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RESUMO

Campopiano JC. Regulagdo da expressdo de FASL e sobrevivéncia dos linfocitos T CD4* pela PGE:
durante a apresentacdo antigénica. [Tese (Doutorado em Imunologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2014.

Nos 6rgaos linféides periféricos, a ativacao, proliferacdo e diferenciacdo em células efetoras ocorrem
somente quando os linfécitos T CD4* reconhecem peptideos antigénicos apresentados pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs), em particular, as células dendriticas (DCs). A maturagdo das DCs
ocorre através da estimulagdo dos seus receptores do tipo Toll (TLRs), que aumentam a capacidade de
apresentacao antigénica, expressdao de moléculas coestimuladoras e producdo de mediadores sollveis
pelas DCs. Embora o processo de ativacdo dos linfocitos seja indispensavel, € necessario que acontega
um equilibrio homeostético, no qual as células autoreativas ou recorrentemente ativadas sejam
eliminadas. Nestas situacdes, a morte por apoptose ocorre principalmente através da interacdo entre o
receptor de morte FAS e o seu ligante FASL, em um processo denominado morte celular induzida por
ativacdo (AICD). Dados de nosso grupo de pesquisa demonstraram que o estimulo de APCs via
TLR4/MyD88 com LPS, induz a producéo de PGE,, que suprime a expressdo de FASL e a AICD de
linfécitos T CD4 invitro (Weinlich et al., 2008). Dessa forma, o presente projeto foi baseado na hipotese
de que a apresentagdo antigénica em um contexto de infecgdo teria um diferente impacto na expressao
de FASL e na sobrevivéncia das células envolvidas, de maneira diretamente dependente de ligantes de
TLRs e/ou PGE,. Para investigar nossa hipotese, blastos de linfécitos T CD4* que possuem TCR
transgénico para ovalbumina (OVA) foram cocultivados com células dendriticas derivadas de medula
6ssea (BMDCs) pulsadas com o peptideo da OVA (pOVA) na presenca ou auséncia do agonista de
TLR4, LPS. Em paralelo, n6s utilizamos dois modelos in vivo: A reagdo de DTH foi realizada com a
imunizacdo dos animais com OVA+CFA seguida de desafio com o antigeno. Em paralelo, na
transferéncia adotiva de células os animais recipientes foram imunizados com pOVA+LPS. Para
averiguar a participacdo da PGE; durante a apresentagdo antigénica, os camundongos foram tratados
com Indometacina (INDO), um inibidor da ativacdo das enzimas ciclooxigenases (COX) e, portanto, da
producdo das prostaglandinas. NoOs verificamos que a adicdo de LPS durante a apresentacdo de
ovalbumina aumenta a ativacdo e a proliferacdo dos linfocitos T CD4*, bem como a frequéncia das
células antigeno-especificas, e que o pré-tratamento com INDO reduziu significantemente o acumulo
destas células. Constatamos que a menor frequéncia de células T CD4 especificas para ovalbumina apds
o tratamento com INDO se deu por meio do aumento na expressao de FASL e da frequéncia de em
apoptose, evento que é blogueado na presenca de FAS.Fc. Para comprovar que FASL é de fato a
molécula chave na manutencdo da sobrevivéncia dos linfécitos T CD4, utilizamos animais C57BL/6
Fas"”P" e geramos camundongos C57BL/6 OT-ll/Fas®”*" que apresentam TCRs especificos para
ovalbumina, e possuem uma mutacdo no receptor FAS. Verificamos que nestes animais o tratamento
com INDO ndo surte efeito, ndo interferindo no acumulo dos linfocitos T CD4 especificos para
ovalbumina. Sendo assim, sugerimos que a PGE2 produzida em resposta ao LPS durante a apresentacdo
de OVA regule a sobrevivéncia dos linfécitos T CD4 enquanto o estimulo antigénico persiste.

Palavras-chave: Apoptose. AICD. Apresentacdo antigénica. FASL. Morte celular. TLR.



ABSTRACT

Campopiano JC. Regulation of FASL expression and CD4+ T lymphocytes survival by PGE2 during
antigen presentation. [PhD thesis (Immunology)]. S8o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo; 2014.

In peripheral lymphoid organs, activation, proliferation and differentiation into effector cells occur only
when the CD4* T lymphocytes recognize antigenic peptides presented by antigen-presenting cells
(APCs), in particular dendritic cells (DCs). DCs maturation occurs through Toll-like receptors (TLRS)
stimulation which increases the ability of antigen presentation, costimulatory molecules expression and
production of soluble mediators by DCs. Although the process of lymphocyte activation is essential,
there must be a homeostatic balance, in which autoreactive or recurrently activated cells are eliminated.
In these situations, death by apoptosis occurs mainly through the interaction between the death receptor
FAS and its ligand FASL, in a process called Activation-Induced Cell Death (AICD). Data from our
research group demonstrated that APCs stimulation via TLR4/MyD88 with LPS induces PGE;
production, which suppresses FASL expression and AICD of CD4 T lymphocytes in vitro. Thus, this
project was based on the hypothesis that antigen presentation during the context of infection would have
a different impact on FASL expression and survival of cells involved, directly dependent of TLRs
ligands and/or PGE.. To investigate our hypothesis, CD4* T blasts that possess transgenic ovalbumin
(OVA) TCR were co-cultured with bone marrow derived dendritic cells (BMDCs) pulsed with
ovalbumin peptide (pPOVA) in the presence or absence of LPS, a TLR4 agonist. In parallel, we used two
in vivo approaches: The DTH reaction was performed with the immunization of animals with
OVA+CFA followed by challenge with antigen. Simultaneously, during adoptive cell transfer, recipient
animals were immunized with pOVA=LPS. To determine the involvement of PGE; during antigen
presentation, mice were treated with indomethacin (INDO), an inhibitor of activation of cyclooxygenase
(COX) enzymes and thus inhibiting prostaglandins production. We found that LPS addition during OVA
presentation enhances CD4* lymphocytes activation and proliferation, as well as the frequency of
antigen-specific cells, and that INDO pretreatment significantly reduced the accumulation of these cells.
We found that the lowest frequency of OVA-specific CD4+ T cells following treatment with INDO
occurred through increased expression of FasL and apoptosis, an event that is blocked in the presence
of FAS.Fc. To prove that FASL is indeed the key molecule in maintaining the CD4 T cells survival, we
used C57BL/6 Fas®"P" and generated C57BL/6 OT-11/Fas®"", which have TCR specific for OVA and
a mutation in FAS receptor. We found that INDO do not interfere with the OVA-specific CD4 T
lymphocytes accumulation. Therefore, we suggest that PGE; produced in response to LPS during OVA
presentation regulates CD4 T lymphocytes survival during antigenic stimulus.

Keyword: Apoptosis. AICD. Antigen presentation. FASL. Cell death. TLR
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es Gerais

As células dendriticas (DCs) sdo as principais células apresentadoras de antigenos
(APCs), uma vez que sdo especializadas em ativar e diferenciar linfocitos T naive, dando
inicio a resposta imune adaptativa (1). DCs imaturas (iDC), que residem em tecidos
periféricos do organismo, realizam a captura de antigenos proprios ou provenientes de
patdgenos. Estas células sdo entdo ativadas quando entram em contato com padrdes
moleculares provenientes de uma ampla variedade de microorganismos (Pathogen-Associated
Molecular Pattern — PAMPS). Neste contexto, um dos sinais mais importantes para a
maturacdo das APCs ocorre através da estimulacdo de receptores do tipo Toll (Toll-Like
Receptors — TLRs) (2). A ligagdo dos TLRs aos componentes microbianos culmina na
ativacdo de fatores de transcricdo como NF-kB (Nuclear factor kappa B) e membros da
familia dos IRFs (Interferon regulatory factor). Apos exposicdo a esses fatores, as DCs
passam por um processo de maturacdo no qual diminuem sua capacidade fagocitica, migram
para os linfonodos drenantes e adquirem a expressdo de altos niveis de MHC (Major
Histocompatibiliy Complex) classe 11, moléculas coestimuladoras tais como CD80, CD86 e
CDA40, o receptor de quimiocina CCR7 e passam a produzir citocinas pro-inflamatorias tais
como IL-6, IL-12, IL-1B ¢ TNF-a (Tumor necrosis fator-a) (1).

Nos linfonodos, as DCs maduras (mDC) apresentam o antigeno capturado e
processado para os linfocitos T, levando assim, ao inicio da resposta imune adquirida (3).
Nestes locais, linfocitos T CD4" interagem com as células apresentadoras de antigenos por
meio de moléculas de MHC classe 1l, moléculas coestimuladoras e diversos produtos sollveis
produzidos pelas DCs, entre eles, uma grande variedade de citocinas, quimiocinas e
mediadores lipidicos. Os linfocitos entdo proliferam e se diferenciam nas distintas
subpopulacdes efetoras (4). Em virtude das citocinas presentes no microambiente, as DCs
podem estimular a polarizacdo para diferentes subpopulacGes de células T helper (Th),
incluindo Thl, Th2, Thl7 e iTreg. As células Thl sdo diferenciadas na presenca de IFN-y e
IL-12 e as células Th2 surgem na presenca de IL-4 (5). TGF-p e IL-6 s@o necessarios para a
polarizacao de células Th17 (6) e as células iTreg, por sua vez, sdo produzidas na periferia na
presenca de TGF-p (Transforming Growth Factor-beta) e IL-10 (7). Estes diferentes subtipos
de linfocitos T CD4" orquestram os mecanismos efetores mais adequados para o combate de

cada tipo de patdgeno.
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Apobs o pico da expansdo clonal, o nimero de células T antigeno-especificas nos
tecidos linfoides diminui drasticamente. A delecdo de linfocitos T autorreativos é um dos
principais mecanismos envolvidos na manutencdo da tolerancia periférica, que previne o
acumulo de células efetoras desnecessarias e o potencial aparecimento de doencas autoimunes
(8, 9). Da mesma forma, a eliminacdo de linfocitos T cronicamente estimulados que poderiam
ser potencialmente prejudiciais ao organismo € outra caracteristica de um sistema imune
eficiente e bem regulado (10). Nestas situacfes, a morte por apoptose ocorre principalmente
através da interacdo entre o receptor de morte FAS e o seu ligante FASL, em um processo
denominado morte celular induzida por ativacdo (AICD — Activation-Induced Cell Death)
(10, 11). De fato, mutacGes deletérias nos genes que codificam FAS, FASL ou proteinas que
participam de sua sinalizacdo, causam uma sindrome linfoproliferativa fortemente associada a
processos autoimunes tanto em modelos animais quanto em humanos (12, 13).

A fase de retracdo da resposta imune também sofre a acdo dos PAMPs. Na auséncia da
inflamacdo induzida por estes agentes, a morte das células T antigeno-especificas nos tecidos
linféides apos a expansdo clonal é praticamente total. Em contraste, um namero muito maior
de células sobrevive quando o antigeno € injetado na presenca de adjuvantes, como o LPS.
Anthony e colaboradores demonstraram que o LPS interfere com a morte de células T
periféricas em modelo in vivo de imunizagdo com superantigeno, mas o mecanismo pelo qual
a morte é bloqueada néo foi esclarecido (14).

Portanto, apesar do envolvimento das moléculas solGveis na ativacdo e diferenciacdo
dos linfécitos T estarem muito bem caracterizados, a importancia dos mediadores
inflamat6rios na modulagdo da sobrevivéncia dos linfécitos ainda é menosprezada. Dados de
nosso grupo de pesquisa demonstraram que o estimulo de APCs via TLR4/MyD88 com LPS,
induz a producdo de PGE>, que suprime a expressao de FASL e a AICD de linfocitos T CD4*
in vitro (15). Estes resultados complementam diversos achados da literatura e s@o de suma
importancia para explicar os mecanismos pelos quais a sobrevivéncia dos linfécitos T CD4" é

modulada durante e apds a montagem de uma resposta imune.

1.2 Ativacao das celulas dendriticas e a interagdo com os linfocitos T CD4*

As DCs sdo células “centrais” do sistema imunologico, responsaveis por traduzir a
informacdo da imunidade inata para a adquirida, fazendo uma ponte entre os dois sistemas
(16, 17). Na auséncia de um estimulo externo, as DCs encontram-se em um estado inativo ou

imaturo (iDCs), no qual possuem uma capacidade limitada de ativar linfocitos T naive.
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Entretanto, na presenca de uma infec¢do, as DCs passam por profundas mudancas fenotipicas
e funcionais que resultam em uma melhora na sua habilidade de interacdo com as células T,
promovendo a expansdo clonal e diferenciacdo dos linfécitos T CD4* em células efetoras.
Esta conversdo de iDCs para um estado de APC efetora é frequentemente denominada
“ativa¢do da DC” (1, 18)

As DCs ativadas através do contato com patdgenos apresentam altos niveis de
moléculas de MHC que carregam os peptideos derivados dos microorganismos. Antigenos
apresentados via MHC classe 11 por APCs se ligam aos receptores de células T CD4" naive
antigeno-especificas. Por outro lado, antigenos associados as moléculas de MHC classe |1,
presentes em todas as células nucleadas, sdo reconhecidos por linfocitos T CD8". Esta
apresentagdo antigénica é conhecida como o “primeiro sinal” para a ativagdo da célula T (18).

O reconhecimento do patdgeno pela DC também induz a expressdo de diversas
moléculas coestimuladoras na superficie destas células que se ligam a receptores especificos
nas células T e transmitem sinais fundamentais para a ativacdo e sobrevivéncia dos linfdcitos
(segundo sinal). Neste contexto, o sinal coestimulador melhor descrito até hoje é a interacao
entre 0 CD28, constitutivamente expresso em linfocitos T, e 0 CD80 (B7.1) ou CD86 (B7.2)
em APCs. A expressdo de CD80 e CD86 € positivamente modulada de forma rapida e intensa
pela estimulacdo de TLRs e depende da ativacdo do fator de transcricdo NF-«B (19).
Antigenos proprios, que ndo causam inflamacdo e nem ativacdo das APCs, sdo apresentados
na auséncia das moléculas coestimuladoras, limitando a ativacao e proliferacdo dos linfdcitos
T. Por este motivo, este mecanismo é considerado central na manutencdo da tolerdncia
periférica ao proprio (20).

No entanto, o primeiro e o segundo sinal ndo sdo suficientes para a completa ativagdo
de um linfécito T CD4" naive. Células T ativadas na auséncia de um “terceiro sinal” sofrem
expansdo clonal, mas permanecem indiferenciadas, sendo incapazes de produzir citocinas do
tipo Thl (IFN-y), Th2 (IL-4) ou auxiliar linfécitos B. Dessa forma, somente as DCs
adequadamente ativadas produzem mediadores que agem no linfécito T promovendo a sua
diferenciacdo em célula efetora (terceiro sinal). A IL-12, por exemplo, & um tipico mediador
liberado por muitas DCs ativadas, que pode induzir o desenvolvimento de uma resposta
imune caracterizada por linfocitos Thl (18)

Assim, a integragdo destes trés sinais pela célula T ira determinar o seu destino. Todos
eles parecem ser necessarios para a completa ativacdo de uma célula T efetora. Por outro lado,
0 primeiro sinal na auséncia dos demais leva a célula T & um estado inativo, seja por anergia,

delecdo ou inducdo de um perfil regulador (21, 22).
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1.3 Receptores do tipo Toll e seu papel na ativacédo das células dendriticas

Muitos sinais tém sido descritos como capazes de induzir, a0 menos em parte, a
ativacdo das DCs, mas 0s agentes mais poderosos neste caso sdo 0s produtos microbianos e
virais (PAMPSs) que constituem os diversos microorganismos e séo diretamente reconhecidos
por PRRs (Pattern Recognition Receptors), incluindo membros da familia dos TLRs (23).

DCs maturadas por citocinas inflamatorias ou dano celular na auséncia de PAMPs nédo
sdo completamente ativadas. Elas apresentam marcadores fenotipicos de maturacdo como
CD80, CD86 e MHC classe Il, mas ndo sdo habeis em produzir IL-12 e ativar células T naive.
Dessa forma, o reconhecimento dos PAMPs pelos TLRs é fundamental para induzir a
expressao coordenada de moléculas que irdo conferir as DCs o seu fenotipo efetor, garantindo
a ativacdo adequada dos linfdcitos T naive (18).

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 transmembrana necessario para o
estabelecimento da polaridade dorsoventral e desenvolvimento embrionario adequado da
mosca Drosophila melanogaster. Em 1996, Lemaitre e colaboradores observaram que moscas
com mutacgdes neste receptor eram susceptiveis a infeccdo pelo fungo Aspergillus fumigatus,
uma vez que mutacGes no gene Toll blogueavam a indugdo do peptideo antimicrobiano
drosomicina, em resposta a infeccdo fungica (24). Em 1997, Medzhitov e colaboradores
identificaram a presenca de receptores homologos ao Toll no genoma humano, que foram
denominados Toll-like receptors (TLRs) (25). Hoje se sabe que os TLRs s&o evolutivamente
conservados desde o verme Caenorhabditis elegans até os mamiferos (26-28). Atualmente,
13 membros da famila TLR foram identificados em mamiferos. O genoma humano néo possui
TLR11, 12 e 13. Em camundongos, o TLR8 apesar de expresso ndo € funcional (29), e o
genoma murino ndo possui TLR10.

Os TLRs sdo glicoproteinas transmembranas, caracterizadas estruturalmente pela
presenca de um dominio extracelular N-terminal rico em repeticBes leucina (leucine-rich
repeat - LRR), que estd envolvido diretamente ou através de moléculas acessorias, no
reconhecimento dos ligantes. Possuem um dominio transmembrana de passagem Unica e um
dominio intracitoplasmatico de sinalizacdo, homdlogo ao receptor da interleucina-1
(Toll/interleukin-1 receptor — TIR), necessario para a interacdo com moléculas adaptadoras e
sinalizacdo intracelular (30). Os TLRs séo expressos em diversas células do sistema imune,

incluindo macréfagos, células dendriticas, linfocitos B e subtipos especificos de linfécitos T,
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bem como em células ndo-imunes como fibroblastos e células epiteliais. A expressdo destes
receptores ndo é estatica e pode ser rapidamente modulada em resposta a patdgenos, citocinas
e sinais de estresse celular. Ainda, os TLRs sdo encontrados tanto extra quanto
intracelularmente. Enquanto TLRs 1, 2, 4, 5 e 6 sdo expressos na superficie celular, outros
como TLRs 3, 7, 8 e 9 sdo encontrados em compartimentos intracelulares, como os
endossomos. Acredita-se que a maioria dos TLRs atue em forma de multimeros, sendo que
alguns formam heterodimeros e outros se associam a moléculas que ndo fazem parte da
familia dos TLRs (31).

O TLR4 foi o primeiro membro da familia a ser clonado e reconhece uma enorme
variedade de PAMPs, como lipopolissacarideo (LPS) presente em bactérias gram-negativas
(32), glicoinusitolfosfolipides (GIPLs) de Trypanossoma Cruzi (33), manana de Candida
albicans (34) e envelopes virais glicoproteicos (35). O LPS, também conhecido como
endotoxina, ¢ uma das moléculas com maior capacidade imunoestimuladora. Sua porcéao
lipidica chamada “lipid A" é responsavel pela maioria dos fendmenos patogénicos associados
as infeccdes por bactérias gram-negativas como, por exemplo, o choque séptico. Uma vez
livre, 0 LPS se associa com LPS-binding protein (LBP), uma proteina de fase aguda presente
na corrente sanguinea, e entdo se liga ao CD14 expresso na superficie celular de fagdcitos. O
LPS é em seguida transferido para a proteina MD-2, que se associa com a porcao extracelular
do TLR4 e culmina na oligomerizacao deste receptor que é a molécula central na sinalizagéo
do LPS (36). Consistente com a reduzida resposta as bactérias gram-negativas, camundongos
C3H-HeJ, que possuem deficiéncia no receptor TLR4, sdo excepcionalmente susceptiveis a
infeccdo por Salmonella typhimurium (37, 38).

Componentes de bactérias gram-positivas também estimulam o sistema imune inato.
Embora estas bactérias ndo possuam LPS, o acido lipoteicoico (LTA) parece funcionar de
maneira similar como um ativador do sistema imune. Lipoproteinas e peptideoglicanas, que
estdo presentes em bactérias gram-positivas e gram-negativas, também sdo potentes imuno
estimulantes (39). Neste contexto, o receptor TLR2 possui um papel central na deteccdo de
bactérias gram-positivas e esta envolvido no reconhecimento de diversos componentes
microbianos, incluindo LTA, lipoproteinas e peptidioglicanas e zimozan, uma glicana
presente na superficie de alguns fungos. O TLR2 interage com TLR1 e TLR6 para reconhecer
estas diversas estruturas presentes nos patégenos (40, 41). Em particular, os heterodimeros
TLR1/2 e TLR2/6 podem discriminar entre triacil e diacil-lipopeptideos, respectivamente. Em
adicdo, TLR10 parece se heterodimerizar com TLR2 e TLR1, embora o ligante deste

heterodimero ainda ndo esteja bem estabelecido (42). A importancia do TLR2 na defesa do
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organismo contra bactérias gram-positivas foi demonstrada usando-se camundongos
deficientes em TLR2, que se mostraram altamente susceptiveis ao desafio com
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae (43, 44).

A flagelina é o maior constituinte proteico do flagelo bacteriano, aparato utilizado para
locomocgdo de varios microorganismos patogénicos, e € um potente ativador de respostas
imunes inatas (45). TLR5 é responsavel pelo reconhecimento da flagelina, especificamente o
dominio D1 que é relativamente conservado entre as diferentes espécies. Bactérias
uropatogénicas e profilina de Toxoplasma gondii sdo reconhecidas pelo TLR11, embora o
componente especifico responsavel por essa ativacao ainda nao seja conhecido (46).

Interessantemente, os receptores associados ao reconhecimento de &cidos nucleicos,
TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 sdo expressos em vesiculas endociticas e compartimentos
lisossémicos (31). Dessa forma, os seus ligantes requerem internalizacdo para o endossomo
antes que a sinalizacdo do receptor seja iniciada. RNA de fita dupla (dsRNA) produzido
durante a replicacdo viral e seu andlogo sintético, acido poliinosinedeoxicitidilico (poly(l:C))
sdo reconhecidos pelo TLR3 e sdo potentes indutores de IFNs tipo | (47). Os genes do TLR7 e
TLR8 possuem grande homologia entre si, sendo que o TLR7 murino e o0 TLR8 humano
reconhecem fita simples de RNA (ssRNA), alguns nucleotideos andlogos da guanosina
(como a loxorribina) e componentes sintéticos de imidazoquinolinas (R848, Imiquimod, etc)
(48). O DNA genbmico bacteriano € reconhecido pelo TLR9 e bastante utilizado como
adjuvante em alguns modelos experimentais. Seu efeito estimulador se deve a presenca de
dinucleotideos CpG ndo metilados, em um contexto particular de bases denominado CpG-
DNA. Embora abundante no genoma bacteriano, os motivos CpG tem sua frequéncia
suprimida e sdo altamente metilados no genoma de mamiferos, ndo ativando as células do
sistema imune. Sequencias CpG-DNA possuem forte atividade imunoestimuladora incluindo
a inducdo de citocinas inflamatdrias e resposta do tipo Thl (49). Virus de DNA, incluindo
herpes simples virus (HSV) 1 e 2, e citomegalovirus murino (MCMV) também possuem
genomas que sdo ricos em motivos CpG-DNA e induzem a producdo de citocinas
inflamatorias e secrecdo de IFN tipo | em resposta a estimulagdo de TLR9 (50). Por fim, em
2012, trés grupos de pesquisa independentes identificaram RNA bacteriano de fita simples
(ssSRNA), mais precisamente a sequéncia conservada CGGAAAGACC do RNA ribossomal
23S, como um ligante de TLR13, receptor endossomal murino (51-53). Em adigéo,
componentes ndo associados a patdgenos, como moléculas enddgenas liberadas por células
em necrose, sdo0 comumente descritos como ligantes de TLRs. Tais “sinais de perigo”

enddgenos podem, em alguns casos, mimetizar os PAMPs e atuar como ligantes para 0s
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PRRs. Produtos da degradagdo do hialurano, fibronectina A, fibrinogénio e proteinas de
choque térmico sdo exemplos de ligantes potenciais aos TLRs, habitualmente denominados
DAMPs (Danger-associated molecular pattern).

A ligacdo dos componentes microbianos aos TLRs ativa diversas cascatas de
sinalizagdo que culmina na ativacdo de fatores de transcricdo como NF-kB e membros da
familia IRF (IFN-regulatory factor), com consequente producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas como TNF-a, IL-6, IL-12, IL-1pB, IFN-a, IFN-B ¢ CXCL10 além
da expressdo de moléculas coestimuladoras (CD80, CD86 e CD40) e moléculas do MHC
(54). Apds a ligacdo aos seus respectivos agonistas, os TLRs dimerizam e sofrem mudancas
conformacionais necessarias para o recrutamento de um conjunto de moléculas adaptadoras
qgue contém o dominio TIR, incluindo MyD88 (Myeloid differentiation factor 88), TIRAP
(Toll/interleukin-1 receptor (TIR)-domain-containing adaptor protein), TRIF (TIR-domain-
containing adaptor protein inducing IFN-5) e TRAM (TRIF-related adaptor molecule) (30).

Na Figura 1 é possivel observar a cascata de ativacdo dos TLRs de forma
simplificada. MyD88 participa da sinalizacdo de todos TLRs, com excecdo de TLR3. TLR2 e
TLR4 utilizam ainda TIRAP para mediar a interacdo entre MyD88 e as proteinas
subsequentes na cascata de sinalizacdo (55). Nas vias de sinalizagdo mediadas por TLR3 e
TLR4, a ativagdo de IRF-3 e inducéo de IFN-B sdo observadas de maneira independente de
MyD88. Neste caso, TRIF é a molécula adaptadora utilizada. Ainda, a proteina TRAM ¢é
especifica para a sinalizacdo de TLR4 independente de MyD88 e dependente de TRIF. De
maneira geral, MyD88 e TRIF sdo responsaveis pela ativacao de distintas vias de sinalizacdo,
que levam a producdo de citocinas pro-inflamatérias e interferons (IFNs) tipo |,
respectivamente (56).
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Figura 1. Vias de sinalizagéo dos receptores do tipo Toll (TLRs).

1.4 Subpopulacgdes de linfocitos T CD4*

Uma resposta imune eficiente depende da ativacdo de compartimentos especificos de
seu sistema, de acordo com a natureza do patdgeno presente. A coordenacdo desta resposta é
mediada principalmente pelos linfécitos T CD4", que durante o inicio de uma resposta imune,
se diferenciam em diferentes subpopulagdes efetoras.

As células T CD4" possuem uma notavel plasticidade e sdo capazes de se diferenciar
em varios subtipos celulares, baseadas essencialmente nas citocinas presentes no
microambiente durante a sua ativacdo. Estas moléculas soluveis sdo produzidas pelas APCs
em resposta aos diversos ligantes reconhecidos pelos TLRs (entre outros PRRs), mostrando
que estes receptores sdo fundamentais para o inicio e para o direcionamento adequado da
resposta imune adaptativa (57, 58). Isto é comprovado pelo fato de células T de camundongos
deficientes da proteina adaptadora MyD88 ndo apresentarem proliferacdo ou producdo de
niveis detectaveis de IFN-y em resposta a imunizacdo com OVA em CFA(59).

Ap0s a interacdo apropriada com o antigeno apresentado na superficie de moléculas do
MHC classe Il pelas APCs, as células T CD4" sdo ativadas e proliferam. Estas células podem
se diferenciar nas subpopulacfes efetoras, incluindo os classicos linfocitos T auxiliares do
tipo 1 (Thl) e 2 (Th2), as Th17, as celulas Th foliculares (Tfh), as células T reguladoras
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induzidas (iTreg) e as mais recentemente descritas Th9. A polarizagcdo para um perfil de
resposta Thl ocorre principalmente em altas concentragGes de IL-12 e IFN-y. Estas células
secretam citocinas pro-inflamatorias como IFN-y e TNF-a ¢ sdo especializadas no combate as
infeccdes por microorganismos intracelulares, uma vez que estdo envolvidas na ativacdo de
macrofagos, linfocitos T citotoxicos e producdo de anticorpos 1gG. De forma antagonica, a
polarizagdo para o perfil Th2 acontece na presenca de altos niveis de IL-4. Estas células
produzem IL-4, IL-5 e IL-13 e devido a sua capacidade de promover a producéo de IgE, sdo
importantes nas respostas contra helmintos, organismos extracelulares e sdo responsaveis pelo
desenvolvimento de quadros atopicos (5). A diferenciagdo em Th17, em camundongos, ocorre
na presenca de IL-6 e TGF-p. Estas células sdo responsaveis pela producdo de IL-17 e 1L-22 e
possuem um importante papel na eliminacdo de infec¢bes por fungos, especialmente em
superficies mucosas. Elas participam da ativacdo e recrutamento de neutréfilos, amplificando
a inflamacdo tecidual e estdo fortemente associadas a diversas sindromes autoimunes (60). As
células Treg, por sua vez, 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 e IL-10. Ambas as populagdes participam da manuten¢do da tolerancia
periférica e na prevencdo de doencas autoimunes (7). IL-6 e IL-21 contribuem para a
diferenciacdo das células Thf, um distinto subtipo de células T que expressa Bcl-6 e se
localiza nos foliculos de células B, nos orgéos linfoides (61). Apesar de produzirem IL-6 e IL-
10, a citocina de assinatura destas células é a IL-21. Elas auxiliam na maturacdo e
diferenciacdo das células B, e devido ao seu importante papel na selecdo de clones de células
B especificos para antigenos estranhos com alta afinidade, elas favorecem o desenvolvimento
de uma resposta humoral robusta enquanto auxiliam na manutencdo da tolerancia ao proprio
(62). Finalmente, as células Th9 se diferenciam na presenca de um balango entre TGF- e IL-
4 (63). Além da IL-9, as Th9 parecem produzir 1L-10 e IL-21 e, apesar de sua funcdo ser
frequentemente associada a doencas inflamatdrias, o seu papel ainda ndo é totalmente claro
(64).

Além dos mecanismos que regem a diferenciacéo e polarizagédo dos linfécitos T CD4",
a retracdo destas diferentes subpopulacbes efetoras tem um grande impacto no
estabelecimento de uma resposta imune focada e eficiente na eliminacdo dos patégenos e
também na manutencgdo 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 € denominada AICD. Originalmente
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descrita em hibridomas de linfécitos T (65), esta via de apoptose logo foi encontrada em
células Thl, Th2 (66) e, mais recentemente, em populacdes de células Th17 (67).

1.5 Morte Celular Induzida por Ativacao (Activation-Induced Cell Death — AICD)

Células T naive sdo encontradas principalmente nos 6rgéos linfoides secundarios, até o
momento em que elas sdo ativadas por antigenos exdgenos apresentados pelas APCs. Apos a
ativacdo, os linfdcitos T entram em uma fase de proliferacdo clonal, se diferenciam em células
efetoras e migram para os sitios de infeccdo ou inflamag&o. Apos a eliminacéo do antigeno, é
necessario que a populacdo de células T ativada seja eliminada. A alta capacidade
proliferativa dos linfdcitos especificos para o antigeno requer um controle efetivo de seu
tempo de vida, a fim de manter a homeostase das células T e prevenir o desenvolvimento de
doencas autoimunes e linfomas. Somente algumas células T que foram previamente expostas
ao antigeno sobrevivem e se tornam células T de memoria, que irdo responder mais rapida e
eficientemente ao mesmo antigeno em infecgdes posteriores (68).

Apoptose é um tipo de morte celular programada que permite a diminuicdo da
quantidade de linfocitos durante a fase de retracdo de uma resposta imune. Dois conceitos
para a indugdo de morte dos linfocitos T durante o encerramento da resposta imune devem ser
considerados: Morte Celular Induzida por Ativacdo (Activation-induced cell death — AICD) e
Morte Autdbnoma de Células T Ativadas (Activated T cell autonomous death — ACAD) (69,
70).

AICD é um processo de morte celular de linfécitos T desencadeada pela reestimulacéo
do complexo TCR/CD3. Durante a fase de expansao da resposta imune, as células T possuem
um fenétipo de resisténcia a AICD que gradualmente se altera para um estado de
sensibilidade durante a fase de contragdo da resposta. A principal via de AICD depende do
aumento na expressdo de FASL e da sua interacdo com o receptor de morte FAS na superficie
da ceélula alvo (65, 71). Em contraste, a morte celular por ACAD é causada pela privagédo de
fatores de crescimento e citocinas e ocorre por uma via intrinseca de apoptose que envolve a
mitocondria e possui como molécula central a proteina pro-apoptética BIM (8).

Duas mutagbes que ocorrem naturalmente em camundongos tém sido amplamente
utilizadas para estudar a importancia do sistema FAS/FASL na retracdo da populacdo de
células T expandidas durante uma resposta imune. Camundongos MRL/ lpr
(lymphoproliferation spontaneous mutation) apresentam uma diminuicdo dramatica da

expressdao de FAS na superficie celular. Por outro lado, camundongos MRL/gld (generalized
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lymphoproliferative disease) possuem uma mutacdo que resulta na geragdo de um FASL
defeituoso. Ambos o0s animais apresentam um fenotipo bastante semelhante, com
linfadenopatia e esplenomegalia causada pelo acimulo de linfocitos T ativados. A incidéncia
de doencas autoimunes nestes camundongos € bastante aumentada e ocorre em multiplos
6rgdos, indicando que o acumulo de células ativadas que deveriam morrer por AICD via
FAS/FASL ndo é apenas um problema de aumento dos 6rgdos linféides, mas sim um
distarbio grave nos processos de tolerancia periférica (12, 72-74). Em humanos, a ALPS
(Autoimune Lymphoproliferative Syndrome) é uma doenca linfoproliferativa com alta
incidéncia de linfomas, causada principalmente por deficiéncias na expressao de FAS, FASL
ou moléculas envolvidas na via de sinalizagdo, tais como caspase-8 e FADD (13).
Camundongos nocaute para BIM apresentam um fendtipo semelhante aos deficientes na
expressdo de FAS/FASL, com lifadenopatias, deficiéncia no desenvolvimento de células T e
doencas autoimunes (75).

Por muito tempo foi discutido na literatura qual seria o valor de cada uma destas
moléculas e vias de sinalizacdo na delecdo de linfdcitos T periféricos. Em 2008, publicacfes
utilizando camundongos duplo nocaute para FAS e BIM mostraram que ambas as vias sao
complementares e sinérgicas, tanto para conter o aparecimento de sindromes autoimunes
como na contragdo de populagdes expandidas. A teoria mais aceita atualmente sobre a
participacdo de FAS/FASL e de BIM na eliminacdo dos linfécitos T que sofreram expansdo
clonal leva em consideracdo a forma e a duracdo da apresentacdo dos antigenos estranhos.
Durante infeccGes agudas, o antigeno apresentado pelas APCs é rapidamente eliminado.
Dessa forma, a concentracdo de fatores de sobrevivéncia se torna limitante e a morte dos
linfocitos T ocorreria preferencialmente por um mecanismo dependente de BIM (76).
Entretanto, quando o antigeno persiste, como em casos de infeccdo cronica, os linfocitos T
permanecem recebendo estimulos de sobrevivéncia, evitando assim, a ativagdo da via
dependente de BIM. Nesta situacao, a ativagédo cronica dos linfécitos T induziria a expressao
de FASL que agiria de forma autocrina ou paracrina, eliminando os linfécitos T por AICD
(77). Neste caso, a expressao de FASL poderia também induzir a morte das APCs, o0 que
limitaria a estimulacdo pelo antigeno, diminuindo a quantidade de sinais de sobrevivéncia,
desencadeando nos linfocitos T uma morte dependente de BIM (78).

O mecanismo molecular da AICD, processo de morte alvo deste trabalho, depende da
interacdo do receptor de morte FAS com seu ligante cognato FASL, ocorrendo, portanto, por
uma via extrinseca de apoptose (79, 80). O receptor FAS é uma proteina transmembrana,

membro da superfamilia dos receptores de TNF. E constitutivamente expresso em uma
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variedade de células, incluindo células B e T e pode ter sua expressdao aumentada apos a
ativacgéo celular (81).

Em contraste, FASL é sintetizado como uma proteina transmembrana, cuja expressao
é limitada a poucos tipos celulares e pode ser altamente induzida em linfécitos T apos a
estimulacdo do TCR (82, 83). Sua porgédo extracelular pode ser clivada da membrana por
metaloproteases para se tornar secretada, sendo que a forma solivel de FASL parece ser em
grande parte inerte como um ligante indutor de morte (84). No entanto, é evidente que na
maioria dos casos a ligacdo de FAS com FASL associado a membrana, seja de maneira
autdcrina ou parécrina, induz rapidamente uma cascata auto-catalitica, que resulta na morte
celular por apoptose (85, 86).

A estimulacdo do receptor FAS pelo seu ligante induz a formacdo de um complexo
multimolecular denominado DISC (death-inducing signaling complex). DISC é formado por
moléculas de FAS oligomerizadas, geralmente triméricas e uma molécula adaptadora que
contém um dominio de morte (Death domain — DD) chamada FADD (FAS-associated death
domain). FADD se liga ao FAS através de interacbes homotipicas entre os dominios DD de
ambas as proteinas e medeia a interacdo e dimerizacdo da procaspase-8 (ou procaspase-10).
Esta procaspase sofre ativacdo autocatalitica, desliga-se do DISC e ativa caspases efetoras,
como caspase-3, -6 e -7 (87). Estas caspases ativadas podem entdo clivar uma variedade de
substratos, como enzimas reparadoras de DNA, proteinas estruturais, endonucleases e outros
constituintes celulares, promovendo a apoptose da célula (81, 88, 89). Em paralelo, esta via
pode sofrer uma amplificacdo dependente da mitocondria, na qual a caspase-8 ativada no
DISC cliva BID (90), um membro prd-apoptdtico da familia BCL-2, gerando um fragmento
truncado denominado tBID. Este fragmento cliva outras proteinas pro-apoptoticas, tais como
BAX ou BAK (91), aumentando a permeabilidade da membrana externa da mitocéndria e
promovendo a liberagdo do citocromo ¢ para o citoplasma. O citocromo c liga-se a APAF-1
(apoptotic-protease-activating factor-1), que, por sua vez, recruta a procaspase-9 formando
um complexo de proteinas chamado apoptossomo. Este complexo, na presenca de ATP,
permite a ativagdo de procaspase-9 e subsequente ativagdo de procaspase-3, molécula

responsavel pela indugdo dos principais fenotipos apoptdéticos (92) (Figura 2).
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Figura 2: Via extrinseca de apoptose e sua amplificacdo mitocondrial.

Diversos fatores contribuem para a inducdo de um estado de susceptibilidade a AICD
dos linfécitos T e participam da regulacdo deste processo de morte por apoptose. cFLIP é um
potente inibidor da ativacdo de caspases no DISC (93). cFLIP é homdlogo as procaspases
iniciadoras, porém, com um dominio catalitico inativo. A razdo entre cFLIP e procaspases no
DISC determina se a apoptose serd ou nao iniciada (94). Ap0s a ativacgdo inicial da célula T,
cFLIP é fortemente regulado positivamente. O aumento na sua expressdo se correlaciona com
a resisténcia das células T recentemente ativadas a inducdo de apoptose dependente de FAS.
Em células T expandidas, sensiveis ao FASL e a AICD, os niveis de cFLIP diminuem,
sugerindo que esta molécula € uma reguladora central que torna os linfocitos T suscetiveis a
AICD dependente de FAS. O papel de cFLIP na AICD é ressaltado pela observacédo de que a
coestimulagdo via CD28 resgata as células T da apoptose (95-97). Essa coestimulagdo é
seqguida por uma regulacdo positiva da expressdo de cFLIP, o qual anula a ativacdo de
procaspase-8 no DISC (97, 98).

Os lipids rafts também tém 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. Por meio deles, ocorre a organizacao de proteinas sinalizadoras,
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moléculas adaptadoras e receptores de superficie em um mesmo ponto da membrana celular.
A estimulagdo do TCR de células T CD4" resulta em redistribuicdo das moléculas de FAS
para dentro dos lipids rafts, aumentando a susceptibilidade das células a apoptose (99, 100).

Outro importante ponto de regulacdo da AICD ocorre por meio da modulacdo na
expressdo génica de FASL, tema que é amplamente estudado por ser um evento central na
regulacdo da vida e morte de diversos tipos celulares, principalmente linfécitos T maduros. O
fator de transcricdo NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) é ativado pela estimulacédo do
complexo TCR/CD3 e parece ser o regulador central da expressdo de FASL. Camundongos
mutantes para NFAT apresentam expresséo deficiente de FASL e em alguns modelos
desenvolvem doencas linfoproliferativas (101, 102). Apesar do promotor de FASL apresentar
um unico sitio de ligacdo com o fator de transcricdo NF-kB, este parece mediar diversos
estimulos apoptoticos que usam a via de FAS/FASL (103, 104). No promotor do FASL
existem ainda sitios de ligacdo consenso para Egr (Early growth response genes), membros da
familia IRF (Interferon regulatory factors), AP-1 (Activator Protein-1), c-Myc, FKHRL1
(Forkhead transcription factor 1) e SP-1 (secretory protein 1).

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 bloguear o aumento
de FASL em hibridomas, interferindo com o processo de apoptose por AICD (105). O
repressor transcripcional ICER (Inducible cAMP early repressor) € induzido rapida e
fortemente pelo aumento nos niveis de AMPc e pode ocupar sitios de ligacdo consenso que
sdo utilizados por diversos fatores de transcricdo, impedindo a correta transcricdo génica
mediada por estes fatores transcripcionais (106). O fator de transcricdo CIITA (MHC class 1l
transactivator), bem como o acido retindico, podem bloquear a funcdo de NFAT e inibir a
transcrigdo de FASL (107, 108). Finalmente, TGF-B pode igualmente inibir a expressdo de
FASL via reestimulacdo do TCR, através da modulacdo negativa da expressdao de c-Myc
(109).

Em resumo, a regulacdo da morte celular dependente de FAS/FASL é complexa e
envolve alteragcbes na transducdo de sinal, ativacdo de caspase-8 e localizacdo do receptor
FAS, bem como na modulacdo da expressdao génica de FASL que & um mecanismo
extremamente regulado, no qual diversos fatores de transcricdo agem de forma aditiva,
antagbnica e/ou sinérgica, fazendo com que a somatéria de todas estas influéncias tenha como

consequéncia o resultado mais apropriado.
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1.6 Prostaglandina Ez

A ativacdo dos TLRs, além de fundamental para controlar a producdo de citocinas e
quimiocinas citadas anteriormente, participa da regulacdo de diversos mediadores lipidicos.
Um exemplo deles é a prostaglandina Ez, que pode ter a sua producdo regulada através da
estimulacdo de praticamente todos TLRs (110, 111).

As prostaglandinas (PG) sdo moléculas derivadas de lipidios, geradas pelo
metabolismo do 4acido araquiddnico através da acdo de diversas enzimas. O acido
araquidonico € liberado a partir de fosfolipideos da membrana plasmaética pela acdo da enzima
fosfolipase A2 e é entdo processado pelas ciclooxigenases (COX) -1 e -2. A COX-1 ¢
descrita, raras excecdes, como sendo constitutivamente expressa, participando da manutencao
dos niveis basais das PGs, exercendo funcbes de homeostase fisiologica (112). Por outro lado,
a expressdao de COX-2 € induzivel e pode ser estimulada por diversos agentes pro-
inflamatorios, especialmente durante processos infecciosos (113, 114). Em adicdo, o grupo
de Dan Simmons publicou em 2002 o descobrimento de uma nova isoforma de COX em caes,
chamada de COX-3(115). No entanto, em roedores e humanos, COX-3 parece codificar uma
proteina com a atividade de ciclooxigenase questionavel (116).

A ativacdo de COX-1 e COX-2 resulta na geracdo de PGG: que é reduzida,
produzindo a intermediaria PGH>. Esta prostaglandina é bastante instavel e rapidamente sofre
a acao de isomerases e oxido-redutases que a convertem nas cinco principais prostaglandinas
com efeitos fisioldgico relevantes. S&o elas: PGEz, PGl,, PGD2, PGF», e tromboxano (TXA)
(117, 118).

A PGE> é 0 mais abundante prostandide encontrado no corpo humano, produzida em
diversas condigOes, especialmente durante a resposta imune. A isomerizacdo de PGH. em
PGE: é catalisada por 3 diferentes PGE sintases, sendo uma PGE sintase citosolica e outras
duas ligadas a membrana citoplasmatica chamadas mPGES-1 e mPGES-2. A PGE sintase
citosdlica e a mMPGES-2 sdo constitutivas enquanto que mPGES-1 em geral ¢ induzida. E
postulado que a PGE sintase citosolica utiliza PGH. produzida por COX-1 enquanto que
mMPGES-1 usa a PGH: derivada da COX-2. A mPGES-2 pode usar ambas as fontes de PGH>
(119, 120). A mPGES-1 é regulada positivamente em resposta a diversos estimulos pro-
inflamatorios e mitogénicos com o concomitante aumento na expressdo de COX-2. Citocinas
como IL-1B, TNF-a e a estimulagcdo de TLR4 com LPS sao alguns dos indutores de mPGES-1
(121).
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As fungbes bioldgicas da PGE> abrangem efeitos nos sistemas reprodutivo,
gastrintestinal, cardiovascular, nervoso e imunolégico. A PGE> geralmente atua como um
importante mediador pro-inflamatério envolvido na inducdo de todos os sinais cardinais da
inflamacéo: edema, calor, vermelhidao e dor. Isso € produzido como resultado de sua a¢do no
aumento da permeabilidade vascular e do fluxo sanguineo no tecido inflamado, hiperalgesia e
acdo nos neurdnios sensoriais periféricos dentro da area afetada (122, 123). Sua influéncia no
sistema imune é complexa, tendo acdo em varios tipos celulares, como macrofagos, DCs,
linfécitos B e T, causando efeitos tanto anti, quanto pro-inflamatérios.

Para se explicar a grande diversidade de efeitos que a PGE, desempenha, diversos
fatores devem ser considerados. Dentre eles, a sua concentracdo no microambiente, o tecido
alvo de sua acdo, o estado de diferenciacdo da célula alvo e principalmente o receptor pelo
qual ela sera reconhecida. A PGE: se liga a quatro receptores especificos, chamados EP (EP1-
4), sendo que existe heterogeneidade quanto as proteinas G acopladas a estes receptores (124,
125).

Os EPs foram originalmente classificados quanto a sua funcdo nos musculos lisos,
sendo divididos em basicamente dois grupos. O primeiro, denominado “relaxante” ¢ formado
por EP2 e EP4, que se acoplam a proteina Gs. Quando estes receptores sao acionados, ocorre a
ativacdo da adenilato ciclase (AC) com o consequente aumento na producédo de cAMP (Cyclic
Adenosine Monophosphate) e ativacdo de PKA (Protein kinase A). Embora ambos os
receptores compartilhem a mesma via de sinalizacdo, eles diferem no comprimento de sua
sequencia C-terminal e, portanto, possuem sensibilidade diferente a fosforilacdo e
dessensibilizacdo (126, 127). Mais recentemente foi descrita uma nova via dependente de
AMPc, mas independente de PKA, que é mediada pelo EPAC (Exchange protein directly
activated by cAMP) e culmina na ativacdo de PKB (Protein kinase B) (128). Em contraste, 0s
receptores EP1 e EP3 estdo envolvidos na contragdo da musculatura lisa e fungdes inibitorias,
estando acoplados a proteina Gq e Gi, respectivamente. Atuam elevando os niveis de célcio
intracelular e inibindo 0 aumento de CAMP (129).

Em relacdo a distribuigdo tecidual dos EPs, foi demonstrado que EP2 e EP4 estdo
amplamente distribuidos em quase todos os tecidos de camundongos, enquanto a expressao
do mRNA de EP1 é restrita a alguns orgdos, tais com, rim, pulméo e estémago e o EP3 é o
menos abundante de todos os receptores (130). A analise de expressao destes receptores em
células do sistema imune mostrou uma ampla distribui¢do, sendo que tanto DCs e macrofagos

(131, 132), como linfécitos B e T (133) podem expressar 0s quatro subtipos.
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A PGE: pode atuar em diversas fases da vida do linfocito T, desde o seu
desenvolvimento, ativacdo, maturacéo e até durante a realizacdo de suas fungdes efetoras. Por
exemplo, o aumento de AMPc via receptor EP2 e EP4 parece mediar a protecdo de timocitos
duplo-positivos da morte por selecdo negativa (134). O receptor EP2 também esta envolvido
na inibicdo da proliferacdo de células T causada pela PGE> (135, 136). Ainda, a PGE> pode
favorecer a maturacéo das DCs, induzir a expressdo de moléculas coestimuladoras, a captura
dos antigenos e o homing para os linfonodos, aumentando a ativacdo de linfécitos T. Por
outro lado, este mediador lipidico suprime a diferenciacdo do subtipo de linfécitos T CD4*
Thl, favorecendo um padrdo de resposta Th2 (137). Em adicdo, foi demonstrado em
diferentes modelos experimentais e tipos celulares o importante papel da a PGE. na
modulacdo da morte por apoptose (138-140).

Em 1999, Porter e Malek mostraram pela primeira vez um mecanismo pelo qual a
PGE> exerce seu efeito antiapoptético. Induzindo AICD em esplendcitos ativados ou na
linhagem celular 2B4.11.13, eles demonstraram que a inibi¢do da apoptose pela PGE: envolve
a modulacdo negativa do ligante de morte FASL nas células T, tanto em nivel de mRNA,
guanto de proteina (141). Em 2001, Yarovinsky e Hunninghake, utilizando um modelo in
vitro, mostraram que fibroblastos do pulméo resgatam as células T da AICD através da
secrecdo de PGE, que inibe a ativacdo de caspase-3 e caspase-8 e consequentemente a
apoptose (142). Em 2007, o grupo de Gjomarkaj publicou um trabalho demonstrando que a
PGE: secretada no fluido pleural apos a ativagdo de macrofagos com LPS, prolongava a vida
de um subgrupo especifico de linfécitos T (CD45R0O+), resultando na diferenciacdo destas
células no espaco pleural inflamado (143). Ainda em 2007, o grupo de Martin-Sanz mostrou
que hepatdcitos de animais transgénicos que superexpressam COX-2 sdo resistentes a morte
induzida via FAS e que blogueando o acumulo de PGE; no figado, esta resisténcia é
suprimida (144). Finalmente, um trabalho publicado pelo nosso grupo de pesquisa em 2008
demonstrou que APCs ativadas com LPS via TLR4/MyD88 produzem PGE: que inibe a
AICD de células T CD4". Neste trabalho células de exsudato peritoneal (PEC), BMDC (Bone
Marrow Derived Dendritic Cells) e a linhagem macrofagica J774 tiveram o seu sobrenadante
recolhido apds o estimulo com LPS. Este sobrenadante foi adicionado aos linfocitos T CD4
(hibridoma DO11.10 e blastos) estimulados com anti-CD3 adsorvido em placa, estimulo que
mimetiza a AICD. Verificou-se que a PGE> presente no sobrenadante agiu via seus receptores
EP2 e EP4, bloqueando a expressio de FASL e inibindo a apoptose (15). E importante

ressaltar que este trabalho foi inteiramente realizado in vitro e que foi utilizado um modelo
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experimental que possui a deficiéncia de ndo considerar o contato celular a os co-estimulos

provenientes do mesmo.

Sendo assim, este projeto teve como objetivo ampliar o conhecimento nesta area,
utilizando um modelo experimental mais complexo e préximo ao fisioldgico, partindo da
hipdtese de que, durante o processo de apresentagdo antigénica, a expressdo de FASL e a
morte dos linfocitos T CD4* pode ser modulada pelo microambiente de maneira
dependente da ativacdo de TLR e/ou producéo de PGEo-.
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6 CONCLUSAO

Concluimos que a regulacdo da expressdo de FASL em linfécitos T CD4" ocorre
durante o processo de apresentacdo antigénica, quando na presenca de um padrdo molecular
associado a patégeno (LPS e CFA). Esta modulacdo ocorre, a0 menos em parte, pela atuacao
de PGE> e tem um impacto na morte das células envolvidas promovendo a sobrevivéncia dos

linfdcitos especificos.
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