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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.

Palavras chave: linfécito, quinase, IFN-y, IL-4.

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.

Key words: lymphocyte, kinase, IFN-y, IL-4.

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.
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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
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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.

31



2. OBJETIVOS

= Verificar o papel da p38MAPK no periodo inicial do processo de
ativagdo dos linfocitos T mantidos sob condi¢cdes diferenciadoras
Th1/2;

= Verificar o papel da proteina quinase MSK1/2, que é ativada pela
p38MAPK, no periodo inicial de diferenciagdo das células T CD4"
naive;

= Verificar se a p38MAPK e a MSK1 estdo relacionadas com a
modulagdo da expressao dos receptores de citocinas IL12Rp2 e
IL4Ra;

= Verificar se as células duplo-positivas sdo as células responsaveis

pela plasticidade dos linfocitos T.
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3. MATERIAL E METODOS

Os protocolos utilizados no desenvolvimento desta tese foram
aprovados pelos Comités de Etica em Pesquisa de Experimentagdo Animal e
Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos do ICB/USP (732/CEP).
Como as amostras de sangue de corddo umbilical foram coletadas no
Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo (HU/USP), o projeto
também foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos do HU/USP (414/03).

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos C57BI/6, com idade entre 4 e 6
semanas, obtidos do Biotério de Camundongos Isogénicos do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo e/ou do biotério da
Escola Paulista de Medicina, Unifesp (doados pelo Prof. Dr. Niels Olsen
Saraiva Camara). Os animais foram mantidos, tratados e manipulados
conforme as normas estabelecidas pelo “Guide for the care and use of
laboratory animals® (NIH, National Institute of Health). Em alguns
experimentos foram utilizadas células do camundongo deficiente para MSK1,
com background genético C57BI/6. As células desses animais nos foram
gentilmente concedidas pelo Dr. Simon Arthur, da Universidade de Dundee —
Escocia. As células do baco e da medula 6ssea foram retiradas desses
animais, congeladas em soro fetal bovino e DMSO e enviadas em gelo seco.
Apds 5 dias de transporte, as células chegaram ao Brasil (ainda congeladas)
e foram imediatamente utilizadas nos experimentos.

Foram utilizados ainda camundongos RAG1 deficientes, na tentativa
de expandir as células dos camundongos MSK1 deficientes. As células
expandidas foram utilizadas em experimentos similares aos realizados com

as células dos animais MSK1 deficientes doados.
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3.1.1 Isolamento de linfécitos T CD4" naive murinos

Os linfocitos T CD4" foram isolados a partir de suspens&o unicelular do
baco e linfonodos iguinais superficiais e popliteos dos camundongos, por
selecdo negativa utilizando MACS Beads e colunas magnéticas, conforme
instrugdes do fabricante (Miltenyi Biotec Inc. — Auburn, CA, EUA). Células totais
do bago e dos linfonodos foram ressuspendidas em tampao MACS (PBS pH
7,2 0,5%BSA 2 mM EDTA) 1x10” células em 40 ul de tampao foram marcadas
magneticamente com um coquetel de anticorpos monoclonais conjugados a
biotina (CD8*, CD11b, CD45R, DX5 e Ter-119). Foram adicionados 10 ul do
coquetel biotina-anticorpo para cada 1x10’ células. Foi feita a incubada a 4°C
por 10 minutos. Apds a incubacgao, adicionou-se 30 ul de tampao MACS e 20 ul
de anticorpos secundarios anti-biotina conjugados a pérolas magnéticas
(microbeads) para cada 1x10” células. Foi feita uma segunda incubag&o a 4°C
por 15 minutos. Apds este periodo, adicionou-se 2 ml de tampao MACS para
cada 1x10’ células. A suspenséo celular foi centrifugada a 300g por 10 minutos
a 4°C, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em
500 wl de tampdo MACS. As células ndo-CD," marcadas magneticamente
foram depletadas pela sua retengdo através da passagem da suspenséo de
células por coluna sob campo magnético, enquanto as células ndo marcadas
(CD4") passam pela coluna livremente. Em seguida as células n&o-CD," foram
eluidas apos a retirada da coluna do campo magnético por meio de pressao. O
grau de pureza das células isoladas foi avaliado por citometria de fluxo (FACS
Calibur ou FACS Vantage SE — Becton, Dickinson and Company — Franklin
Lakes, NJ, USA). Aliquotas de 2x10° células em 500 ul de PBS contendo 1%
de soro bovino fetal (Invitrogen Corporation — Carlsbad, CA, EUA) e 0,1% de
azida sodica foram incubadas com os seguintes anticorpos monoclonais: anti-
CD3 Cy-Chrome (17”2), anti-CD4 PE (GK1.5), anti-CD8 FITC (53-6.7), anti-
CD11b FITC (M1/70) e anti-CD19 PE (1D3) (BD-Pharmingen). As células foram
incubadas durante 30 minutos a 4° em local protegido da luz. Em seguida,
foram efetuadas duas lavagens em PBS contendo 1% de soro bovino fetal
(Invitrogen) e 0,1% de azida sddica. As células foram ressuspendidas em 500

ul desta mesma solugéo e submetidas a analise em citdmetro de fluxo (FACS
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Calibur). Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do software FlowJo
(Tree Star, Inc. — Ashland, OR, EUA). Todos os anticorpos utilizados eram da

BD Biosciences.
3.1.2. Reconstituicao de linfécitos T do camundongo RAG 1 deficiente

Parte das células da medula 6ssea das células dos camundondos
deficientes em MSK1, enviados pelo Dr. Simon J. Arthur da Universidade de
Dundee foram injetadas nos camundongos RAG1 deficientes. Para tanto, 1x10*
células foram ressuspendidas em PBS e injetadas por via intraperitoneal em
animais RAG1-/-. Apés trés semanas, aproximadamente, foram coletados
100ul de sangue do plexo ocular do animal com o auxilio de um capilar de vidro
estéril. As hemacias foram lisadas com 10 ml de tampao ACK (1.5M NH4CI,
100mM KHCO3;, NaEDTA — pH 7.2) e as células foram marcadas com os
seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD3 Cy-Chrome (17”2), anti-CD4 PE
(GK1.5), anti-CD8 FITC (53-6.7) (BD/Pharmingen). As células foram
visualizadas por citometria de fluxo (FACS Calibur) e analisadas através do

FlowdJo (Tree Star) para aferigdo da efetividade do protocolo.
3.2. Linfécitos humanos

O sangue do cordao umbilical foi coletado apds o parto, no Hospital
Universitario da Universidade de S&o Paulo, mediante a autorizagcdo do
paciente através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O protocolo
para obtengcdo do sangue de cordao umbilical e sua utilizagdo nestes estudos
foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisas envolvendo Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas — USP (732/CEP). Como as
amostras de sangue de corddo umbilical s&o coletadas no Hospital
Universitario da Universidade de Sao Paulo (HU/USP), o projeto também foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do
HU/USP (414/03). Os certificados estdo em anexo.

Os critérios para a coleta de sangue foram: a mae deveria ter mais de

18 anos e ndo ser portadora de HIV ou hepatite C.
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3.2.1. Isolamento de linfocitos T CD4" naive de cordao umbilical humano

Linfécitos T CD4™ naive foram obtidos do sangue proveniente do cord&o
umbilical de doadoras saudaveis com idade entre 18 e 35 anos atraveés de
separagcdo por RosetteSep (Stem Cell Technologies). Resumidamente, as
amostras de sangue foram misturadas com Rosette Sep antibody cocktail de
modo que as células indesejadas foram ligadas as hemacias em complexos
tetraméricos com os anticorpos ligados a superficie destas células. O sangue
foi diluido com PBS contendo 2% de soro bovino fetal na proporgao 1:1 e
colocadas sobre Ficoll-Paque (GE Healthcare — Uppsala, Suécia). Apos
centrifugagdo a 1200 g por 20 minutos a 20°C, as células T CD4" foram
coletadas da interface, lavadas 2 vezes em Hanks' Balanced Salt Solution
(HBSS — Cambrex Bio Science — Walkersville, MD, EUA) por meio de
centrifugagéo a 300g por 10 minutos a 20°C. As células foram quantificadas e a
viabilidade verificada pela utilizagdo de azul de Trypan (Cambrex Bio Science).
Posteriormente, as células foram mantidas sob condi¢des diferenciadoras.

O grau de pureza das células isoladas foi avaliado por citometria de
fluxo (FACS Calibur ou FACS Vantage SE). Aliquotas de 2x10° células em 500
ul de PBS contendo 1% de soro bovino fetal (Invitrogen) e 0,1% de azida
sodica foram incubadas com anticorpos monoclonais: anti-CD3 FITC (UCHT1),
anti-CD4 Cy Chrome (RPA-T4), anti-CD8 PE (HIT8a), anti-CD11b/Mac-1 Cy-
Chrome (ICRF44) e anti-CD19 FITC (HIB19) (BD/Pharmingen). As células
foram incubadas durante 30 minutos a 4° em local protegido da luz. Em
seguida foram efetuadas duas lavagens em PBS contendo 1% de soro bovino
fetal (Invitrogen) e 0,1% de azida sodica. As células foram ressuspendidas em
500 ul desta mesma solugcdo e submetidas a analise em citdmetro de fluxo
(FACS Calibur — BD Biosciences). Os dados obtidos foram analisados com o
auxilio do software FlowJo (Tree Star). Todos os anticorpos utilizados eram da
BD Biosciences.

3.2.2. Isolamento das células mononucleares do sangue periférico

Sangue periférico (PBMCs — peripheric mononuclear blood cells) foram

obtidas de doadores saudaveis e as células mononucleares foram isoladas por
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centrifugagdo em gradiente Ficoll-Paque (GE Healthcare). Apds centrifugacéo a
900g por 30 minutos a 20°C, as células mononucleares do sangue periférico
foram coletadas na interface e lavadas trés vezes em HBSS (Cambrex Bio
Science) por meio de centrifugagdo a 400g por 10 minutos a 20°C. As células
foram quantificadas e a viabilidade verificada pela utilizagdo de azul de Trypan
(Cambrex Bio Science).

3.2.3. Marcacao dos linfécitos de sangue periférico para separagao celular
por citometria de fluxo

Aliquotas de 1x10° células em 500 ul de PBS contendo 1% de soro
bovino fetal (Invitrogen) e 0,1% de azida sddica foram incubadas com
anticorpos monoclonais anti-CD4 Cy Chrome (RPA-T4), anti-CXCR3 FITC,
anti-CCR4 APC (BD/Pharmingen). As células foram incubadas durante 30
minutos a 4° em local protegido da luz. Em seguida foram efetuadas duas
lavagens em PBS contendo 1% de soro bovino fetal (Invitrogen) e 0,1% de
azida soédica. As células foram ressuspendidas em 500 ul desta mesma
solugédo e submetidas a separagéo celular em citbmetro de fluxo (FACS Aria —
BD Biosciences). Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do software
FlowdJo (Tree Star).

3.3. Diferenciagao dos linfocitos T murinos ou humanos

Linfécitos T CD4"naive (0.5x10%mL) foram estimulados com anti-CD28
soluvel (1 ug/mL) e anti-CD3 ligado a placa de cultura (1 ug/mL) na presenca
de rlL-2 (10 U/mL — BD Pharmingen) e, quando indicado, sob condigdes
diferenciadoras Th1 (rlL-12p70, BD Pharmingen e anti-IL-4) ou Th2 (rIL-4, BD
Pharmingen, e anti-IFN-y). Quando apropriado, o inibidor das isoformas a e 3
da p38MAPK (SB203580, Calbiochem, San Diego, CA, EUA). O inibidor foi
adicionado 30 minutos antes das células serem submetidas as condi¢des
diferenciadoras. O inibidor foi utilizado nas seguintes concentragdes: 5uM, 10
uM e 20 uM. Apéds esse periodo, transferimos as células para o pogo onde o
anti-CD3 estava ligado a placa e adicionamos o meio com as citocinas e
anticorpos neutralizantes das respectivas condigdes de diferenciacéao,
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mantendo as células na presencga do inibidor durante todo o periodo de
diferenciacéo.

3.4. Deteccao de citocinas intracitoplasmaticas

Apos periodos pré-determinados de incubacdo em condigdes
diferenciadoras, as células murinas e/ou humanas foram recuperadas, lavadas
e fixadas conforme as instrugbes do fabricante com o kit Cytofix/Citoperm
Plus™ com Golgiplug™. Resumidamente, as células foram centrifugadas a
300g por 10 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi coletado e a
viabilidade foi verificada com Trypan blue. As células foram ressuspendidas em
meio completo e 2 x10° células foram estimuladas em meio completo contendo
com 40 ng/ml PMA (fitohematoaglutinina — PHA/Sigma — Aldrich), 10 mM
ionomicina (Sigma — Aldrich) e BD Golgiplug™ (90% DMSO e 10% brefeldina
A) por 4 horas a 37°C 5% CO,. Apds a incubagdo, as células foram
centrifugadas a 300g por 10 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante
foi descartado e as células foram permeabilizadas com 100 ul de
Cytofix/Cytoperm solution (4% paraformaldeido) e incubadas por 20 minutos a
4°C. Foram acrescentados 150 ul de BD Perm/Wash solution, as células foram
centrifugadas a 300g por 10 minutos a temperatura ambiente, ressuspendidas
em 250 ul de BD Perm/Wash solution e incubadas com anticorpos especificos
para as citocinas IL-4 (PE) e IFN-y (APC) (Pharmingen — BD Biosciences). Em
seguida foram efetuadas duas lavagens em PBS contendo 1% de soro bovino
fetal (Invitrogen) e 0,1% de azida sodica. As células foram ressuspendidas em
500 ul desta mesma solugcdo e submetidas a analise em citdmetro de fluxo
(FACS Vantage SE ou FACS Calibur — BD Biosciences) sendo seu padréao de
citocinas intracitoplasmaticas qualificado e quantificado.

3.5. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

Apos periodos pré-determinados de diferenciagdo o sobrenadante foi

coletado e a produgao de citocinas (IL-5 para as células murinas e IFN-y para
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as células humanas) foi mensurado por ELISA (OptEIA mouse IL-5 ELISA kit
ou OptEIA human IFN-y ELISA kit — Pharmigen/BD Biosciences). A leitura e

analise foram feitas em espectrofotdmetro Spectramax 190 a 450nm.

3.6. siRNA MSK1

A transfeccdo com siRNA para MSK1 foi realizada utilizando o siRNA
especifico para MSK1 (Santa Cruz Biotechnology — Santa Cruz, CA, EUA). Os
linfocitos T CD," naive foram isolados com Rosette Sep (Stem Cell
Technologies) e mantidos em cultura por 24h em meio sem antibiético. Apos 24
horas foi feita a transfeccdo do siRNA utilizando o DMRIE-C (Invitrogen). As
células foram incubadas por 4 horas a 37°C a 5% CO,; em meio sem soro e
sem antibiotico. Em seguida, as células foram lavadas em meio completo e
mantidas em meio complementado com citocina recombinante e anticorpos
neutralizantes conforme as condigdes diferenciadoras Th1 ou Th2.

Esta técnica consiste no silenciamento da expressdao do RNA mensageiro
da MSK1. Primeiramente, duplas fitas longas de RNA (aproximadamente 200
pares de bases) sdo inseridas nas células por lipossomas. Apds a introducéo
das duplas fitas nas células, elas entram na via comumente referida como via
do RNA de interferéncia. Primeiramente as duplas fitas de RNA sao
processadas por uma enzima RNase like chamada Dicer (que é da propria
célula) em pequenos RNAs interferéncia com 19-21 pares de bases com dois
nucleotideos fita simples 3’ em cada extremidade. Posteriormente, os siRNAs
se anelam com complexos contendo a endoribonuclease conhecida como
complexos silenciadores conhecidos induzidos pelo RNA (RNA-induced
silencing complexes - RISCs), de maneira ainda desconhecida.
Subsequentemente, a RISC ativada liga-se aos transcritos complementares
através de interagbes de pareamentos de bases entre a fita SiRNA anti-sense e
o RNAm complementar. O RNAm ligado é clivado e ocorre a degradacao da
sequéncia especifica do RNAm, resultando assim no silenciamento do gene. O
pool de oligonucleotideos utilizados estao listados abaixo:

Fita A — GGAUGCAGAAGAAUCAAA, nuc. 1066
Fita B— CUCCAUCUAUUCUCUUCAA, nuc. 1281
Fita C — GGAAGCCAAUACUCAGAAA, nuc. 1528
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Estes siRNA silenciam o RNAm da MSK1 (NM_153587). A sequéncia da
proteina resultante do RNA mensageiro da MSK1 esta representada a seguir:

>|ribosomal protein S6 kinase, polypeptide 5 (sinbnimo da MSK1)

MEGEGGGSGGAGTSGDSGDGGEQLLTVKHELRTANLTGHAEKVGIENFELL
KVLGTGAYGKVFLVRKISGHDAGKLYAMKVLKKATIVQKAKTTEHTRTERQVL
EHIRQSPFLVTLHYAFQTETKLHLILDYINGGELFTHLSQRERFTEHEVQIYVGE
IVLALEHLHKLGIIYRDIKLENILLDSNGHVVLTDFGLSKEFVADETERAYSFCGT
IEYMAPDIVRGGDSGHDKAVDWWSLGVLMYELLTGASPFTVDGEKNSQAEIS
RRILKSEPPYPQEMSTVAKDLLQRLLMKDPKKRLGCGPRDAEEIKEHLFFEKIK
WDDLAAKKVPAPFKPVIRDELDVSNFAEEFTEMDPTYSPAALPQSSERLFQGY
SFVAPSILFKRNAAVIDPLQFHMGVDRPGVTNVARSAMMKDSPFYQHYDLDL
KDKPLGEGSFSICRKCVHKKTNQAFAVKIISKRMEANTQKEITALKLCEGHPNI
VKLHEVFHDQVAASAQPPGQVVLCSLLLLALLFNRSLTRKPVTWTWLVHSTS
QLPPLPPPMPEIVLFILLSDNGQLHTFLVMELLNGGELFERIKRKKHFSETEASY
IMRKLVSAVSHMHDVGVVHRDLKPENLLFTDENDNLEIKVIDFGFARLKPPDN
QPLKTPCFTLHYAAPELLTHNGYDESCDLWSLGVILYTMLSGQVPFQSHDRSL
TCTSAVEIMKKIKKGDFSFEGEAWKNVSQEAKDLIQGLLTVDPNKRLKMSGLR
YNEWLQDGSQLSSNPLMTPDILGSSGAAVHTCVKATFHAFNKYKREGFCLQN
VDKAPLAKRRKMKRTSTSTETRSSSSESSRSSSSQSHGKTTPTKTLQPSNPT
EGSNPDTLFQFSD

3.7. Western Blot

Para verificar o bloqueio da MSK-1 in vitro, 2x10° células foram lisadas
em 100 ul de tampéo (50 mM Tris-HCI, 2,5% p-mercaptoetanol, 0,1% azul de
bromofenol e 10% glicerol) suplementado com inibidores de protease
(Complete Mini Cocktail, Roche Diagnostic Co — Mannheim, Alemanha). Foram
quantificadas a concentragdo total de proteinas (kit BCA - Pierce
Biotechnology, Rockford IL/USA) e 10ug de proteinas foram separadas em gel
de poliacrilamida 10% desnaturante (SDS-PAGE) e transferidas para uma
membrana PVDF (Polyvinylidene Fluoride — GE Healthcare) por transferéncia

semi-seca. A proteina MSK-1 foi detectada usando anticorpos anti-MSK-1
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(Santa Cruz) e anti-camungongo-HRP (GE Healthcare). Como controle
positivo, foi utilizado o lisado celular da linhagem Hela irradiada de modo a
assegurar que a proteina visualizada corresponde a MSK-1 (Santa Cruz). As
membranas foram ensaiadas também com anti-p-actina humana (Oncogene —
San Diego, CA, EUA) como controle interno. O sistema ECL (GE Healthcare)
foi utilizado conforme as instrucbes do fabricante para a visualizacdo das
bandas por auto-radiografia. As auto-radiografias foram digitalizadas e
analisadas através do software ImageQuant (GE Healthcare) por densitometria.

3.8. Q-PCR
3.8.1. Extragao do RNA total

Dois milhdes de linfécitos T de sangue periférico foram precipitadas por
centrifugagdo a 300g por 10 minutos e ressuspendidas em 1 ml de Trizol®
(Invitrogen) em tubos de 1,5 ml de acordo com as instru¢ées do fabricante.
Foram adicionados 200 ul de cloroférmio (Amresco — Solon, OH, EUA) a cada
tubo e todas as amostras foram agitadas por inversdo durante 15 segundos e
incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente. Apos a incubacgao, os tubos
foram centrifugados a 12.000g a 4°C por 10 minutos. A fase superior aquosa
foi recuperada e incubada com 500 ul de isopropanol (Sigma) por 10 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000g a 4°C por
10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Os precipitados foram
ressuspendidos em 1 ml de etanol 75% gelado e as amostras foram
centrifugadas a 7.500g por 5 minutos a 4°C. O RNA total precipitado foi
ressuspendido em agua livre de DNase e RNase e a concentragdo de cada
amostra foi determinada pela leitura da densidade O6ptica (A= 260 nm) no
espectrofotometro GeneQuant pro (GE Healthcare). As amostras de RNA
foram tratadas com DNase | (Deoxirribonuclease | livre de RNase — GE
Healthcare) (5 unidades de enzima para cada 1 ug de RNA) no tampao da
enzima (100 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 10 mM dithiothreitol) por 15 minutos
a 37°C.
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3.8.2. Preparagcado do DNA complementar e reacao em cadeia da
polimerase (PCR)

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit SuperScript™ First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) e 1ug de RNA total. O RNA
foi incubado com 10mM dNTPs e 0,5 ug/ml oligo(dT)42-18 por 5 minutos a 65°C.
Em seguida a reagéo foi transferida para o gelo e acrescentou-se 2ul do
tampao da enzima (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI), 25 mM MgCly,
0,1iM DTT (dithiothreitol) e 40 unidades de inibidor de RNase. As amostras
foram incubadas a 42°C por 2 minutos, em seguida acrescentou-se 50
unidades da transcriptase reversa SuperScript™ Il RT e incubou-se a 42°C por
50 minutos. Todas as amostras foram submetidas a uma incubagao final a
70°C por 15 minutos para inativacdo da reacgao.

As reacbes de PCR foram montadas com volume final de 20 ml
contendo 0,8 mM dNTP mix, 1,5 mM MgCl, 0,5 mM de cada oligonucleotideo,
2,5 unidades de Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e 2 ul do cDNA sintetizado.
Para verificar se a sistese do cDNA foi eficiente, os cDNAs foram amplificados
para determinada sequéncia do G3PDH em 35 ciclos como descrito a seguir: 1
min a 94°C, 1 min a 50°C e um 1 min a 72°C. Todas as rea¢des foram
submetidas a um passo final de extensao de 10 min a 72°C em condi¢cbes nao-
saturadas para permitir uma analise semi-quantitativa dos diferentes produtos.

As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados estdo no Quadro 1. Os
sinais dos produtos amplificados foram capturados em géis de agarose
corados com brometo de etideo.

3.8.3. Reagado em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real

Os cDNAs foram amplificados para IL12Rp2, IL4Ra, IFNGR1 e p-actina
utilizando o termociclador Mx 3005P™ QPCR Systems (Stratagene, Cedar
Creek, TX, EUA). As reacgdes foram realizadas utilizando Platinum® SYBR®
Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). Primeiramente as reagbes foram
aquecidas a 50°C por 2 minutos para eliminar qualquer produto contaminante

que contenha uracil e a 95°C por 15 minutos. Em seguida, as reagdes foram
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submetidas a 50 ciclos de amplificagdo como descrito a seguir: 30 seg a 95°C,

25 seg a 58°C e 30 seg a 72°C. Todas as reagdes foram submetidas a um

passo final de 1 min a 95°C, 30 seg a 55°C e 30 seg a 95°C para geracao da

curva de dissociagao.

Os dados foram analisados no programa MxPro™ QPCR Software

(Stratagene). A quantificagéo relativa dos produtos foi calculada pelo método 2°

AsCt (130) utilizando a S-actina como controle interno.

As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados estdo no Quadro 1.

Quadro 1 — Oligonucleotideos utilizados nas reagdes em cadeia da polimerase (PCR)

Nome Seqiiéncia

F - IL12Rp2 5-GAGAGGCGATGTGACTGTGA-3
R-IL12RpB2 5-TACCAAGGGGAAGACCTGTG-3’
F - IL4Ra. 5-CGTCTCCGACTACATGAGCA-3’
R - IL4Ra 5-AGCCCACAGGTCCAGTGTAT-3

F — IFNGR1/IFNGRa

5-GGCAGCATCGCTTTAAACTC-3

R — IFNGR1/IFNGRa

5-GGAGGTGGGGGCTTTTATTA-3

F — B-actina 5-GCCCTGAGGCACTCTTCCA-3

R — B-actina 5-CCAGGGCAGTGATCTCCTTCT-3
F - GAPDH 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3
R - GAPDH 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’

F- forward; R - reverse
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4. Resultados

Para avaliar a participagdo do circuito da p38MAPK/MSK1 durante o
periodo inicial de ativacao dos linfécitos T naive, os linfocitos T foram isolados.
Quando utilizamos células murinas, as células foram isoladas do bago e
linfonodos inguinais superficiais e popliteos. Os linfocitos foram purificados por
selegdo negativa com colunas magnéticas e o grau de pureza foi avaliado por
citometria de fluxo (Figura 2 A). A frequéncia relativa das células purificadas foi
sempre superior a 92% das células isoladas. Todos os experimentos foram
realizados com animais n&o sensibilizados e células indiferenciadas (naive). As
analises indicadas na figura 2 s&do representativas de todos os experimentos
realizados.

Nos experimentos que utilizamos linfécitos T humanos, as células foram
isoladas por Rosette Sep. O grau de pureza foi avaliado por citometria de fluxo
(Figura 2 B). A frequéncia relativa dos linfécitos apds a purificagdo foi sempre
igual ou superior a 90%. As analises representadas na figura 2 sao

representativas dos experimentos realizados.
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Figura 2 — Freqiiéncia celular dos linfécitos T CD," isolados. A. Linfécitos murinos -
Linfécitos T CD4+ isolados do bacgo e linfonodos inguinais superficiais e popliteos. As células
foram isoladas com colunas magnéticas por selegao negativa e, em seguida, marcados para
avaliar o grau de pureza. B. Linfécitos humanos — as células foram isoladas de sangue de
cordao umbilical de doadores saudaveis por Rosette Sep e, em seguida, marcados para avaliar
o grau de pureza. Os numeros indicados representam as frequéncias celulares relativas de

cada quadrante. Os resultados sao representativos de todos os experimentos realizados.

4.1. Diferenciagéo dos linfécitos T CD4" naive in vitro
4.1.1. Diferenciagédo dos linfocitos T CD;" murinos

Linfocitos T CD4" naive murinos isolados foram cultivados em condigbes
diferenciadoras Th1 e Th2. Apds certos periodos, a producao de IFN-y e IL-4
foram analisadas por marcagédo intracelular de citocinas. A Figura 3 é
representativa do perfil obtido em nossos experimentos. Apdés uma semana em
cultura na condigdo ThO (anti-CD3, anti-CD28 e rIL-2) a proporgao de células
produtoras de IFN-y foi de aproximadamente 11,3% e a proporgéo de células

produtoras de IL-4 foi de 0,62%. Na populacao cultivada em condi¢cées Th1
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(anti-CD3, anti-CD28, rlL-2, rlL-12 e anti-IL-4), a proporgao de células
produtoras de IFN-y foi de aproximadamente 47,1% e a proporgédo de células
que produzem IL-4 foi de 0,19%. Apds seis dias em cultura, entre as células T
mantidas em condi¢des diferenciadoras Th2 (anti-CD3, anti-CD28, rIL-2, rlL-4 e
anti-IFN-y), a proporcdo de células que secretam IFN-y e IL-4 foi de
aproximadamente 6,78% e 0,77%, respectivamente. A propor¢ao de células
produtoras de IFN-y mantidas em condigdes Th2 é menor que aquelas células

mantidas em meio ThO.

Tho Th1 Th2

IFNg

Figura 3 — Produgdo de IFN-y e IL-4 por linfécitos T CD,” murinos mantidos em
condi¢coes diferenciadoras in vitro. Os linfécitos T foram isolados do bago e linfonodos
inguinais superficiais e popliteos, isolados por sele¢do negativa com MACS e cultivados em
condi¢des diferenciadoras de ThO, Th1 ou Th2 por seis dias. Apds este periodo foi verificada a
polarizagdo destas células através da marcagéo intracelular das citocinas IFN-y e IL-4. Os
quadrantes foram determinados apds a andlise do controle negativo e de isotipo. A

porcentagem das células em cada quadrante esta indicada em cada figura.

4.1.2. Diferenciagédo dos linfocitos T CD;" humanos

A figura 4 é representativa de um dos experimentos de diferenciagao
utilizando linfocitos T CD4" naive humanos em condi¢des diferenciadoras
Th1/2. Os linfocitos T naive foram mantidos em condi¢cbes polarizantes Th1
(anti-CD3, anti-CD28, rIL-2, rIL-12 e anti-IL-4) ou Th2 (anti-CD3, anti-CD28, rlL-
2, rIL-4 e anti-IFN-y) por seis dias. Pode-se observar que aproximadamente
48.9% das células estimuladas sob a condigdo diferenciadora Th1 produziu
IFNy. Além disso, aproximadamente 6,41% das células mantidas em meio Th1

produziram IL-4 e 21,4% das células produziram ambas as citocinas.
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Entre as células estimuladas sob condigdes diferenciadoras Th2, a
producao de IL-4 foi de aproximadamente 13.9%, sendo que 23,9% das células
produziram IFN-y. Porém, este numero € menor do que o observado sob
condi¢cbes diferenciadoras Th1. Dentre as células mantidas em meio Th2,
aproximadamente 14,3% produziram tanto IFN-y como IL-4.

Cabe ressaltar que apos seis dias em condi¢des diferenciadoras Th1 ou
Th2 as células ainda nao estavam totalmente polarizadas. Em ambas as
condigbes polarizantes, houve ainda um grande numero de células que

produzem tanto IFN-y como IL-4. Tais células ndo estéo diferenciadas.

Th1 Th2

IFNg

Figura 4 — Linfécitos T CD," naive humanos mantidos em condigdes polarizantes
Th1/Th2. As células foram isoladas por Rosette Sep e estimuladas por seis dias com anti-CD3,
anti-CD28 e IL-2. As células foram estimuladas com IL-12 e anti-IL-4 na condi¢do Th1 e IL-4 e
anti-IFNy na condicdo Th2. Apos este periodo foi verificada a ativagdo destas células através
da marcacao intracelular das citocinas IFN-y e IL-4. Os quadrantes foram determinados apés a
analise do controle negativo e de isotipo. A porcentagem das células esta indicada em cada

quadrante.

4.2. Papel da p38MAPK durante o periodo inicial de ativagao e
diferenciacao dos linfécitos T CD4+ naive
4.2.1. Influéncia da p38MAPK no periodo inicial de ativacao de

linfécitos T CD4" naive murinos sob condicdes polarizantes

As MAPKs normalmente sao ativadas por uma série de eventos de
fosforilagdo onde uma quinase fosforila a outra (2). A p38MAPK é uma excegéo
a este paradigma, pois ela pode ser ativada via TCR (29). As vias de ativagéo
MAPK sao importantes na ativagao dos linfécitos T durante a resposta imune.
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No entanto, o modo como estas vias participam na ativacdo dos linfécitos T
CD4+ mantidos em condigdes diferenciadoras Th1/Th2 ainda nao foi elucidado.

Na tentativa de identificar se a via da p38MAPK participa dos estagios
iniciais de ativagdo e/ou diferenciagdo dos linfécitos T CD," naive ativados e
mantidos em condigbes diferenciadoras Th1/2, linfécitos T CD4° foram
cultivados por seis dias em condi¢des diferenciadoras na presenga do inibidor
pirimidil imidazdlico da p38MAPK (SB203580). Apds este periodo, a produgao
de IL-4 e IFN-y foram determinadas por marcagao intracelular.

O SB203580 é especifico para as isoformas a e § da p38MAPK. Ele
inibe a atividade catalitica da p38MAPK por competir pelo sitio de ligagdo do
ATP (25). Quando as células T naive murinas foram ativadas sob condigbes
polarizantes Th1 na presenca do SB203580, observou-se a diminuicido da
producédo de IFN-y em todas as concentragdes do inibidor, de maneira dose
dependente. A producdo de IFN-y foi reduzida de 43,6% para 37,8% na
concentragao de 5uM; para 33,2% na concentragao de 10uM e para 28,2% na
concentragdo de 20uM (Figura 5). A produgédo de IL-4 também aumentou
moderadamente em todas as concentragdes. A producao de IL-4 em condigcbes
diferenciadoras Th1 foi de 0,85% para 2,05%; 3,06% e 3,58% conforme a
concentragao do inibidor foi aumentando, de 5, 10 e 20uM, respectivamente.

Th1

IL-4 SB203580

IFNg

Figura 5 — Células T CD," + murinas mantidas em condigées diferenciadoras Th1 na

presenga de diferentes concentragées do inibidor SB203580. Na primeira linha estao
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representadas as células mantidas em condi¢bes diferenciadoras Th1. Na segunda linha estéo
representadas as células mantidas em meio Th1 sob diferentes concentragdes do inibidor. As

concentracdes estdo listadas em cada grafico.

As células murinas ativadas e mantidas sob condi¢cdes polarizantes Th2
na presencga do inibidor SB203580, apresentaram maior producio de IL-4 nas
concentragdes de 5 e 10uM. Na concentragdo de 20uM a producéo foi similar.
Foi observada a menor produgdo de IFN-y em todas as concentragbes
utilizadas do inibidor. A producdo de IFN-y foi reduzida de 13,4% para 7,52%
na concentracado de 5uM; para 10,7% na concentracéo de 10uM e para 12,2%
na concentragédo de 20uM (Figura 6).

Th2

L4 SB203580

IFNg

Figura 6 — Produgido de citocinas das células T CD,” murinas mantidas em condigdes
diferenciadoras Th2 na presenga de diferentes concentragées do inibidor SB203580. Na
primeira linha estdo representadas as células mantidas em condi¢des diferenciadoras Th2. Na
segunda linha estdo representadas as células mantidas sob diferentes concentragdes do

inibidor. As concentragdes estéo listadas em cada gréfico.

A figura 7 demonstra a produgdo de IL-5 pelas células T CD," murinas
nas quais a p38MAPK foi inibida e que foram mantidas em meio Th1 ou Th2
durante seis dias. Apds este periodo o sobrenadante foi coletado e a produgéo
desta citocina foi quantificada. A IL-5 € uma citocina caracteristica do perfil Th2
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e conforme foi aumentada a dose do inibidor (SB203580), a produgéo de IL-5

diminuiu de maneira dose-dependente no perfil Th2.

Th1 Th2
2.0+ 2.0
CITht CTh2
154 J5um — 15 =1 5uM
E EmioM g [ 10uM
2 0 . 20pM g To . 20uM
w v
2 2
0.5+ 0.5+ .
0.0 0.0
Th1 5uM 10uM 20uM Th2 5uM 10uM 20puM
$B203580 $B203580

Figura 7 — Producgao de IL-5 pelas células T CD4+ murinas. As células T foram isoladas por
selecdo negativa por colunas magnéticas e as células foram ativadas e mantidas em condigdes
diferenciadoras Th1 ou Th2 na presenga do inibidor da p38MAPK. Apos seis dias o

sobrenadante foi coletado e a produgao de IL-5 foi mensurada por ELISA.

4.2.2. Influéncia da p38MAPK no periodo inicial de ativacao de

linfécitos T CD4" naive humanos sob condigdes polarizantes

Este mesmo experimento de ativagdo dos linfécitos T através da
manutengdo das células em condigcdes diferenciadoras Th1 ou Th2 na
presenca do inibidor também foram feitos com linfocitos naive provenientes do
sangue do corddo umbilical. As células T CD4" foram isoladas por Rosette Sep
e mantidas em condigdes diferenciadoras Th1, na presenca do SB203580.
Observou-se a alteragdo da producédo de IFN-y de 32,9% para 27,9; 43,4 e

29,1% nas concentracdes de 5, 10 e 20uM, respectivamente (Figura 8).
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Th1

IL-4 SB203580

IFNg

Figura 8 — Células T CD,” mantidas em condigdes diferenciadoras Th1 na presenca de
diferentes concentragcées do inibidor SB203580. Na primeira linha estdo representadas as
células mantidas em condic¢des diferenciadoras Th1. Na segunda linha est&o representadas as
células mantidas sob diferentes concentra¢des do inibidor. As concentragdes estéo listadas em

cada gréfico.

Na figura abaixo estdo representados os linfocitos T CD," humanos
mantidos sob condi¢des diferenciadoras Th2. Alternativamente, estas células
foram estimuladas na presenca de diferentes concentragbes do inibidor da
p38MAPK (SB203580). Como a ICsq deste inibidor corresponde a concentragéo
de 10uM (131), nos experimentos subsequentes utilizaremos esta

concentragao.
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IL-4 SB203580

IFNg
Figura 9 — Producédo de citocinas das células T CD4+ humanas mantidas em condigdes
diferenciadoras Th2 na presenga de diferentes concentragées do inibidor SB203580. Na
primeira linha estdo representadas as células mantidas em condi¢des diferenciadoras Th2. Na
segunda linha estdo representadas as células mantidas sob diferentes concentragdes do

inibidor. As concentragdes estéo listadas em cada gréfico.

4.3. Influéncia da MSK1 no periodo inicial de ativacido de linfocitos T CD,"
naive humanos sob condigdes polarizantes
4.3.1 Silenciamento da MSK1

Apos a realizagdo dos experimentos com o inibidor pirimidil imidazdlico
SB203580, postulamos que a proteina quinase p38MAPK e a MSK1, sua
quinase alvo participam do periodo inicial do processo de diferenciagdo de
linfécitos T CD4™ naive. No experimento anterior, de diferenciacdo na presenca
do inibidor da proteina quinase, observamos que as células mantidas em
condicbes diferenciadoras Th1 na presenga do inibidor SB203580
apresentaram menor propor¢ao de células que produzem exclusivamente IFN-y
e aumento da producdo de IL-4. Na concentragcdo utilizada, este inibidor é
especifico para as isoformas a e § da p38MAPK. Desta forma, como as MSKs
sao quinases ativadas por p38MAPK e ERK1/2 e parecem ser expressas
constitutivamente no nucleo das células (40), achamos que a produgéo destas
citocinas pode estar sendo regulada por este circuito de sinalizagdo. Além
disso, as MSKs sao as unicas quinases descritas capazes de fosforilar histona
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H3 (41), modificagdo covalente que ndés supomos estar relacionada com a
abertura da cromatina nas regides promotoras das citocinas caracteristicas do
fendtipo Th1 e Th2. Além disso, para alguns autores a fosforilagdo pode estar
associada com a acetilagdo, que ja foi descrita como uma modificagdo
covalente presente quando ha a abertura da cromatina nas regides promotoras
das citocinas caracteristicas do perfil Th1 e Th2 (132).

Desta forma, esta proteina quinase poderia estar envolvida na
fosforilagdo de histonas durante as fases iniciais do processo de diferenciagcao
dos linfécitos T naive. Este ponto pode ser importante no controle da
diferenciacdo dos linfécitos T naive, inter-relacionando o processo de
diferenciacédo destas células nas suas sub-popula¢gdes funcionais com as vias
de sinalizagdo das MAPK e a remodelagem da cromatina.

Na tentativa de avaliar a participacdo da MSK1 nos estagios iniciais da
ativacao da célula T mantidas em condi¢des polarizantes Th1/2, os linfécitos T
CD," foram transfectados com siRNA para MSK1. Células que tiveram a MSK1
silenciada foram estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28 e mantidas em
condigbes nao polarizantes. Apos 24 horas as células foram coletadas e a
expressao protéica analisada por western blot. Na figura 10 observamos que o

silenciamento da MSK1, no periodo de 24h, foi de 75%.

A B
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@ @61‘
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Controle siRNA
Figura 10 — Silenciamento da MSK1 em linfécitos T CD," isolados por RosetteSep. Os
linfécitos T CD4+ foram isolados de sangue de corddo umbilical de doadores saudaveis. A. A

MSK1 foi silenciada por siRNA para MSK1 e apds 24h as células foram coletadas e o western
blot foi realizado para verificar a expressdo da proteina quinase MSK1. B. Analise

densitométrica das bandas da figura A.
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4.3.2. Anadlise da producao de citocinas pelas células em que a
MSK1 foi silenciada

Apos o silenciamento da MSK1, os linfécitos foram cultivados por seis
dias em condi¢gbes diferenciadoras e a produgdo de IL-4 e IFN-y foi
determinada por marcagao intracelular das citocinas produzidas.

A figura 11 é representativa de um destes experimentos utilizando
linfécitos T CD4™ naive humanos silenciados pelo siRNA MSK1 e estimulados
em condi¢des diferenciadoras Th1/2. Pode-se observar que aproximadamente
30% das células controle estimuladas sob a condigdo diferenciadora Th1 é
produtora exclusivamente de IFN-y. Quando consideramos conjuntamente as
células que produzem exclusivamente IFN-y e aquelas que estdo produzindo
tanto IL-4 quanto IFN-y, aproximadamente 77% das células estdo produzindo
IFN-y. Nas células controle estimuladas sob condigbes diferenciadoras Th2 a
producédo de IL-4 & de aproximadamente 20%, sendo que algumas células
produzem IFN-y, porém em quantidade inferior as células mantidas sob
condigdes diferenciadoras Th1. Além disso, 44% das células produzem ambas
as citocinas, as quais correspondem a populacdo nao comprometida
terminalmente.

Apos a transfecgdo com siRNA para MSK1, observa-se a reducéo das
células produtoras exclusivamente de IFN-y (de 38.4% para aproximadamente
10% sob condigdo Th1), manutencédo da proporgao de células produtoras de
ambas as citocinas e aumento das células produtoras de IL-4 (de 1.93% para
17%). Nas células mantidas em condig¢des diferenciadoras Th2 e que tiveram a
MSK1 silenciada, também foi observada a reducédo das células que produzem
exclusivamente o IFN-y (de 24.6% para 8.66%). Além disso, houve aumento da
proporcao de células produtoras de ambas as citocinas, de 13.3% para 26% e
discreto aumento das células comprometidas exclusivamente com a producao

de IL-4 (de 13.9% para aproximadamente 22%) (Figura 11).
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siRNA MSK1

IFNg
Figura 11 — Papel de MSK1 na ativagdo dos linfécitos T CD,” mantidos em condigdes

polarizantes Th1 ou Th2. As células foram isoladas com Rosette Sep, transfectadas com
siRNA para MSK1 e mantidas durante seis dias nas condigdes Th1 ou Th2. No painel superior
esquerdo observamos as células Th1, e no painel superior direito estdo as células
transfectadas com siRNA MSK1 e diferenciadas sob condi¢cbes diferenciadoras Th1. No painel
inferior estdo as células diferenciadas no perfil Th2, controle (inferior esquerdo) e transfectadas
com siRNA MSK1 (painel inferior direito). Os quadrantes foram determinados ap6s a andlise do
controle negativo e de isotipo. As porcentagens de cada populacédo estdo representadas nos

respectivos quadrantes.

A figura 12 é a representagdo do mesmo experimento, em grafico do
tipo pizza, onde fica mais facil visualizar as alteragcdes no perfil da produgao de
citocinas das células diferenciadas em cada sub-populacéao.
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Figura 12 — Papel de MSK1 na diferenciagdo de linfécito T CD,". As células foram isoladas
com Rosette Sep, transfectadas com siRNA para MSK1 e mantidas durante seis dias nas
condigbes Th1 ou Th2. No painel superior esquerdo observamos as células Th1, e no painel
superior direito estdo as células transfectadas com siRNA MSK1 e diferenciadas sob condigdes
diferenciadoras Th1. No painel inferior estdo as células diferenciadas no perfil Th2, controle
(inferior esquerdo) e transfectadas com siRNA MSK1 (painel inferior direito). As porcentagens
de cada populagdo sdo as mesmas representadas nos respectivos quadrantes da figura

anterior.

A figura 13 ¢é outra representacdo do mesmo experimento,
demonstrando através da intensidade da fluorescéncia (mediana) que a MSK1
parece participar do processo de diferenciagdo para as sub-populagdes Th1/2.
No painel superior esquerdo esta representada a produgdo de IFN-y pelas
células silenciadas e controles mantidas em condi¢des diferenciadoras Th1.
Novamente podemos observar a menor producdo de IFN-y através da
mediana, que passou de 20,1 para 11,5, indicando assim a menor produc¢ao
desta citocina. No painel superior direito esta representada a producéo de IFN-
v pelas células silenciadas e controles mantidas em condigdes diferenciadoras

Th2. Nestas células, a produgao de IFN-y também foi menor, porém de maneira
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menos pronunciada (14,6 — controle — para 13,7 — células Th2 siRNA/MSK1).
Nos painéis inferiores esta representada a producdo de IL-4 das células
silenciadas e controles nas condicbes Th1 e Th2, a esquerda e a direita
respectivamente. As células mantidas em condigdes diferenciadoras Th1
quando transfectadas com o siRNA apresentaram aumento na produgéo de IL-
4 (15,5) quando comparadas com as células controle Th1 (10,9). O aumento da
producao de IL-4 foi mais pronunciado nas células Th2, onde a intensidade da
fluorescéncia passou de 13,8 (células controle Th2) para 22,3 quando estas

células foram transfectadas com siRNA.
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Figura 13 — Papel de MSK1 na diferenciagao de linfécito T CD,". As células foram isoladas
de cordao umbilical, transfectadas com siRNA para MSK1 e diferenciadas durante 6 dias nas

condi¢cdes Th1 ou Th2. No painel superior é representada a produgdo de IFNg das células

diferenciadas em ambos os perfis em comparagdo com as células transfectadas com siRNA

MSK1. Os painéis inferiores representam a produgéo de IL-4 das células diferenciadas em Th1

e Th2 em comparagdo com as células transfectadas com siRNA MSK1. A mediana de cada

populacao esta representada no histograma.
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4.3.3. Influéncia da MSK1 no periodo inicial de ativagao de linfécitos
T CD4" naive de camundongos MSK1 knockout

Para confirmar o fenbmeno observado utilizando siRNA para MSK-1,
realizamos a diferenciagcdo dos linfocitos T naive de camundongos knouckout
para MSK1. As células CD," foram isoladas por selegdo negativa com MACS e
mantidas em condi¢des diferenciadoras Th1 ou Th2. As células CD4" foram
utilizadas para o western blot, de modo a confirmar o silenciamento génico da

MSKH1, conforme pode ser observado na figura 14 a seguir.

WT KO
S 90kDa - MSK1

e  42kDa - actina

Figura 14 — Western blot das células CD," para MSK1 e actina dos camundongos
selvagem e knockout para MSK1 (KO).

Apods seis dias de diferenciagao foi feita a marcacao intracelular para
verificar a producao das citocinas IFN-y e IL-4. Nas figuras 15 e 16, as células
do camundongo knockout para MSK1 ainda produzem IFN-y. A produgéo desta
citocina pelos linfocitos T nestes camundongos deficientes em MSK1 é
provavelmente o indicativo de que ha, no minimo, mais uma via de sinalizagao
que influencia a produgdo de IFN-y. Nos linfocitos T ativados mantidos em
condic¢des diferenciadoras.

Na Figura 15 podemos observar as células T CDs" do camundongo
selvagem e do camundongo knockout para MSK1 mantidas em condigbes
diferenciadoras Th1. Nas células do camundongo que teve a MSK1 silenciada,
observa-se a redugao das células produtoras de IFN-y e aumento das células
produtoras de IL-4. Além disso, nas células do camundongo knockout para
MSK1 diferenciadas para MSK1 na presenca do inibidor especifico para as
isoformas a e B da p38MAPK (SB203580), observou-se o efeito aditivo, pois
houve uma diminuicdo das células comprometidas com a produg¢do de IFN-y e

um pequeno aumento das células comprometidas com a producao de IL-4.
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MSK+/+
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. Duplo-negativo . Células produtoras de IFN-y Células produtoras de IL-4

. Duplo-positivo

Figura 15 — Papel de MSK1 na diferenciagdo de linfécito T CD,". Linfécitos T CD," de
camundongo selvagem (painel superior) e knockout para MSK1 (painel inferior) foram mantidas
sob condi¢des diferenciadoras Th1 e representadas em grafico tipo pizza. No painel superior
esquerdo estdo representadas as células diferenciadas no perfil Th1, e no painel superior
direito estdo as células mantidas sob condi¢des diferenciadoras Th1 na presenga do inibidor
especifico para p38MAPK. No painel inferior estdo representadas as células do camundongo
knockout para MSK1, controle (inferior esquerdo) e mantidas na presenga do inibidor
SB203580 — (painel inferior direito).

Nas células do camundongo MSK1”

mantidas em condi¢des
diferenciadoras Th2, também foi observada a redugédo das células produtoras
de IFN-y. Além disso, houve aumento das células produtoras de IL-4, conforme

pode ser observado na figura abaixo (Figura 16).
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Figura 16 — Papel de MSK1 na diferenciagdo de linfécito T CD,". Linfécitos T CD," de
camundongo selvagem (painel superior) e knockout para MSK1 (painel inferior) foram mantidas
sob condi¢des diferenciadoras Th2 e representadas em grafico tipo pizza. No painel superior
esquerdo estdo representadas as células diferenciadas no perfil Th2, e no painel superior
direito estdo as células mantidas sob condi¢des diferenciadoras Th2 na presencga do inibidor
especifico para p38MAPK. No painel inferior estdo representadas as células do camundongo
knockout para MSK1, controle (inferior esquerdo) e mantidas na presenga do inibidor
SB203580 — (painel inferior direito).

4.4. Expressao de receptores de citocinas

O préximo passo foi verificar se as células que tiveram as isoformas a. e
p da p38MAPK inibidas ou a MSK1 silenciada apresentam a expressao dos
receptores de citocinas IL-4, IL-12 e IFN-y alterada. A expressao diferencial dos
receptores de quimiocinas em modificagdes na sinalizagdo intracelular e

consequientemente alterar o perfil da producéao de citocinas por estas células.
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4.4.1 Expressao da cadeia f2 do receptor da IL-12

O receptor da IL-12 € composto por duas cadeias, a p1 e a p2 (60). A
co-expressao de ambas as cadeias é necessaria para que a sinalizagao seja
eficiente (60). Quando o linfécito T € ativado ha o aumento da transcricdo e a
expressdo de ambas as cadeias, em especial da IL12Rf2, cuja expressao é
aumentada pela presenga da IL-12, IFN-y, IFN-a, fator de necrose tumoral
(TNF), e pela co-estimulagcéo do CD-28 (62, 63).

Apos a ativagao do linfocito T via TCR, ocorre a expresséo da IL12Rp2,
e a presenca da IL-4 e IFN-y influenciam a expressao desta cadeia do receptor
da IL-12 (63). Na figura 17, as células que possuem a maior expressao do
IL12Rp2 s&o as células mantidas em condicbes ndo polarizantes (ThO), que
foram ativadas com anti-CD3/CD28. As células mantidas em condi¢des
diferenciadoras Th1 apresentam uma elevada expressao do receptor, enquanto
as ceélulas mantidas em meio Th2 e os linfécitos T CD4+ naive apresentam
uma baixa expressao deste receptor.

Quando a MSK1 é silenciada por siRNA, pode-se observar a menor
expressao deste receptor pelas células mantidas em meio ThO. Estas células
passam a expressar o IL12Rp2 de maneira similar que os linfocitos naive. As
células mantidas em meio Th1 e em meio Th2 apresentam aumento na
expressdao deste receptor quando comparado aos linfocitos T naive.
Comparando-se as células mantidas em condi¢cdes diferenciadoras Th1 com
aquelas células em que a MSK1 foi silenciada e mantida sob as mesmas
condigdes, observamos a maior expressédo da IL12Rp2. Os linfocitos T naive
mantidos que a MSK1 foi silenciada e mantidos em meio Th2 por seis dias
também apresenta a maior expressdo da IL12Rp2 quando comparado aos
linfocitos naive estimulados por seis dias sob condi¢cdes diferenciadoras Th2.
Acompanhando o aumento da expressdo da IL12Rp2, ha o aumento da
producéo de IFN-y.

Quando analisamos a expressédo do IL12Rp2 nas células em que as
isoformas a e B da p38MAPK foram silenciadas, observamos novamente a
menor expressao do receptor pelas células mantidas em meio ThO,

comparando-se os linfocitos que foram mantidos sob a mesma condicéao,
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porém que a p38MAPK n&o foi inibida. A expresséo é similar aos linfécitos T
CD;" naive. Nas células mantidas em meio Th1 foi observado o aumento da
expressao do IL12Rp2. As células que foram mantidas em meio Th2 por seis
dias apresentaram um pequeno aumento na expressao do receptor, mas a sua
expressao foi similar aquelas células mantidas em meio ThO.

Desta forma, quando os linfocitos T naive sao ativados ao mesmo tempo
em que a p38MAPK ou a MSK1 apresenta fungédo deficiente, observamos a
manutencdo destas células em um estado mais indiferenciado, onde os
linfcitos produzem tanto IFN-y como IL-4, independente do meio em que estas
células estejam sendo mantidas. A manutengcdo da produgcdo de ambas as
citocinas, resulta na manutencao da expressédo da IL12Rp2 pelos linfocitos T
ativados, mantendo estas células neste estado mais indiferenciado, onde tanto
as células T mantidas em condi¢cées diferenciadoras Th1 como aquelas
mantidas em condic¢des diferenciadoras Th2 mantém a expressao da IL12Rp2.
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Figura 17 — Expressio IL12RB2 em linfécitos T CD," Os linfocitos T CD,4 foram isolados de

sangue de corddo umbilical de doadores saudaveis. As células foram mantidas em condigdes

63



diferenciadoras Th1 ou Th2 e alternativamente mantidas na presenca do inibidor SB203580 ou
a MSK1 foi silenciada por siRNA. Apés seis dias, as células foram coletadas e o RNA extraido,

o cDNA sintetizado e realizado Q-PCR para verificar a expresséo do IL12Rp2.

4.4.2 Expressao da cadeia a do receptor da IL-4

Escolhemos a cadeia IL4Ra pois em linfécitos T esta sub-unidade é
expressa exclusivamente pelo IL4R do tipo |. O receptor do tipo I, que é
comum a IL-4 e IL-13 é expresso somente em linhagens celulares onde a
cadeia y comum n&o € expressa, o que nao inclui os linfocitos T humanos (87).
Logo os resultados aqui apresentados sao relativos apenas a sinalizagao da IL-
4.

Quando analisamos a expressao da cadeia IL4Ra as células mantidas
em meio ThO ou Th1 apresentaram uma baixa expressédo do receptor. Ambas
as populagdes celulares expressam IL4Ro de maneira similar. As células
mantidas em meio Th2 por sua vez apresentam uma elevada expresséao IL4Ra,
pois a |IL-4 presente no meio induz a expressao do receptor. Nas células em
que a MSK1 foi silenciada, ndo foi possivel detectar a expresséo da IL4Ra nas
células CD4 naive e ThO. As células mantidas em meio Th1 mantém a
expressao deste receptor de maneira similar que as células mantidas em
condigdes diferenciadoras Th1. As células mantidas em meio Th2 apresentam
a expressao de IL4Ra expressao deste receptor diminuida quando comparada
com as células mantidas em meio Th2. Contudo, a expressao deste receptor
foi menor que as células mantidas em condigdes diferenciadoras Th1.

Ao analisarmos a expressdao do receptor na presencga do inibidor
SB203580, as células CD," naive e os linfocitos mantidos em condigbes
diferenciadoras ThO apresentam a expressao de IL4Ra inalterada. No entanto,
pode-se observar o aumento pronunciado da expressao deste receptor em
células mantidas em meio Th1, enquanto as células mantidas em meio Th2
apresentam uma diminuicdo da expressdo do receptor. Na presenca do
inibidor, as células Th1 expressam IL4Ro. em maior proporgdo que as ceélulas

mantidas em meio Th2.
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Figura 18 — Expressao IL14Ra em linfécitos T CD4+. Os linfécitos T CD4+ foram isolados de
sangue de corddo umbilical de doadores saudaveis. As células foram mantidas em condigdes
diferenciadoras Th1 ou Th2 e alternativamente mantidas na presenca do inibidor SB203580 ou
a MSK1 foi silenciada por siRNA. Apds seis dias, as células foram coletadas, o RNA foi

extraido, sintetizado o cDNA e feito Q-PCR para verificar a expresséo do IL14Ro.

4.4.3 Expressao da cadeia a do receptor do IFN«y

Quando analisamos a expressdo da cadeia a do IFNGR (IFNGR1),
todas as células apresentaram uma expressado similar desta cadeia do
receptor. A expressdo da cadeia o parece ser constitutiva e igualmente
expressa tanto pelas células Th1 como Th2. Além disso, a magnitude da
producédo de IFN-y ndo € dependente da expressao deste receptor de citocina
(133), pois para que a sinalizagdo seja eficaz € necessaria a presenca de

ambas as cadeias do receptor.
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Figura 19 — Expressdo IFNGRa/IFNGR1 em linfécitos T CD,". Os linfécitos T CD," foram
isolados de sangue de cordao umbilical de doadores saudaveis. As células foram mantidas em
condigbes diferenciadoras Th1 ou Th2 e alternativamente mantida na presenca do inibidor
SB203580 ou a MSK1 foi silenciada por siRNA. Apds seis dias, as células foram coletadas, o

RNA foi extraido, sintetizado o cDNA e feito Q-PCR para verificar a expressao do IFNGRa.

4.5. Plasticidade dos linfécitos T CD,*
4.5.1 Separagdo de linfocitos T CD4" pela expressdo de receptores

de quimiocinas

No decorrer dos nossos experimentos de diferenciacdo na presenca do
inibidor da p38MAPK observamos um menor numero de células que produzem
exclusivamente IFN-y e um discreto aumento da producao de IL-4. Além disso,
observou-se o aumento do numero de células duplo-positivas, isto é, que

produzem ambas as citocinas.
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Imaginamos que as células duplo-positivas possam representar as
células diferenciam-se para o perfil Th1 e que posteriormente voltam a um
estagio anterior, onde elas voltam a produzir ambas as citocinas; ou pode ser
que essas celulas possuem alguma dificuldade no processo de diferenciacao e
permanecem no estagio onde as células sao duplo-positivas. Alternativamente
estas células podem representar as células responsaveis pela plasticidade da
resposta imune, e dependendo do estimulo recebido irdo produzir ou IFN-y ou
IL-4.

Apds o comprometimento com o fen6tipo Th1 ou Th2, a remodelagem
da cromatina da regido promotora dos genes do IFN-y e da IL-4 ocorre
juntamente com o remodelamento do CXCR3 e CCR4, respectivamente (134).
Baseando-se nestes achados, imaginamos que os linfécitos que podem
produzir ambas as citocinas podem estar num estagio intermediario do
processo de diferenciagdo. Assim, nos perguntamos se estas células poderiam
ser representativas das células de memoria central Tcy, € se possuem alguma
plasticidade. Imaginamos que se linfécitos duplo-positivos, isto é, que
produzem IFN-y e IL-4, é representativo desta populagdo, e quando re-
estimuladas sob condigdes diferenciadoras Th1 ou Th2 podem possuir a
capacidade de se diferenciar e comprometer-se com o fenétipo inverso.

Como nédo podemos separar as células através da produgdo de
citocinas, pois quando é feita a marcacgao intracelular das citocinas produzidas
as células sdo permeabilizadas e fixadas e ndo podem voltar a serem mantidas
em cultura, separamos os linfocitos pela sua expressao de quimiocinas, pois
linfocitos Tey comprometidos com o fendtipo Th1 podem expressar CXCR3 e
os comprometidos com o fendtipo Th2 expressam CCR4. Consideramos que
os linfocitos que expressam ambos os receptores sao aqueles que possuem a
capacidade de produzir ambas as citocinas. Desta forma, neste trabalho, as
células T CD," foram separadas conforme a expressdo diferencial dos
receptores de quimiocinas CXCR3 e CCR4.

Para tanto, os linfocitos T CD," foram previamente purificados por
RosetteSep ou com o auxilio de hemacias de carneiro e posteriormente foram
marcados com 0s seguintes anticorpos: antiCD4 CyCrome, antiCXCR3- FITC e
antiCCR4-APC. As células foram separadas por citometria de fluxo. Obtivemos
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a pureza de 97% nas células CCR4 positivas e de aproximadamente 80% nas
células duplo positivas.

Conforme podemos observar na figura 20, as células foram separadas
fazendo um gate nas células que expressavam CD," (painel superior esquerdo,
figura 20). Posteriormente, as células foram separadas pela expressdo dos
receptores de quimiocinas (painel superior direito).
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Figura 20 — Separagdo dos linfécitos T CD,+ pela expressao dos receptores de
quimiocinas. Os linfécitos T CD4+ foram isolados de sangue periférico de doadores saudaveis
e marcados para a separagéao celular por citometria de fluxo (painéis superiores) e avaliagédo da
pureza (painéis inferiores). Os numeros indicados representam as frequéncias celulares

relativas de cada quadrante.

Nos painéis inferiores da figura esta representada a pureza das células
apdés a separacdo das mesmas. As células duplo-positivas, que expressam
CXCR3 e CCR4 representavam aproximadamente frequéncia de 35% entre o
total de células e a pureza da separagcdo celular por citometria foi de
aproximadamente 80% (painel inferior esquerdo). Ja as células CCR4
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positivas, que sado as células que expressam este marcador tipico de células
Th2 apresentavam uma frequéncia de aproximadamente 65% do total de
células (painel superior direito) e a pureza do sorting foi de aproximadamente
97%. Cabe ressaltar que este ndo € um experimento representativo e que cada
doador tem um perfil caracteristico na expressdao dos receptores de
quimiocinas e que a maioria dos doadores parece possuir células polarizadas
para o perfil Th2 e pouca ou nenhuma célula polarizada em Th1.

Apés o sorting, as células duplo-positivas (CXCR3/CCR4) foram
contadas e submetidas a condi¢bes diferenciadoras Th1 ou Th2 por seis dias.
Apos este periodo foi feita a marcagéo intracelular para IFN-y e IL-4. Conforme
podemos observar na figura 21, ndo houve alteragdo na produgéo de citocinas
pelas células separadas por citometria de fluxo e mantidas em meio Th1 ou
Th2 por seis dias.

Th1 Th2

0.073

0.032

IL-4

IFNg
Figura 21 - Produgdo de citocinas pelas células CCR4+ mantidas em condigdes

diferenciadoras Th1 ou Th2 por seis dias. Os linfécitos T CD4* foram isolados de sangue
periférico de doadores saudaveis e marcados para a separagao celular por citometria de fluxo.
Apods a separacao celular as células foram mantidas em condigbes diferenciadoras Th1 ou Th2
por seis dias e posteriormente foi feita a marcagéo intracelular para IFN-y e IL-4. Os numeros

indicados representam as freqliéncias celulares relativas de cada quadrante.

As células CCR4 também foram contadas e submetidas a condicbes
diferenciadoras nao polarizantes (Thp), Th1 ou Th2 por seis dias. Apos este
periodo foi feita a marcacgao intracelular para IFN-y e IL-4. Conforme podemos
observar na figura 22, ndo houve alteragdo na produgdo de citocinas pelas
células separadas por citometria de fluxo e mantidas sob diferentes condi¢des

polarizantes por seis dias.
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Figura 22 - Produgao de citocinas pelas células CXCR3/CCR4+ mantidas em condigoes

diferenciadoras Th1 ou Th2 por seis dias. Os linfécitos T CD4" foram isolados de sangue
periférico de doadores saudaveis e marcados para a separagao celular por citometria de fluxo.
Apobs a separacao celular as células foram mantidas em condigbes diferenciadoras Th1 ou Th2
por seis dias e posteriormente foi feita a marcagéo intracelular para IFN-y e IL-4. Os numeros

indicados representam as freqliéncias celulares relativas de cada quadrante.

Independente da expressao de determinado receptor de quimiocina ou
do meio no qual as células foram mantidas, todas as condi¢cdes foram capazes
de produzir ambas as citocinas. Tais experimentos devem ser repetidos para
verificar se as células de diferentes doadores saudaveis apresentam resultados

similares.
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7. Discussao

A diferenciagdo das células T CD4" naive é direcionada por células do
sistema imune inato que induzem a uma série de sinais positivos e negativos
que favorecem a diferenciagao dos linfocitos Thp em células Th1 ou Th2 (135).
Diversos fatores influenciam o processo de diferenciacdo dos linfocitos T,
dentre os quais as MAPK, que estdo envolvidas em diversos aspectos da
resposta imune, da fase de iniciagdo da resposta imune inata, a ativagdo da
imunidade adaptativa e a morte celular quando a funcdo imune esta completa
(2)

As MAPK normalmente sao ativadas por uma cascata de eventos de
fosforilagdo onde uma quinase ativa a outra. A p38MAPK é uma excessao a
esse paradigma, pois além da via classica de ativagdo das MAPKs ela também
pode ser ativada atraves da estimulagdo do TCR nos linfécitos (31). O papel da
p38MAPK na diferenciagéo dos linfocitos T CD,4" naive ativados e mantidos em
condicdes diferenciadoras Th1 ou Th2 é bastante controverso. A participacéo
desta quinase no processo de ativagao e diferenciacdo das células murinas e
humanas sdo divergentes, e variam conforme as células e o modelo de
diferenciacéo in vitro utilizado.

Quando ativamos os linfocitos T CD4" naive murinos na presenca do
inibidor da p38MAPK (SB203580), foi observado a diminuigdo da producao de
IFN-y pelas células comprometidas com a produgao exclusiva desta citocina, o
que esta em concordancia com o fenbmeno anteriormente descrito pelos
demais autores. No modelo murino foi descrito que a p38MAPK esta envolvida
na regulagdo da produgdo de IFN-y pelos linfécitos T CD," (33, 136). Nestas
células, a IL-12 ativa a p38MAPK, mas ndo Erk1/2, e a fosforilagdo de
p38MAPK ¢é necessaria para a indugao da produgéo de IFN-y (72).

Estes autores ndo observaram nenhum efeito significativo na sintese de
IL-4 associada ao bloqueio da via p38MAPK. Em contraste, nés observamos
um aumento moderado da producdo de IL-4. A alteracdo da producéo de IL-4
pode ser resultante da menor produgédo de IFN-y, pois foi demonstrado que a
presenga desta citocina e o IFN-a regulam negativamente a IL-4 em nivel pos-

transcricional através da diminuicdo da estabilidade do RNA mensageiro do IL-

71



4R, tanto em células B como mondcitos, suprimindo desta forma a resposta a
IL-4, devido a menor disponibilidade deste receptor (137).

Além disso, observamos a diminuigdo da producao de IL-5 nas células
ativadas e mantidas em condi¢des polarizantes Th2 por seis dias de maneira
dose-dependente, quando mensuramos a produgdo desta citocina no
sobrenadante coletado apds seis dias de cultura por ELISA. Uma possibilidade
€ que a producgao de IL-5 também seja modulada conforme a quantidade de
IFN-y presente no meio.

Tanto a IL-4 como a IL-5 sdo citocinas Th2, e a regulagdo destas
citocinas parece ocorrer em conjunto por outros elementos regulatérios como o
LCR e o Rad50 (138). No entanto, em nossos expeimentos observamos efeito
contrario na produgéo de IL-4 e IL-5, tal fato pode ser decorrente aos diferentes
meétodos utilizados para mensurar a producdo de citocinas. Nos linfocitos T
murinos deficientes em MSK1, a producao de IL-4 varia conforme o tempo que
os linfocitos estdo sendo estimulados, isto €, no momento inicial ha uma menor
producao de IL-4 e posteriormente a produgao desta citonina aumenta. Assim,
como estimulamos as células por seis dias e a técnica utilizada (ICC) mensura
a producao de citocina produzida por cada célula, observamos a producao de
IL-4 neste determinado momento, enquando a IL-5 foi mensurada por ELISA,
que mede toda a producéo de citocina produzida durante os dias em que as
células ficaram em cultura.

Nas células humanas naive, ativando as células T CD4" com anti-CD3 e
anti-CD28 na presenca do inibidor SB203580 na concentragao final de 2uM, e
mantendo as células alternativamente na presenca de IL-12 ou IL-4 por cinco
dias e reestimulando estas células por mais seis dias, demonstrou-se que a
p38MAPK esta envolvida na regulagdo da expressao de IFN-y induzida pela IL-
12, mas n&o na producgéo de IFN-y induzida diretamente pela ativagédo celular
via TCR. A p38MAPK também controla a producéo das citocinas caracteristicas
do perfil Th2: IL-4, IL-5 e IL-13 (139).

Nos nossos experimentos, ativamos os linfécitos T CD4" humanos naive
com anti-CD3 e anti-CD28 na presencga de IL-2 e 10uM do inibidor SB203580,
e mantivemos estas células por seis dias em condi¢des diferenciadoras Th1
(rIL-12p70 e anti-IL-4) ou Th2 (rlL-4, e anti-IFN-y). Escolhemos esta dose do
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inibidor por ser a ICs (32), e também por ser a dose utilizada nos estudos
realizados no modelo murino. O inibidor SB203580 inibe a p38MAPK de
maneira especifica pela ligagdo competitiva ao sitio de ATP (25). No entanto,
as propriedades bioquimicas e a sensitividade ao inibidor das quatro isoformas
da p38MAPK sao distintas (25). O SB203580 inibe de maneira equivalente
(mesma ICsp) as isoformas o e § da p38MAPK. Ja as isoformas y e § ndo séo
inibidas na concentragao utilizada (32). Assim, a isoforma & continuou na sua
forma ativa. Os linfécitos ndo expressam o homalogo vy, pois a sua expresséo é
restrita aos musculos esqueléticos (12).

Sob esta condicdo experimental, observamos a menor produgao de
IFN-y pelas células que estavam produzindo exclusivamente IFN-y. Do mesmo
modo que nas células murinas, foi observado um discreto aumento na
producao de IL-4 por estas células. Cabe ressaltar que apoés manter os
linfécitos T por seis dias em condi¢des diferenciadoras Th1 ou Th2 as células
ainda nado estdo totalmente polarizadas. Em ambos os grupos celulares
mantidos em condigdes polarizantes, ha ainda um grande numero de células
que produzem tanto IFN-y como IL-4. Tais células n&o estdo diferenciadas. E
importante salientarmos que em todos os experimentos foi considerado apenas
o percentual de células produzindo uma ou outra citocina. Consideramos que
as células produtoras das duas citocinas simultaneamente ndo estdo ainda
comprometidas com os fendtipos Th1 ou Th2.

A inibicdo das isoformas a e p da p38MAPK induz a menor produgao de
IFN-y das células mantidas em condigbes diferenciadoras Th1. No entanto,
estas células ainda produzem IFN-y. Alternativamente, pode-se sugerir que
outra via de sinalizagao esteja envolvida na sinalizagdo para a producgéo de
IFN-y. Uma via alternativa envolvida na produgéo destas citocinas € a via MEK-
ERK (quinase ativada por sinais extracelulares-1), pois ja foi demonstrado
anteriormente que a ativagéo dos linfécitos T via TCR induz a produgao de IFN-
v € TNF-a por uma via independente da sinalizagao através da p38MAPK (140,
141).

Outro fato interessante é que ha um grande numero de células duplo-
positivas quando a p38MAPK ¢ inibida. Estas células se mantém em um
estado mais indiferenciado e s&o capazes de produzir IFN-y e IL-4. Estas
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células parecem precisar de um tempo maior ou maior numero de divisdes
celulares para adquirir o fenétipo de uma célula Th1 ou Th2. Diversos trabalhos
utilizando inibidores da p38MAPK corroboram com esta hipotese
demonstrando que a p38a possui um papel importante na regulacdo da
proliferacdo, diferenciagdo e apoptose de células imunes e ndo-imunes (142),
entre os quais mondcitos, cardiomidcitos, adipécitos, neurdnios e linfécitos B
(143-146).

Quatro grupos descreveram a geragdo do camundongo deficiente na
isoforma o da p38 (147-150). Todos os casos resultaram na morte do embrido
provavelmente devido a ma vascularizagdo da placenta. Os fetos que se
desenvolvem a termo morrem logo apds o nascimento devido a problemas
pulmonares. Posteriormente verificou-se que esta isoforma é importante no
processo de diferenciacdo das stem cells pulmonares. Quando esta proteina
quinase é silenciada, ha aumento no numero de divisbes celulares e o
processo de diferenciacdo torna-se deficiente (151). Nas células
hematopoiéticas e nos fibroblastos embrionarios deficientes em p38MAPK o ha
aumento da proliferagdo devido a ativacao persistente da via c-Jun N-terminal
quinase (JNK) (152).

A p38MAPK também controla a proliferacdo das células musculares por
antagonizar a ativagao da via JNK. Durante a miogénese, as células deficientes
na isoforma o apresentam atraso na saida do ciclo celular e continua
proliferagdo em condigdes diferenciadoras (153).

A MSK1 & uma quinase ativada por p38MAPK e Erk1/2 (40). Os
camundongos deficientes em MSK1 e MSK2 sao viaveis e férteis, da mesma
forma que o camundongo deficiente em ambas as quinases (43). Estes
camundongos apresentam numero normal de células T no timo, e o
desenvolvimento destas células parece normal, havendo a manutencdo da
proporcao entre os linfocitos CD4 e CD8 (43). No entanto, o numero de células
T no bago apresenta-se reduzido quando comparado ao camundongo
selvagem e a proliferagcédo destas células em resposta a IL-2 é diminuida (154).

A estimulacéo via TCR em linfécitos T murinos leva a ativagdo da MSK1
via p38MAPK e Erk1/2 (154). O silenciamento da MSK1 utilizando siRNA em

células T humanas ou a diferenciacao dos linfécitos murinos deficientes nesta
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quinase resultam na menor produgdo de IFN-y e um moderado aumento da
producdo de IL-4 em ambos os tipos celulares. O silenciamento da MSK1
apresentou resultado similar a inibicdo da p38MAPK, indicando que esta via de
sinalizagao participa do processo de ativagao dos linfocitos T e posteriormente
da produgao das citocinas caracteristicas de perfil Th1 ou Th2.

A inibicdo da MSK1 resultou na diminuigdo da produgédo de IFN-y, mas
da mesma maneira que a inibicdo da p38MAPK, n&o aboliu a producao desta
citocina. Além disso, os linfocitos T dos camundongos deficientes em MSK1
ainda retém a capacidade de produzir IFN-y quanto estimulados sob condi¢des
diferenciadoras Th1 ou Th2. Em ambas as situagdes, a MSK2 pode ser a
quinase responsavel pela manutencido da producdo de citocinas por estas
células, pois as isoformas da MSK possuem 75% de homologia na sua
sequéncia de aminoacidos (40). Alternativamente, outra vista de sinalizag&o
redundante pode garantir a sinalizagdo necessaria para a producao destas
citocinas (140, 141).

Nos linfécitos murinos, a fosforilagdo da MSK1 resultante da ativacéo do
TCR e estimulacdo das células na presenca da IL-2 foram suficientes para
fosforilar CREB (154). O papel de CREB nos linfécitos T permanece
desconhecido, mas estudos que utilizaram camundongos deficientes em CREB
e ATF-1, ou que utilizaram a super-expressdo do dominante negativo de CREB
indicam a participagado desta molécula na proliferacado (155, 156). Esta pode
ser uma via indireta pela qual p38MAPK e MSK1 controlam a proliferacao
celular e, consequentemente, a inibicdo de ambas as quinases podem resultar
em alteragbes na proliferagdo. A MSK1 também possui um papel no controle
da proliferacdo de alguns tipos celulares. O silenciamento da MSK1 induz a
diminuicdo da proliferagdo em queratindcitos HaCaT humanos e na linhagem
de carcinoma epidermoide humana A431 (157). Apesar de apresentar papel
oposto a p38MAPK na proliferacdo celular, a MSK1 pode ser responsavel pelo
alteracao do processo de diferenciagao resultando na manutencéo das células
duplo-positivas quando os linfocitos T sdo ativados e mantidos sob condi¢des
polarizantes por seis dias.

A polarizagao dos linfocitos T € um processo gradual que ocorre durante
diversas divisbes celulares onde os genes das citocinas sdo epigenéticamente

modificados de modo a favorecer a sua expressdo continua, enquanto os
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genes das citocinas da linhagem alternativa sdo epigenéticamente silenciados
(158). A MSK1 é a unica quinase descrita capaz de fosforilar a Serina 10 da
histona H3 (41), modificagdo covalente relacionada com a acetilagédo e a
remodelagem da cromatina. Assim, nés haviamos suposto que a p38MAPK e a
MSK1 poderiam estar envolvidas na fosforilagdo de histonas H3, resultando no
remodelamento da cromatina na regido promotora dos genes ifng e il4 durante
o processo de diferenciagao dos linfécitos T.

A fosforilagdo da porgcdo N-terminal da serina 10 da histona H3 foi
primeiramente descrita como sendo importante na condensagido cromossomal
e no ciclo celular. No entanto, estudos recentes tém demonstrado a
importéncia desta modificagdo na ativagdo da transcricdo génica de varios
genes em diferentes organismos (42). A fosforilagdo da serina 10 pode induzir
a ativacao de immediate early genes (El), postulando assim a relagédo entre a
fosforilacdo e a ativagao transcricional (159). Demonstrou-se que a estimulagéo
ocasionada pela fosforilagcdo da histona H3 promove uma ativacao rapida e
transitoria. Como estas células parecem ser mais suscetiveis a acetilagdo
(160), supbem-se que a fosforilagdo e a acetilagdo podem estar
correlacionadas durante a ativagdo transcricional via ativagdo da cascata
MAPK (161). Posteriormente foi demonstrado que a acetilagcdo ndo esta
obrigatoriamente associada a fosforilagdo (41). Um argumento plausivel é que
a fosforilagdo poderia ocorrer e apds a acetilacdo ela desaparecer. Em
fibroblastos dos animais MSK1/2 deficiente foi observado a reducido da
fosforilacdo da histona H3 e de HMG14 (41). Nestes camundongos deficientes
dessas proteinas quinase, a acetilagdo da histona H3 nao foi prejudicada e os
immediate early genes podem ser induzidos com eficiéncia reduzida (41).

Desta forma, a MSK1 poderia estar envolvida na fosforilagdo da histona
H3 no periodo inicial do processo de diferenciacdo dos linfocitos T naive nas
sub-populagdes Th1/2. Este ponto pode ser importante no controle da
diferenciacédo dos linfécitos T naive, inter-relacionando o processo de
diferenciacado destas células nas suas sub-popula¢gdes funcionais com as vias
de sinalizaggo MAPKs e a remodelagem da cromatina das citocinas
caracteristicas de cada perfil. No entanto, apds realizar diversos experimentos
de imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP), ndo conseguimos observar a
fosforilagdo da serina 10 na histona H3. Tal fato pode ser decorrente da
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fosforilagdo ser uma modificagdo transitoria, ou pelo fato das células utilizadas
para a realizagdo do ChIP representarem uma populagdo heterogénea de
células que estdo em processo de diferenciagao.

A segunda hipdtese a ser testada para elucidar o mecanismo pelo qual a
p38MAPK e a MSK1 estédo envolvidas na regulagdo da produgéo das citocinas
caracteristicas das células Th1 e Th2 € a modulagédo da expressao do receptor
das citocinas IL-4 e IL-12. Durante o processo de diferenciagao, os linfécitos T
passam a expressar de maneira diferenciada as cadeias IL12Rp2 e IL4Ra dos
receptores da IL-12 e IL-4 respectivamente. Desta forma, a responsividade
celular a determinada citocina depende dos receptores celulares expressos,
demonstrando que os receptores de citocina participam ativamente do conjunto
de fatores que influenciam o processo de diferenciagao dos linfocitos T murinos
e humanos.

A modulagdo do receptor da IL-12 pode influenciar o processo de
diferenciacdo dos linfocitos T. Este receptor possui duas subunidades que
ligam a IL-12 com baixa afinidade e juntas formam o receptor de alta afinidade
para esta citocina, o IL-12Rp1 (162) e IL-12Rp2 (60). Os linfocitos T naive
expressam os receptores para IFN-y, mas induzem e mantém a expresséo da
subunidade IL-12Rp2 do IL-12R somente apds a ativagédo na presenga do IFN-
v (60, 63). Desta forma, o IFN-y promove a expressdo da cadeia IL-12Rfp2,
enquanto a IL-4 tem papel oposto (63). Além disso, o fator de transcrigao T-bet,
caracteristico das células comprometidas com o perfil Th1 (109), é induzido
pela sinalizagdo via IFN-y e STAT1 durante a ativagao das células T e desta
maneira modula a expresséo da cadeia IL-12R32 (66).

Observamos a expressao da subunidade IL-12Rp2 do IL-12R nos
linfécitos mantidos em condigbes diferenciadoras Th1, conforme descrito na
literatura (60, 63). As células T mantidas em condi¢des diferenciadoras Th2
apresentam menor expressao deste receptor. Provavelmente ainda
observamos a expressao deste receptor nas células mantidas em meio Th2,
pois estas células ndo se encontram totalmente polarizadas, e representam
uma populagédo que apresenta uma produgao heterogenia de citocinas.

Além disso, demonstrou-se no modelo murino, que apenas a expressao

ectopica da IL12Rp2 nao é suficiente para alterar a produgéo de IL-4 ou induzir
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a produgdo de IFN-y, mesmo quando a via de sinalizagdo via Stat4 foi
restaurada (163), € necessario que ocorra um estimulo que induza de maneira
eficiente a sinalizagao intracelular. Posteriormente, também no modelo murino,
demonstrou-se que a fosforilagdo de Stat4 € necessaria para a inducdo da
producéo de IFN-y pela via de sinalizagao da IL-12 (65). Assim, a fosforilagao
de Stat4 pode ser um componente de integragcdo das vias de sinalizagdo da
p38MAPK que parece estar envolvida na producdo de IFN-y e a via de
sinalizagao da IL-12, que também €& necessaria para a produgao desta citocina.
A fosforilagdo de Stat4 pode ser o ponto de convergéncia destas vias de
sinalizagao, pois a estimulagéo via IL-12 resulta na ativagdo da Janus quinase
2 (Jnk2) e Tyk2, que fosforilam o IL12R, promovendo a alteragéo
conformacional que possibilita a ligagado de Stat4 (67, 68). O papel de Stat4 na
sinalizagdo parece ser importante, conforme pode ser observado no
camundongo deficiente em Stat4, que apresenta um fendtipo concordante com
a deficiéncia de IL-12 e IL-12R em camundongos e humanos, que possuem a
producédo de IFN-y e a diferenciagdo para o fendtipo Th1 alterada (69, 70).
Stat4 é fosforilado na tirosina 693 pelas Jaks, que induzem a dimerizagao de
Stat e a sua translocagéo para o nucleo, regulando a expressao génica (68).
Ainda nao foi elucidado se Stat4 contribui diretamente para a regulagao génica
do IFN-y, embora tenham sido descritos sitios potenciais para a ligagcao de
Stat4 préximo ao gene do 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 Il) independente
de Stat4 (72). Ambas as vias de ativagdo propostas induzem a produgéo de
IFN-y. Apesar de ndo estar descrito na literatura qual via induz a ativacéo de
p38MAPK, a inibicdo desta proteina quinase resulta na menor producdo de
IFN-y pelas células comprometidas exclusivamente com a produgédo desta
citocina e aumento moderado da produgéo de IL-4.
O receptor da IL-4 esta presente em diversos tecidos e também influencia
a producao de citocinas pelas células T. Existem dois tipos de receptor da IL-4.
O IL-4R do tipo I, que consiste na cadeia-a que forma um homodimero com a
cadeia-y comum, que foi primeiramente identificada como o receptor da IL-2. O

receptor do tipo Il € composto pelo IL-4R mais o IL-13R (84). A modulagao do

78



receptor das citocinas envolvidas durante o processo de diferenciacdo é um
evento importante durante a transdugao de sinal das citocinas.

Nos nossos experimentos, observamos a tendéncia em aumentar o
numero de células produtoras de IL-4 quando as células Th1 ou Th2 foram
diferenciadas na presenga do inibidor da p38MAPK ou quando o gene da
MSKH1 foi silenciado. Tal fato provavelmente é decorrente da menor produgcao
de IFN-y e pela maior estabilidade do RNA mensageiro deste receptor
resultando na modulagao positiva da expressao para IL-4R, resultando na
producédo de IL-4 por estas células (137).

As células Th1 retém a capacidade de responder tanto a IL-12 como a
IL-4, pois as células Th1 diferenciadas in vitro mantém a integridade da via de
sinalizacao da IL-4 (92). Desta forma, observamos que na presencga do inibidor
das isoformas a e § da p38MAPK ha diminuicdo da producgédo de IFN-y pelas
células comprometidas exclusivamente com a producdo desta citocina e foi
observado um moderado aumento da producédo de IL-4. A manutencdo da
producdo de IL-4 pelas células T ativadas e mantidas em condigbes
diferenciadoras Th1 pode induzir a expressdo do seu receptor da cadeia
IL4Ra. O aumento da expressdo da IL4Ra resulta na manutengcdo da
producédo de IL-4 bem como na manutengéo da produgéo de IFN-y, pois ambas
as vias de sinalizagc&do estdo sendo estimuladas, o que mantém estas células
em um estado indiferenciado. Provavelmente, a inibicdo da p38MAPK
influencia o processo de diferenciacéo dos linfocitos T alterando o processo de
diferenciacdo de maneira similar ao que ocorre com as ceélulas tronco
pulmonares deficientes na isoforma o da p38MAPK (151). Neste modelo, a
deficiéncia desta proteina resulta no aumento da proliferacdo celular e o
processo de diferenciagao passa a ser deficiente (151).

Nas células em que a MSK1 foi silenciada, também observamos a expresséo
da IL4Ra tanto nas células Th1 como Th2, resultando em um fendtipo similar
ao das células em que a p38MAPK foi inibida. Porém, quando comparamos a
expressao da IL4Ra, nas células em que a MSK1 foi silenciada, com as células
em que a MSK1 n&o foi silenciada e mantida sob as mesmas condic¢des,
observamos que a IL4Ro esta diminuida nas células que passaram pelo

silenciamento da MSK1. Tal fato pode ser resultante do processo de

79



silenciamento da MSK1, que é uma quinase que pode influenciar o processo
de divisdo celular. A expressdo do IFNGR1 nao foi alterada nas condigdes
experimentais utilizadas, com excessao das células mantidas em meio Th1 em
que a MSK1 foi silenciada. Como a subunidade o € expressa na superficie de
quase todas as células, era esperado que todas as condigdes experimentais
apresentassem expressao similar deste receptor de citocina (91).

A alteracdo da expressao dos receptores de citocinas parece ser um
fendmeno bioldgico importante, onde a inibigdo do circuito da p38MAPK/MSK1
resulta na alteracdo da producao das citocinas dos linfécitos T ativados e
mantidos em meio Th1 ou Th2. A inibicdo desta via pode resultar na ativagao
de vias alternativas de sinalizacdo (140, 141). Além disso, parece haver
alteragdes no ciclo celular e também na expressdo dos receptores. Esses
processos sao extremamente complexos e parecem estar intimamente
relacionados. Nao se sabe se o processo de diferenciagdo celular é algo
deterministico ou estocastico (164), mas n&o parece haver um unico fator que
determine e fenodtipo celular resultante, mas sim varios fatores, que em
conjunto resultam em determinado fendtipo celular.

Ndo ha um modelo definitivo de diferenciagdo e comprometimento
celular, acredita-se que o comprometimento celular ocorre durante o periodo
inicial de diferenciagao dos linfocitos T (111). Acreditamos em um modelo no
qual as diversas vias coexistem em paralelo resultando em populagdes
heterogéneas e multifuncionais que expressam um ou ambos os perfis
terminais e podem ser encontradas co-expressando os marcadores naive.
Neste modelo proposto, o processo de comprometimento e diferenciacao
celular ndo segue uma determinada sequéncia de eventos. Desta forma a partir
de um mesmo ponto inicial, pode haver diversos caminhos ou vias que podem
resultar em diferentes fendtipos celulares (126).

Inicialmente a resposta imune e consequentemente o processo de
divisdo celular era tido como um processo linear e uniforme, onde cada célula
precursora naive era estimulada de uma maneira unica, resultando em uma
progénie homogénea. Contudo, a selegcdo clonal dos linfécitos T esta
intimamente associada a divisdo celular, e uma célula pode ser estimulada de
tal maneira que a divisdo dé origem a células filhas com receptores de

superficie idénticos que se adaptem e resultem diferentes fendtipos. Além
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disso, ha outro modelo de diferenciacédo proposto, onde uma unica célula pode
resultar em células filhas que expressam de maneira diferencial os receptores
de citocinas. Neste modelo, um mecanismo possivel para gerar a
heterogeneidade da populagdo dos linfocitos pode ser a divisdo assimétrica
das células (124).

Aléem disso, diversos fatores contribuem em conjunto para o processo de
diferenciacdo dos linfécitos T. O tipo de estimulagdo que a célula recebe
resulta nas diferentes vias de sinalizacdo que sao ativadas, e inclui a
concentragdo do antigeno, as moléculas co-estimulatorias presentes, as
citocinas presentes no meio, a frequéncia das células respondedoras, bem
como a densidade das células apresentadoras de antigenos (165).

No momento que inibimos a p38MAPK ou silenciamos a MSK1
provavelmente ndo alteramos apenas o processo de sinalizagao celular, mas
também o processo de diferenciagdo, pois ambas as quinases parecem
participar do controle da proliferacado de diversos tipos celulares (142-146, 151-
153, 157). Assim, a alteragcdo da producgdo de citocinas pelas células T naive
estimuladas sob condi¢des diferenciadoras Th1/2, onde a p38MAPK foi inibida
ou a MSK1 foi silenciada, parece ser resultante da alteracdo da expressao das
cadeias IL12Rp2 e IL4Ra, modificando o processo de sinalizagao celular e a
responsividade a IL-12 e IL-4.

A diferenciagdo das células T CD4" naive para células efetoras e de
memoria ndo segue uma determinada sequéncia de eventos (126). Foi
demonstrado no modelo murino que os linfécitos que permanecem duplo-
positivos estdo num estagio intermediario de diferenciagdo e esta populagéo &
estavel e persiste in vivo. Assim, imaginamos que as ceélulas duplo-positivas
podem ser representativas dos linfécitos responsaveis pela plasticidade dos
linfocitos T humanos e quando re-estimuladas sob condi¢gdes diferenciadoras
Th1 ou Th2 podem ser responsaveis pela produgao tanto IFN-y e IL-4.

Foi feita a separacéo celular destas células baseando-se na expressao
dos receptores de quimiocinas CXCR3 e CCR4, pois foi demonstrado que a
expressdo destes receptores ocorre num estagio inicial do desenvolvimento
dos linfocitos T CD4" aparentemente naive. Estas células expressam os
receptores de quimiocinas CXCR3 e CCR4 e demonstra padrdes de expressao
génica e resposta funcional caracteristica dos linfécitos T de memoria (126).
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Como a remodelagem da cromatina da regido promotora dos genes do IFN-y
esta acoplada com a remodelagem da cromatina do gene do receptor de
quimiocina CXCR3, enquanto o remodelamento da regido promotora da IL-4
estda associado a remodelagem da cromatina do gene do CCR4 (134),
consideramos que os linfécitos que expressam ambos o0s receptores de
quimiocinas sao aqueles que possuem a capacidade de produzir tanto IFN-y
como IL-4. Desta forma, neste trabalho, as células T CD4" foram separadas
conforme a expressao diferencial dos receptores de quimiocinas CXCR3 e
CCR4. Assim, foram separadas as células pré-Th2 (células que expressam
exclusivamente CCR4) e as células que ndao estavam comprometidas (células
duplo-positivas para CXCR3 e CCR4). As ceélulas pré-Th1 (células que
expressam apenas CXCR3) nado foram separadas, pois em todas as amostras
utilizadas o numero de células foi extremamente baixo, impossibilitanto a
separacgao celular.

Apesar da pequena porcentagem das células que expressavam CCR4
ou CCR4/CXCR3, a pureza das células isoladas foi elevada. Apos a separacao
celular essas células foram mantidas por seis dias sob condi¢gdes nao-
polarizantes, Th1 ou Th2. No entanto, independente do tipo de receptor de
quimiocina expresso na superficie e independente do meio no qual as células
foram mantidas, elas foram capazes de produzir ambas as citocinas. Estes
dados estdo em concordancia com aqueles obtidos no modelo murino, onde as
células duplo-positivas, isto €, capazes de produzir tanto IFN-y como IL-4
persistem e permanecem como ceélulas duplo-positivas (129).

As células CCR4 positivas, independente do estimulo recebido também
continuam produzindo IFN-y e IL-4, em divergéncia do observado no modelo
murino (129). Essas diferencas podem ser resultantes dos parametros
utilizados para separar estas populagdes celulares. N6s nos baseamos na
expressao dos receptores de quimiocinas para determinar as células que
seriam separadas. Contudo, apesar da pureza do processo de separacao
celular ter sido elevada, a populacao celular estudada é heterogénea, pois n&o
apenas os linfocitos Tey expressam CXCR3 ou CCR4, mas os linfécitos Tem
também expressam esses receptores. No modelo murino estes tipos celulares

Tcem € Tem possuem habilidade diferente na produgao de citocinas (129).
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Apesar da heterogeneidade na expressdo desses receptores de
quimiocinas escolhemos este parametro para a separacdo celular, pois a
expressdao de CD62 também nao ser um bom parametro para isolar estas
populagdes celulares, visto que apesar das células Tcm expressarem o
marcador CD62L"" e, este também é um marcador de células naive. Além
disso, as células Tem apresentam a expressdo heterogénea do marcador
CD62. No estudo utilizando células murinas, as células foram separadas
baseando-se apenas na expressdo de CD62L (129). As células CD62L""
foram consideradas como Tcu e as células CD62" foram consideradas Tem
(129).

Aléem da heterogeneidade das células separadas, estimulamos as
células isoladas por citometria in vitro, e pode haver outros fatores
determinantes na plasticidade e polarizacdo destas células. Desta forma, para
elucidar se as células duplo-positivas sao aquelas responsaveis pela
plasticidade dos linfocitos T devemos utilizar um conjunto de paradmetros que
resulte na obtengdo de uma populacdo homogénea apds a separagao celular
por citometria, o que dificulta ainda mais o processo de separacéo celular. Uma
alternativa seria separar a populagéo baseando-se nos parametros ja utilizados
(CD4, CXCR3, CCR4), acrescidos da marcagao para CD62 e CCRY7.

Em sumario, os nossos dados demonstram que a p38MAPK esta
envolvida na producdo de IFN-y no periodo de diferenciagao inicial das células
Th1/2 das células murinas e humanas. Além disso, a MSK1, que € ativada pela
p38MAPK, também esta envolvida na regulagdo da produgéo de citocinas no
periodo de diferenciagao inicial dos linfocitos T. Observamos que a presencga
de SB203580 foi aditiva a auséncia do gene MSK na inibigdo da producgéo de
IFN-y e também foi observada a tendéncia de elevar o numero de células que
produzem IL-4. Em conjunto, os nossos dados sugerem que a MSK1 e
p38MAPK agem em conjunto. No entanto, os nossos resultados onde a
p38MAPK foi inibida ou a MSK1 silenciada indicam que ha no minimo mais
uma via alternativa regulando a produgédo das citocinas caracteristicas das
células Th1/2.

Um dos mecanismos pelo qual o circuito p38MAPK/MSK1 influenciam a
producado de citocinas dos linfocitos T ativados e mantidos em condi¢cdes
diferenciadoras Th1/2 parece ser a modulacdo das cadeias IL12Rp2 e IL4Ra
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dos receptores de citocinas da IL-12 e da IL-4. Esses receptores sao
modulados conforme as citocinas presentes no meio, assim, a alteracdo da
sinalizagado da p38MAPK/MSK1 altera a sinalizagao intracelular, que resulta na
producao alterada de citocinas e como resultado ha a alteracdo da expressao
das cadeias IL12Rp2 e IL4ARa dos receptores de citocinas da IL-12 e da IL-4.
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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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