 ou Th2, sendo que o papel
do circuito p38MAPK/MSK1 durante este periodo inicial de ativacdo ndo é
completamente entendido. Linfécitos T CD," naive humanos foram
estimulados in vitro em condi¢gdes nado-polarizantes (Tnp), Th1 ou Th2, na
presenca de inibidor especifico da p38MAPK. As células ativadas e mantidas
em condi¢des diferenciadoras Th1 ou Th2 na presenca do inibidor SB203580,
apresentaram menor produc¢ao de IFN-y e maior producao de IL-4. Através do
bloqueio do RNAmM da MSK1 por siRNA, observamos o mesmo efeito
resultante da inibicdo da p38MAPK, fato que foi confirmado em experimentos
com linfocitos T de camundongos MSK1-deficientes. A alteragdo da producéo
das citocinas caracteristicas de cada populacdo parece ser decorrente da
alteracdo da expressao da IL12Rp2 e IL4Ra dos receptores de citocinas da
IL-12 e IL-4, respectivamente. Desta forma, os nossos dados sugerem que o
circuito p38MAPK/MSK1 participa do processo de ativacdo dos linfocitos T
mantidos em condigdes diferenciadoras Th1/2.



Abstract

BOMBARDIERI, C. R. The p38MAPK/MSK1 circuit influences the early
stages of differentiation of Th1/2 cells. [Thesis] Institute of Biomedical
Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2007.
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The mammalian immune system form a complex network of highly regulated
signaling pathways and populations of specialized cells. After meeting with
the antigen naive T cells differentiate into at least two distinct sub-populations,
Th1 or Th2, and the role of the circuit p38MAPK/MSK1 during this initial
period of activation is not completely understood. Human CD4" T lymphocytes
were stimulated in vitro under non-polarized, Th1 or Th2 conditions, in the
presence of a specific p38MAPK inhibitor. The cells activated and
differentiated under Th1 or Th2 condition in the presence of inhibitor
SB203580, had decreased production of IFN-y and increased IL-4. By
silencing MSK1 through siRNA, we observed the same effect due to inhibition
of p38MAPK, an observation that was confirmed in experiments with T
lymphocytes from mice deficient of MSK1. The change in the production of
cytokines appears to be a result of altered expression of IL12Rp2 and IL4Ra
receptors of the cytokines IL-12 and IL-4, respectively. Taken together, our
data suggest that the circuit p38MAPK/MSK1 plays a key role in the activation
of human T cells maintained under Th1/2 differentiation conditions.



1 - Introdugao
1.1. Vias de sinalizagcao MAPKs

As vias de sinalizagdo MAPKSs (do inglés mitogen-activated protein
kinases) conectam os receptores de superficie celular aos elementos
regulatérios das células. MAPKs podem ser ativadas em resposta ao
estresse quimico ou fisico e podem fosforilar diversas proteinas, regulando
diversas fungdes celulares, incluindo a mitose, o metabolismo, influxo de ions
transmembrana, diferenciagao, apoptose, migrag&o/quimioatragao,
desenvolvimento dos linfécitos e producao de mediadores inflamatdrios. Além
disso, algumas proteinas quinases podem fosforilar outras quinases alvo (2,
3).

A atividade das MAPKs é regulada segundo uma organizagao
caracteristica, composta pela seguinte sequéncia: MAPKK kinase ou MEK
kinase (do inglés mitogen-activated protein kinase kinase kinase, também
denominada MAPKKK, MAP3K ou MEKK), MAPK kinase (do inglés mitogen-
activated protein kinase kinase, denominada MAPKK, MAP2K, MKK ou MEK)
e uma MAPK(2). Elas sédo ativadas pela fosforilagdo de um motivo
conservado de treonina e tirosina “TXY” (onde X é E para ERK, G para
p38MAPK, ou P para JNK). Ha trés principais familias de MAPKs:
extracellular signal requlated protein kinases, consistindo em ERK1 e 2, as
p38MAPK (p38a, B, y € 8) e Jun NHaz-terminal quinases (JNK1, 2, 3 e Tyk2).
Cada familia de MAPK possui no minimo duas MAP2K cognatas e multiplas
MAP3K. A ERK1/2, também denominadas p44 e p42MAPK podem ser
ativadas pela MAPKK1 ou MAPKK2. As p38MAPKSs sao ativadas pela MKKS3,
MKK4 e MKKG, enquanto a JNK é ativada pela MKK4 e a MKKY7 (2). Estas
MAPK2K s&o ativadas por diversas MAP3K que sao ativadas por diferentes
sinais upstream. Desta forma, a via de ERK pode ser ativada através de Ras
(do inglés RAS-GTPase-activating protein) através do grupo Raf da MAP3K.
Ja as vias da p38MAPK e JNK sao ativadas pela familia Rho de GTPases,
incluindo Rac (do inglés GTPase-activating protein) e Cdc42 (do inglés
CDC42-specific guanine nucleotide exchange factor) (2).
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1.1.1. p38MAPK

A p38MAPK foi inicialmente identificada por diferentes grupos
utilizando abordagens diferentes. Primeiramente ela foi reconhecida como
uma proteina de 38kDa, sendo a principal proteina fosforilada quando
linhagens celulares de macréfagos murinos eram estimulados com LPS
(lipopolysaccharide) (4). Ela também foi identificada como a proteina quinase
ativada pela IL-1 que ativa a proteina quinase MAPKAP quinase 2 (do inglés
mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2)(5, 6), e como
sendo o alvo de drogas antiinflamatdrias que inibem a sintese de IL-1 e TNF-
o por monocitos humanos (7). Subsequentemente, descreveu-se que a
p38MAPK e o seu homologo Hog1 (do inglés p38MAPK homolog) em
Saccharomyces cerevisiae, eram responsivos a estimulos de estresse (4).

A atividade da p38MAPK ¢é induzida principalmente por estimulos de
estresse (como o choque osmatico, hipoxia, proteinas de choque térmico e
radiacdo ultravioleta), além de ser ativada por estimulos pro-inflamatorios e
citocinas, como a IL-1, TGF-§ (do inglés transforming growth factor ) e TNF-
a (do inglés tumor necrosis factor a) (5, 6, 8, 9).

A p38MAPK ¢é uma quinase conservada evolutivamente. Em
Drosophila, ha duas isoformas da p38MAPK que parecem regular a
expressao génica imune (10). Nos mamiferos existem quatro isoformas da
p38MAPK, cada uma codificada por um gene em separado. A p38a e a p38§
apresentam 74% de similaridade na sua sequéncia de aminoacidos e s&o
amplamente expressas (11). Elas possuem substratos comuns in vitro, como
a MBP (do inglés myelin basic protein), ATF-2 (do inglés activating
transcription factor-2) e MAPKAPK2, mas diferem na atividade. Por exemplo,
a p38p (11) é mais ativa na fosforilagdo da ATF-2. A p38y apresenta 63% de
similaridade na seqUéncia de aminoacidos com a p38a, e sua distribuigdo &
restrita aos musculos esqueléticos (12). A p38y possui a capacidade de
fosforilar apenas a MBP, mas ndo a ATF-2 ou a MAPKAPK2 (13). A p386 por

sua vez, comparando-se com a p38a, possui 61% de similaridade na

19



seqliéncia de aminoacidos, e esta presente nas células T CD,", nos
testiculos, pancreas e no intestino delgado (14, 15).

Apesar do alto grau de similaridade, e a mesma preferéncia pelos
sitios de fosforilagdo — serinas e/ou treoninas que precedem prolinas — pelo
menos in vitro as diferentes isoformas apresentam especificidades diferentes
para os diversos substratos. Os substratos in vitro da p38MAPK incluem os
fatores de transcricdo ATF-2 (8), e CHOP/GADD153 (do inglés stress-
inducible transcription factor CHOP/gadd153), um membro da familia dos
fatores de transcricdo do C/EBP (do inglés CCAAT enhancer binding protein),
que medeiam os efeitos de estresse celular nos processos de crescimento e
diferenciacéo (16); Elk-1 (do inglés member of ets oncogene family)(8, 17),
MEF-2C (do inglés nuclear receptor coactivator 2) (18), e SAP-1 (do inglés
sphingolipid activator protein 1), que ativam c-fos e aumentam a ativacao
génica (17), e proteinas quinases incluindo a MAPKAP quinase 2 e 3 (5, 6,
19, 20), Mnk1 e 2 (do inglés mapk-interacting kinase 1/2) (21, 22), PRAK (do
inglés p38-regulated/activated kinase) (23) e RSK-B (do inglés ribosomal
protein S6 kinase ou MSK2)(24).

Uma caracteristica comum de todos os homologos da p38MAPK é a
presenca de um sitio de ativacdo com 12 aminoacidos. Este sitio contém a
sequéncia “TGY” (25). Entre as quinases upstreams, foi demonstrado que a
MKK3 fosforila seletivamente as isoformas o e y (26), enquanto a MKKG6
fosforila todos os homdlogos (27, 28). A MKK4 por sua vez, pode ativar tanto
a via de p38MAPK como a via da JNK (11).

Nos linfocitos T ha uma via alternativa de ativagcado da p38MAPK, onde
a estimulagcédo do TCR (do inglés T-cell receptor) resulta ativagdo de Lck (do
inglés lymphocyte-specific protein-tyrosine kinase), que fosforila as
subunidades de ITAMs (do inglés immunoreceptor tyrosine-based activation
motif) associados ao TCR, resultando na ativagédo de Zap70 (do inglés zeta-
chain-associated protein kinase), no qual fosforila a p38MAPK na Tyr323
(tirosina na posigao 323) (29). As células T estimuladas através do TCR
utilizam um mecanismo alternativo de ativagéo, onde a fosforilagdo da Tyr323
possibilita a autofosforilagdo da p38MAPK nos residuos Thr180 e Tyr182
(treonina na posicao 180 e tirosina na posi¢cao 182), de maneira dependente
da Zap70 e independente da proteina adaptadora LAT (do inglés linker for
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activation of T cells) (30), possibilitando que a p38MAPK se autofosforile e
ative os seus substratos (Figura 1).

A ativacdo da p38 MAPK pela autofosforilagdo nos residuos Thr180 e
Tyr182 mediada via estimulagdo do TCR pode ser inibida pelo SB203580
(31). Portanto a ativagdo é dependente da propria quinase. Este inibidor
SB203580 é um componente pirimidil imidazélico amplamente usado que
inibe especificamente as isoformas a e § da p38MAPK (32). O SB203580
inibe a produgao de citocinas e a proliferacado induzida por mitégenos pela
estimulagéo via TCR, com ou sem a coestimulagdo mediada por CD28 (33-
35).

CD3 TCR
Plasma membrane
O [G060500 88600080600 00086800 60
o0 OO0 COCOCOOOO0CISIO00CEOOCO

M Figura 1 — A estimulagcdo via TCR resulta na
Tyr182 HP)
GADD45q \J ativagdo de LCK e na ZAP70, que fosforila a
® 9 Autophosphorylation - 538 g residuo de tirosina 323, que induz a
—(GADD45g) autofosforilagdo e a atividade dos seus
substratos. Figura: Ashwell, 2006.

A ativacdo da p38MAPK pode ser terminada pela acao de fosfatases
como a MAPK fosfatase 1 (36) através de retroalimentagcdo negativa que
envolve uma fosfatase com especificidade unica (serina) WIP1 (do inglés
protein phosphatase, magnesium-dependent). Esta fosfatase pode ser
ativada pela via dependente de p38—p53 (37) ou por outros mecanismos
reguladores (38).
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1.1.2. MSK1/MSK2

Dentre as proteinas quinase ativadas pela p38MAPK esta a MSK1 (do
inglés mitogen- and stress-activated protein kinase) e a sua isoforma MSK2,
que apresenta 75% de similaridade na sequéncia de aminoacidos. Estas
quinases foram recentemente descritas e sdo ativadas tanto pela p38MAPK
como pelas ERK-1/2 (24, 39, 40). As MSKs parecem ser expressas
constitutivamente no nucleo das células (40), sendo as unicas proteinas
quinase descritas capazes de fosforilar histona H3 (41, 42), além de fosforilar
alguns fatores de transcrigdo como o CREB (do inglés cAMP response
element-binding protein) e ATF1 (do inglés activating transcription factor 1)
(43, 44) e HMG-14 (do inglés high-mobility group protein 14) (41) em resposta
a estimulos de estresse e mitose. As MSKs sao requeridas na indugao de
varios immediate early genes, incluindo o c-fos, junB (do inglés oncogene
JunB), mkp-1 (do inglés MAPK phosphatase-1) (45), nurr 1 (do inglés nuclear
receptor subfamily 4, group a, member 2), nor 1 (do inglés oxidored-nitro
domain-containing protein 1) e nur 77 (do inglés nuclear receptor subfamily 4,
group a, member 1) (46).

A MSK1 possui uma sequéncia de 802 aminoacidos com peso
molecular de 89.9kDa (40). A MSK1 possui dois dominios quinase, cada
dominio possui os 11 subdominios caracteristicos de todas as proteinas
quinase (47). A sequéncia de aminoacidos da MSK2 murina e humana
apresenta 90% se similaridade (40). Em camundongos o gene codificante da
MSK1 localiza-se no cromossomo 12F, enquanto o da MSK2 esta localizado
no cromossomo 19B (43).

A regulacdo negativa da atividade das MAPKSs é feita primariamente
pelas MAPK fosfatases (MKPs), que sdao um grupo de 11 fosfatases
especificas que desfosforilam as MAPKs nos seus residuos regulatorios de
Treonina e Tirosina (48). MKP-1 € um membro desta familia, e foi clonada
inicialmente como um early response gene induzido por fatores de
crescimento (49, 50). MKP-1 localiza-se no nucleo através de sua
extremidade N-terminal (51) e desfosforila preferencialmente a p38MAPK,
JNK e em menor extensdo ERK1/2 (52). Utilizando células deficientes em
MKP-1, diversos grupos tém demonstrado que a deficiéncia desta fosfatase
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resulta na maior ativacdo de p38MAPK e JNK em resposta a diferentes
estimulos (51, 53, 54). Nos camundongos deficientes de MKP-1, observou-se
a ativagao sustentada de p38MAPK e JNK. Desta forma, a MKP-1 atenua a
atividade de p38MAPK e JNK na regulagdo da produgao de citocinas pro e
antiinflamatorias (55). Assim sendo, MAPKs e MKP devem apresentar uma
inter-relacdo dindmica no controle do balang¢o da resposta imune, através da

regulagao dos diversos aspectos da resposta imune e na regulagédo génica.

1.2. Receptores de citocinas

As citocinas possuem um papel fundamental no desenvolvimento,
deferenciagdo e fungdo das células linfoides e mieloides. Estes fatores
estimulam a proliferagao, diferenciagdo e induzem sinais de sobrevivéncia,
bem como induzem fungdes especializadas em resposta aos patégenos (56).

As citocinas se ligam com alta afinidade aos seus receptores de
citocinas, que sao formados por homo ou heterodimeros, e a dimerizacédo das
subunidades do receptor de citocina é suficiente para iniciar a sinalizagao
(57, 58). A via de sinalizagdo envolve uma familia de proteinas denominada
Jaks (do inglés Janus family tyrosine kinases) e STATs (do inglés signal
transducers and activators of transcription). Estas vias sdo importantes tanto
para os interferons de tipo | e Il, também conhecidas como citocinas do tipo Il
e incluem IFNo/p, IFN-y, IFN-w, IL-10, e seus novos membros, que ainda
possuem fungdes desconhecidas: IL-19, IL-20, IL-22/IL-TIF, IL-24 (mda-7), e
IL-26 (AK155) (59). Além disso, s&o importantes a todas as citocinas cujos
receptores sdo membros da superfamilia dos receptores de citocinas,
também conhecidos como receptores de citocinas do tipo I. As citocinas do
tipo | incluem as citocinas IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF, IL-7, IL-9, IL-13, IL-
15, IL-6, IL-11, OSM, CNTF, CT-1, além do horménio de crescimento,
prolactina eritropoetina e trombopoetina. A via Jak-STAT representa uma via
de sinalizagdo extremamente rapida, que liga a superficie celular ao nucleo
(56).
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1.2.1. Receptor da IL-12

A IL-12 é uma citocina heterodimérica (p35/p40) produzida por
monacitos ativados e células dendriticas e que possui um papel importante
na indugdo da producdo de IFN-y. O receptor da IL-12 por sua vez, é
composto por duas cadeias, a p1 e a 2 (60) e é expresso em linfécitos T e
células NK. Ambas as cadeias possuem grande homologia com gp130, a
cadeia f comum do receptor da superfamilia da citocina IL-6 like (60, 61). As
cadeias IL12Rp1 e IL12RB2 sdo glicoproteinas transmembranas e a co-
expressao de ambas as cadeias € necessaria para que ocorra a formacao de
um sitio de ligagcdo de alta afinidade a IL-12 e a sinalizag&o seja eficiente
(60). A ativacao dos linfocitos T via TCR aumenta a transcrigéo e a expressao
de ambas as cadeias, em especial da IL12Rp2, cuja expressao é aumentada
pela presenca da IL-12, IFN-y, IFN-a, TNF-a, e pela co-estimulagdo do CD-28
(62, 63). A sinalizagao intracelular ocorre pela fosforilagdo de uma proteina
de 85kDa que se encontra associada a IL12Rp1, em resposta a IL-12 (64). A
sinalizagao via receptor da IL-12 induz a fosforilagdo da tirosina da Janus
kinase 2 (Jak2) e Tyk-2, que fosforilam e ativam Stat1, 3, 4 e 5 (60). Os
efeitos celulares especificos a IL-12 sdo decorrentes principalmente da
ativacao de Stat4.

A cadeia p1 é constitutivamente expressa nas células Th1 e Th2.
Tanto em humanos quanto em camundongos, a cadeia p2 é
preferencialmente expressa pelas células Th1, correlacionando a expressao
desta subunidade com a responsividade destas células a IL-12 (62, 63). A
medida que os linfécitos T naive se comprometem com o fendtipo Th2, estas
células expressam apenas a cadeia 1, da mesma maneira que os linfocitos
B (62, 63). Desta forma, a IL-12 induz a fosforilagdo de Stat4 em células Th1,
mas ndo em células Th2. A sinalizagdo dependente da IL-12 em linfocitos T
humanos esta correlacionada com a expressao seletiva dos transcritos que
codificam o componente 2 do receptor da IL-12. Nas células estimuladas na
presenca da IL-4, ha a menor expressao do IL12Rp2 (62). Além disso, tanto a

fosforilagdo de Stat4 (65) como a expressao de T-bet (T box transcription
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factor), que induz a fosforilagdo de Stat1 (66), parecem ser importantes para
a expressdo da cadeia B2 do receptor da IL-12. Assim, a expressédo de
ambas as cadeias se faz necessaria para que a IL-12 possa induzir a
producéo de IFN-y.

Apés a ativacdo do linfécito T via TCR, ocorre a expressdo da
IL12Rp2, e a presencga da IL-4 e IFN-y influenciam a expressao desta cadeia
do receptor da IL-12 (63). A estimulagédo via IL-12 resulta na ativagdo da
Janus quinase 2 (Jnk2) e Tyk2, que fosforilam o IL12R, promovendo a
alteracao conformacional que possibilita a ligacdo de Stat4 (67, 68). O papel
de Stat4 na sinalizag&o parece ser importante, pois o camundongo deficiente
em Stat4, apresenta um fenétipo concordante com a deficiéncia de I1L-12 e IL-
12R, que possuem a produgao de IFN-y e a diferenciagao para o fenétipo Th1
alterada (69, 70). Stat4 é fosforilado na tirosina 693 pelas Jaks, que induzem
a dimerizagcdo de Stat e a sua translocagdo para o nucleo, regulando a
expressao génica (68). Ainda nao foi elucidado se Stat4 contribui diretamente
para a regulagdo génica do IFN-y, embora tenham sido descritos sitios
potenciais para a ligagdo de Stat4 préximo ao gene de IFN-y (71).

A IL-12 ativa a via MKK6/p38MAPK de duas maneiras: |) dependente
de Stat4, induzindo a fosforilagdo da serina 721 (65, 72, 73), ou ll)
independente de Stat4 (72). Ambas as vias de ativagédo propostas induzem a

producéo de IFN-y.

1.2.2. Receptor da IL-4

A IL-4 produzida por diversas células do sistema imune, entre as quais
as células Th2, basofilos, mastocitos (74), eosindfilos (75), células NKT (76) e
linfécitos yd (77). Esta citocina possui diversas fungdes e, embora ndo seja
um fator de crescimento, prolonga substancialmente a vida de linfocitos T e B
em cultura (78). Sua presencga induz a expressao do seu receptor (79). Ha
dois tipos de receptores para a IL-4. O receptor do tipo | da IL-4 consiste em
uma cadeia IL4Ra de 140KDa que se liga com alta afinidade a IL-4, e uma
cadeia IL4Ry comum (cadeia y-c) que foi inicialmente identificada como um

componente do receptor da IL-2, mas também faz parte dos receptores da IL-
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7,9, 15 e 21 (80-83). Embora a cadeia IL4Ry apresenta baixa afinidade com
a IL-4, ela é necessaria para que ocorra a ativagao das vias de sinalizagao
(84).

Nas linhagens celulares onde a cadeia y-c n&do & expressa ha um
segundo tipo de receptor da IL-4, o receptor do tipo Il, que consiste na cadeia
IL4Ra e a cadeia IL13Ra ou IL13Ra’ (84), sendo que a IL13Ra’ € o principal
componente do complexo IL4R em tecidos ndo hematopoiéticos (85). Esta
cadeia € um membro da superfamilia dos receptores da hematopoietina e faz
parte do receptor da IL-13, juntamente com as cadeias IL13Ra e IL13Ro’
(84). A IL-13 também possui dois tipos de receptores, e se liga com alta
afinidade ao receptor do tipo I, formado pela IL4Ra e a IL13Ra, que é
idéntico ao receptor do tipo Il da IL-4. A IL-13 se liga com afinidade maior
ainda ao seu receptor do tipo Il que consiste na cadeia IL13Ra’, mas este
receptor falha na indu¢do do sinal, agindo como um decoy receptor (86).
Apesar de ambas citocinas se ligarem ao mesmo receptor, ndo esta claro se
a resposta funcional resultante € a mesma (83). Além disso, o receptor do
tipo Il, que € comum a IL-4 e IL-13 é expresso somente em linhagens
celulares onde a cadeia y comum nao € expressa, o que nao inclui os

linfécitos T humanos (87).

1.2.3. Receptor do IFN+y

A molécula de IFN-y € um homodimero ligado n&o covalentemente que
consiste em duas cadeias polipeptidicas idénticas de 17kDa (88). Durante a
biossintese das cadeias polipeptidicas, os peptideos sdo N-glicosilados
resultando na forma madura que possui 0 peso molecular predominante de
50kDa (89).

O receptor do IFN-y possui duas cadeias o, também denominada
CDw119 ou IFNGR1 e duas cadeias [ do receptor de IFN-y, também
denominadas fator acessoério 1 (AF-1) ou IFNGR2 (90). A expressdo das
duas subunidades difere significantivamente. A subunidade o € expressa na
superficie de quase todas as células, enquanto a subunidade § é expressa

em niveis muito baixos, mas sua expressao pode ser induzida em certos
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tipos celulares por estimulos externos. A sinalizagdo de IFN-y induz a
fosforilagdo da cadeia o do receptor que leva a modificagdo conformacional
do receptor ativado que se liga a Stat1 (91).

Inicialmente foi demonstrado que células Th1 e Th2 mantém padrdes
opostos de responsividade a IL-12 e IFN-y, sendo que células Th1
respondem somente a IL-12 (92) e células Th2 respondem somente a IFN-y,
pois somente estas células mantém a expressao da cadeia 3 do receptor do
IFN-y, (93). Esta diferente responsividade as citocinas afeta
significativamente a estabilidade destas populagdes.

A cadeia 3 possui expressao baixa, e a medida que os linfécitos T se
comprometem com o perfil Th1 eles deixam de expressar esse receptor (93).
A perda da cadeia 3 do receptor ocorre apos as ceélulas T CD4 naive serem
mantidas por cinco dias em condi¢des diferenciadoras Th1 (94). Entretanto, a
perda da expressao da cadeia p ndo esta relacionada com o processo de
diferenciacao dos linfécitos para o perfil Th1. Para que as células T possam
diferenciar-se, elas devem possuir um receptor funcional para IFN-y, o que
ocorre como uma resposta das células ao ligante (94). As células Th2 que
expressam inicialmente a cadeia 8, porém, quando expostas ao IFN-y deixam
de expressar esta subunidade. Desta forma, a presenca de IFN-y parece
regular a expressao da cadeia beta do receptor (94).

Células T que sao estimuladas via TCR e expandidas na presenca de
IL-2 séo irresponsivas ao IFN-y devido a falta da expressao da cadeia 3. No
entanto, estas células ainda expressam a cadeia alfa deste receptor, e a
presenga da cadeia § pode ser restaurada quando estas células sao re-
estimuladas com anti-CD3 ou PMA (fitohematoglutinina — PHA) (95).

1.3. Linfécitos Th1/Th2

Linfécitos T naive podem diferenciar-se apds o encontro com o
antigeno em duas sub-populagdes distintas caracterizadas pela regulagéo
transcricional reciproca dos /oci dos genes das citocinas IFN-y e IL-4. A |IL-12
coopera na diferenciagéo para o perfil Th1 que produz IFN-y, enquanto a IL-4

induz a diferenciagcao para o fenétipo Th2 e a produgao de IL-4, IL-5 e IL-13.
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A resposta Th1 é importante para a eliminagdo de patdgenos intracelulares
enquanto a resposta Th2 é efetiva contra patdégenos extracelulares. No
entanto a resposta Th1 inapropriada pode resultar em doengas autoimunes,
enquanto reacgdes atdpicas, incluindo a asma, relacionam-se com o
desbalanco da resposta Th2 (96).

Ambas as populagdes celulares parecem derivar de um precursor
comum, as células Th precursoras, que sdo células T CD;" naive que
passaram pela selecédo timica e emergem na periferia, mas que ainda nao
encontraram o antigeno (97). Essas células diferenciam-se em células ThO
que sdo capazes de produzir uma gama variada de citocinas (inclusive IL-4 e
IFN-y), e dao origem as diferentes sub-populagdes de linfécitos T.

A ativagdo via TCR é necessaria, mas nao suficiente, para a
diferenciacdo e células previamente estimuladas retém a capacidade de
diferenciar-se em Th1 ou Th2 apds o encontro secundario com o antigeno. A
combinagcdo do reconhecimento do antigeno via TCR e as citocinas
presentes no meio ativam as vias de sinalizagdo e fatores de transcrigao que
agem sinergicamente de modo a induzir a diferenciagao celular, promovendo
a expressao génica diferenciada nas diferentes sub-populagdes (98).

Varios fatores contribuem para a diferenciacdo das células T. Dentre
os fatores determinantes encontram-se as citocinas presentes no meio (99), o
numero de divisdes celulares (100, 101), o tipo de célula apresentadora de
antigenos (APC), a dose e a natureza do antigeno (102-104), bem como

fatores epigenéticos e o remodelamento da cromatina.

1.3.1 Ativagao e Diferenciagido dos linfocitos T CD," naive

O processo pelo qual as células diferenciam-se em Th1 e/ou Th2 esta
associado com a abertura da cromatina dos genes das citocinas
caracteristicas de cada sub-populagao (98).

Nas células T naive os genes responsaveis por codificar as citocinas
efetoras como o IFN-y e IL-4, IL-5 e IL-13 apresentam-se ndo acetilados, em
uma condigao restritiva da cromatina que ndo € completamente silenciada e

que pode ser reposicionada, tornando-se ativa apds a estimulacdo pelo
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antigeno através da acetilagdo das histonas H3 e H4 (105, 106). Nestas
células o ifng parece ser remodelado na presenca de T-bet e HIx, e il4 parece
ser remodelado na presenca dos fatores de transcricdo GATA-3 e c-Maf
(107-109). Durante a diferenciagéo para Th1 ha o reposicionamento dos loci
de GATA-3 e c-maf da eucromatina para a heterocromatina, enquanto que na
diferenciacédo para Th2 o gene do T-bet é metilado, sendo assim silenciado
(110, 111). No entanto, estes fatores de transcricdo (T-bet e GATA-3)
parecem ser requeridos para o estabelecimento, mas ndo para a manutencgao
da estrutura permissiva da cromatina dos loci ifng e il4, respectivamente.

Células CD," mantidas em condigdes polarizantes Th1 (presenca de
IL-12 recombinante e anticorpo neutralizante de IL-4) apresentam a
repressao de GATA-3, enquanto nas células diferenciadas em condi¢cdes
polarizantes Th2 (presenca de IL-4 recombinante e anticorpo neutralizante de
IFN-y) ocorre a inibicdo de T-bet. A expressao de T-bet e GATA-3 ocorre de
maneira independente do ciclo celular, enquanto que a expressdo de
ativadores e as modificagcbes pobs-traducionais das histonas que
potencializam o remodelamento da cromatina parecem ser dependentes do
ciclo celular (112).

A transcricdo de citocinas parece depender de fatores adicionais
especificos para cada sub-populagao, além de modificagdes pos-traducionais
da histona e descondensacéao local da cromatina. Durante a diferenciacao,
um grupo de genes deve ser epigeneticamente ativado, enquanto outros
devem ser silenciados. Células Th1 transcrevem IFN-y em quantidades 100
vezes maiores que células T naive, enquanto silenciam IL-4. Ja as células

Th2 apresentam um padrao inverso de ativagao e silenciamento (113).
4. Plasticidade dos linécitos T CD," e linfocitos T de meméria

A heterogeneidade é uma caracteristica dos linfocitos T antigeno-
especificos (114). Os linfocitos T CD4" podem diferenciar-se em células Th1,

Th2, Th17 ou células reguladoras antigeno-especificas (Treg) (113, 115). A

heterogeneidade também pode ser observada pelos marcadores de homing
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que distinguem as sub-populag¢des de linfocitos T de memdria efetora (116)
(116) e os linfocitos T de memoria central (Tcwm) (117).

Os receptores de quimiocinas parecem ser marcadores do
comprometimento celulardos linfocitos T. CXCR3 é o receptor para as
quimiocinas CXCL9-11 e é principalmente expresso pelas células Th1, que
odem ser Tem ou Tem (117, 118). CXCR6 e CCRS também séo
preferencialmente expressos pelas células Tem Th1 (119). A sub-populacao
Tem Th2 por sua vez, expressa preferencialmente CCR3, CCR4, CCR8 e o
receptor da prostaglandina D2, CRTh2 (117, 118, 120). Linfocitos Tcm
também expressam CXCR3 e CCR4 e representam as células pré efetoras
Th1 e Th2 respectivamente (120).

Os linfécitos Teuw expressam o marcador CD45RO+ e expressam
CCRY7 e CD62L, dois receptores que também sao caracterisicos de células
naive, e que sio necessarios para o extravasamento celular pelas vénulas
endoteliais altas (78) e migracdo para os linfonodos (120, 121). Possuem
funcéo efetora limitada, mas proliferam e tornam-se células efetoras apds a
estimulagdo antigénica secundaria e sdo menos dependentes da co-
estimulagéo (120). As Tcm superexpressam CD40L, estimulando de maneira
eficaz células dendriticas (122) e linfocitos B (120, 121). Apos a estimulagao
via TCR os Tcm produzem IL-2, mas apds a estimulagdo antigénica séo
capazes de produzir IL-4 e IFN-y. As Tem, por sua vez, migram para 0S
tecidos periféricos, pois perdem a expressdo de CCR7 e s&o heterogéneas
para a expressao de CD62L. Estas células possuem a habilidade de produzir
rapidamente citocinas efetoras como o IFN-y, mas possuem capacidade
limitada de proliferagao (121). Além disso, as células desempenham fung¢des
distintas. As Tcm estdo envolvidas com a resposta imune sencundaria e a
protecdo de longa duracgdo, enquanto as Tegm estdo envolvidas na protecao
imediata. Embora algumas destas propriedades paregcam estar relacionadas
com o estado de ativagdo celular, a maioria parece representar escolhas
distintas dos linfocitos T e s&o estaveis apos a expansao clonal (114).

A ontogenia dos linfécitos T de memoria é controversa. Alguns estudos
sugerem o desenvolvimento progressivo das células de memoria a partir das

células efetoras, enquanto outros estudos sugerem uma divisdo inicial de
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comprometimento entre as células efetoras e de memoria (117, 123-125).
Nao ha um consenso se 0 processo de diferenciagcao é deterministico ou
estocastico. Uma das hipdteses é que durante o processo de diferenciagcao
das células T CD4" naive para células efetoras e de memodria ndo parece
haver uma determinada sequéncia de eventos (126). Ao contrario, coexistem
vias em paralelo que resultam em popula¢des altamente heterogéneas e
multifuncionais que expressam um ou ambos os perfis terminais e podem ser
encontradas co-expressando os marcadores naive.

Foi demonstrado que, conforme a expresséao de CXCR3 e CCR4, os
linfocitos Tcm sdo capazes de se diferenciar espontaneamente em células
Th1 e Th2 respectivamente, na auséncia de condi¢gbes polarizantes (127).
Além disso, a maioria dos linfocitos Tem (tanto Th1 como Th2) quando
estimulados in vitro sob condi¢des polarizantes opostas retém a capacidade
de produzir as citocinas que ja estavam sendo produzidas e passam a
produzir as citocinas dos genes opostos (128). Além disso, no modelo murino
as células T de memoria efetora — Tey — permanecem comprometidas com a
produgdo das citocinas caracteristicas da sua linhagem (128). Células Th1
Tem possuem a capacidade de produzir IL-4 quando mantidas em condi¢gdes
diferenciadoras Th2 e mantém a capacidade de produzir IFN-y. Contudo,
células Th2 Tgm sdo menos flexiveis quanto a produgao de citocinas e nao
passam a produzir IFN-y prontamente quando mantidas em condigbes
diferenciadoras Th1. Assim, achados demonstram que ha um potencial
diferencial de produgdo de citocinas entre as diferentes populacbes de
linfécitos T, indicando um comprometimento diferenciado entre as varias
populagdes de linfocitos de memoaria (129).

Neste estudo, ndés analisamos o papel do circuito p38MAPK/MSK1
durante o periodo inicial de ativacdo de linfécitos T naive mantidos em
condigbes diferenciadoras Th1/2. Os dados sugerem que o circuito
p38MAPK/MSK1 participa do processo de ativagado dos linfécitos T mantidos
em condigdes diferenciadoras Th1/2 como resultado da alteragdo da
expressao das cadeias IL12Rp2 e IL4Ra dos receptores de citocinas da IL-12

e IL-4, respectivamente.
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6. Conclusoes

* A p38MAPK esta envolvida na producao de IFN-y no periodo de diferenciagéo

inicial das células Th1/2.

* As quinases MSK1/2, ativadas pela p38MAPK, estdo envolvidas no periodo
de diferenciacio inicial das células Th1/2.

* A presenca de SB203580 foi aditiva a auséncia do gene MSK na inibigdo da
producéo de IFN-y. A tendéncia de elevar o numero de células que produzem

IL-4 também foi observada.

* MSK1 e p38MAPK agem em conjunto, mas nossos resultados indicam que ha
no minimo mais uma via alternativa regulando a produgdo das citocinas

caracteristicas das células Th1/2.

* A alteragdo da produgao das citocinas caracteristicas de cada populacao
parece ser decorrente da alteracdo da expressdo da IL12RB2 e IL4Ra dos

receptores de citocinas da IL-12 e |IL-4, respectivamente.
* Os nossos dados sugerem que o circuito p38MAPK/MSK1 participa do

processo de diferenciacao dos linfocitos T ativados e mantidos em condi¢cdes
diferenciadoras Th1/2.
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