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Resumo

A prostaglandina E> (PGE:2) ¢ um dos principais mediadores envolvidos na diferenciagao
e/ou expansdo de linfocitos T helper (Th) Thl e Thl7 em modelos de autoimunidade e
doencas inflamatérias cronicas, como em encefalomielite autoimune experimental (EAE) e
modelos experimentais de colite. A coexisténcia de linfocitos Thl e Thl7, assim como a
presenca de células Th17 produtoras de IFN-y sugerem a possivel plasticidade destas sub-
populagdes de linfocitos em modelos de desordens inflamatérias. No entanto, até o momento,
ndo ha relatos na literatura se a presenca de PGE: poderia favorecer a plasticidade de
linfocitos Th17 em Thl. Linfocitos T naive foram diferenciados a células Th17 por 6 dias.
Quando estas células foram expostas em condi¢des polarizantes para diferenciagao de
linfocitos Thl por 18 dias, na presenca e auséncia de PGE> foi observado um aumento na
porcentagem de células T CD4" IFN-y", sendo esse mais pronunciado na presenca de PGE,.
Visando otimizar o protocolo experimental, as células T naive foram diferenciadas em
linfécitos Th17 durantes 4 dias, e entdo submetidas a purificagdo por coluna de separagao
magnética. Porém, devido a problemas metodoldgicos, houve inibicdo da proliferagdao e
aumento de morte celular, de forma que o experimento ndo foi conclusivo. Resultados de
quantificagdo de IL-17A e IFN-y, nas diferentes condi¢des experimentais, confirmaram a
maior plasticidade no 18° dia de cultura na presenga de PGE2. Os resultados aqui apresentados
sugerem pela primeira vez que na presenga de um microambiente favoravel a linfécitos Thl, a
PGE; favorece a plasticidade de células Th17 para Thl. Entretanto, os préximos passos deste
estudo visam compreender a via de sinalizagdo esse mediador lipidico age em termos de
plasticidade e, também, elucidar o papel da PGE2 nessa mudanga de subtipo celular dentro de

um quadro inflamatorio e em certas condig¢des de doencas inflamatdrias cronicas.



1. INTRODUCAO

1.1. Diferenciacio de Linfocitos T

As células T CD4* naive diferenciam-se em diversos subtipos celulares, dentre eles Thl,
Th2, Th17 e T regulador (Treg) de acordo com o padrdo de resposta induzido pelo patégeno
ao qual o hospedeiro é acometido (Tartar et al., 2010). Essa diferencia¢do ¢ induzida por
citocinas presentes no microambiente, gerado principalmente por células dendriticas
infectadas que ao migrarem para um 6rgao linféide proximal interagem com células TCD4+
naive. Estes linfocitos, na presenga de um microambiente de citocinas associada a interagao
TCR com MHC-II e moléculas co-estimuladoras, CD80/CD86 com CD28, resultam na
ativacdo de fatores de transcricdo que promovem a sintese e a secre¢do de mediadores
soluveis especificos a cada subtipo celular garantindo uma maior eficiéncia da resposta imune

(Murphy e Stockinger, 2010).
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Figura 1 - Diferenciacdo de Linfocitos TCD4 naive
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Fonte: Figura retirada da Tese de Doutorado (Dejani, 2016).

A imagem foi criada usando Servier Medical Art Powerpoint Image Bank, disponivel em

Figura 1. A diferenciacdo de linfocitos T CD4" NaINR{pOCRT S avidoc8nAPERsERf8RAOnE s e-bank.
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necessario para a ativagao dos linfocitos. A diferenciagdo em Thl, Th2, Th17 ou Treg, depende
das citocinas presentes no microambiente. Por exemplo, na presenca de IL-6 e TGF-B, os Th
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diferenciag@o celular (Weaver et al., 2007; Wei et al., 2009). .
compreensao do papel de cada um destes subtipos celulares no desenvolvimento e

agravamento de diversas doencas inflamatorias cronicas e infecciosas. Ainda,



11

Por outro lado, os linfocitos Th17 sdo encontrados primordialmente em infecgdes por
bactérias extracelulares, fungos, assim como doengas auto-imunes. A via de sinalizacao desse
subtipo celular ¢ iniciada pela presenga de IL-1p, IL-6, IL-23 e fator de crescimento tumoral
(TGF-B) no microambiente os quais ativam Stat3 e receptor 6rfao relacionado ao écido

retinoico yt (RORyt), fator de transcri¢ao responsavel por promover a sintese de IL-17A e IL-

22, perfil de citocinas relacionado as células Th17 (Wei et al., 2009; Zhou et al., 2009).

1.2. Plasticidade de Linfécitos T

A diferenciacdo de linfocitos T helper (Th) ocorre pela ativagdo de fatores de transcrigdo
caracteristicos de cada subtipo celular de acordo com o microambiente ao qual a célula esta
inserida (Nakayamada et al., 2012). Algumas células, uma vez diferenciadas, mantém seu
fenodtipo durante diversos ciclos de divisao celular (estado final de diferenciagdo), porém
outras, quando expostas a um microambiente distinto, podem alterar seu fenotipo, o que

confere aos linfocitos T uma plasticidade (Nakayamada et al., 2012; Geginat et al., 2014).

Essa plasticidade dos linfocitos T deve-se a modificagdes pds-transducionais especificas
das histonas (metilacdo, acetilacao, fosforilacao e ubiquitinacio), que uma vez desencadeadas
tornam a cromatina permissivel a ligacdo de outros fatores de transcri¢do, alterando o perfil

fenotipico de tais células (Nakayamada et al., 2012; Allan e Nutt, 2014).

Células Thl, Th2 e Th17 apresentam diferentes modificagdes epigenéticas relacionadas a
ativacdo de fatores de transcrigdo e produgdo de citocinas efetoras caracteristicas de cada

subtipo celular, de forma rapida e eficiente (Allan e Nutt, 2014).

O perfil de metilagdo dos subtipos linfocitarios demonstra que para células Th17 o estado
de metilacdo do promotor dos genes Rorc e 1117a ¢ permissivo (H3K4me3), para o promotor
de ifng o estado de metilagdo € repressivo (H3K27me3), porém o promotor thx21, gene que

codifica T-bet, estd em um estado de metilacdo bivalente, permitindo que linfécitos Th17, se
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expostos a um microambiente favordvel a polarizacdo de linfocitos Thl, entre em estado
permissivo, para esse gene, ¢ entdo, silencie o l1117a e Rorc e ative, via STAT4 e T-bet, a

producado de IFN-y (Wei et al., 2009; Muranski e Restifo, 2013)

Figura 2 — Modificacées epigenéticas modulam a plasticidade entre linfocitos Th17 e
Thl

— H3K4me3
= H3K27me3

= Bivalent (both)
= Neither

Figura 2. A trimetilagdo da histona *H na lisina 4 (H3K4me3) no promotor de um gene ¢ um
marcador permissivo para transcri¢do, enquanto que a trimetilagdo da histona *H na lisina 27
(H3K27me3) ¢ um marcador repressivo. Células Th17 sdo permissiveis (H3K4me3) a
transcri¢do de Rorc e I117a e bivalente para Thx21, caracterizando instabilidade do subtipo
linfocitario e plasticidade para Thl, que possui apenas marcadores permissiveis para thx21 e
ifny e marcadores repressivos para Rorc e [117A (Muranski e Restifo, 2013).

Essas células, Th17 produtoras de IFN-y vem sendo chamadas de Thl “nao classicas” e
sao frequentemente encontradas em modelos de autoimunidade, mostrando serem mais

patogénicas do que as Th1 classicas (Lee et al., 2009; Nakayamada et al., 2012).

1.3. Prostaglandina E2: Receptores e Vias de Sinalizacio

As prostaglandinas (PG) sdao mediadores lipidicos soluveis sintetizados a partir da
biossintese do acido araquidonico (Boniface et al.), oriundo da hidrolise de fosfolipideos de
membranas pelas fosfolipases (cPLA2). O 4cido araquiddnico liberado sofre a acdo das

enzimas ciclooxigenase 1 (COX-1) e ciclooxigenase 2 (COX-2), formando, em um primeiro
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momento, PGG; que posteriormente sofre conversdo a PGH, (Hirata e Narumiya, 2012;
Sreeramkumar et al., 2012). A enzima COX-1 ¢ uma enzima constitutiva, sendo responsavel
pela producdo de niveis basais das prostaglandinas, j& COX-2 ¢ uma enzima induzida que

potencializa a produ¢do de PG durante a inflamagao (Smith et al., 2000).

A PGH; ¢ metabolizada a quatro diferentes tipos de prostaglandinas, PGD», PGE>, PGF»
e PGI,, de acordo com a enzima presente na célula onde a biossintese esta ocorrendo (Hirata e
Narumiya, 2012). O prostandide mais comum em humanos ¢ a PGE, cuja biossintese, ocorre
pela agdo de PG sintase E> (Hirata e Narumiya, 2012; Sreeramkumar et al., 2012). As PGs sdo
entdo liberadas através de um transportador de membrana e atuam de forma autdcrina e

parécrina (Schuster, 1998).

A PGE; exerce sua fun¢do através de 4 subtipos de receptores celulares associados a
proteina G (GPCR): EP1, EP2, EP3 e EP4. Esses podem variar de acordo com as
propriedades de ligagdo a PGE;, distribuicdo nos tecidos, expressdo e transdu¢do de sinais,
conforme o tipo de proteina G acoplada (Sugimoto e Narumiya, 2007; Hirata e Narumiya,

2012; Sreeramkumar et al., 2012).
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Figura 3 - Sintese de PGE2 e vias de sinaliza¢ao.
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Fonte: Figura adaptada da Tese de Doutorado (Dejani, 2016).
Figura 3. A PGE,, ¢ sintetizada a partir da degradagao de fosfolipideos de membrana nuclear
pela cPLC,, a AA. Esse, ¢ entdo, convertido & PGH», pelas enzimas COX-1 e COX-2, a qual
originara PGE», com auxilio de PG sintase E>. A PGE,, pode interagir com receptores EP1,
EP2, EP3 e EP4. EP1, promove aumento de Ca*" intracelular por meio de PLC, via proteina
Gaq. EP3, através de Gai, inibe AC, e, portanto, cAMP. Ja EP2 e EP4, acopladas a Gas,
aumentam os niveis de cAMP, via AC, ativando a via de EPAC e PKA (Sugimoto e
Narumiya, 2007).

O receptor 1 de prostaglandina E> (EP1), encontrado majoritariamente em rins, mucosa
muscular géstrica e tecido adrenal, ¢ acoplado a proteinas Gaq, que promove o aumento de
Ca®" intracelular através da ativacio de fosfolipase-C (PLC) (Sugimoto e Narumiya, 2007).

EP3, diferente dos outros receptores, apresenta multiplas variantes geradas pelo

processamento alternativo do RNA (splicing alternativo). EP3a ¢ EP3[ sdo acopladas a

proteina Gai e dessa forma, quando ativadas promovem diminui¢do dos niveis de adenosina
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mono fosfato ciclica (AMPc), por inibi¢do de adenilato ciclase (Boniface et al.). Ja a isoforma
EP3y potencializa a producdo de AC ¢ cAMP, via Rho GTPase (Breyer et al., 2001; Sugimoto
e Narumiya, 2007; Sreeramkumar et al., 2012).

Os receptores EP2 e EP4, por sua vez, sdo acoplados a proteina Gas e induzem a ativagao
de AC, enzima que converte adenosina trifosfato (ATP) em cAMP. Esse mensageiro
secundario ¢ responsavel por ativar duas vias: a da proteina quinase A (PKA) e a da proteina
de troca diretamente ativada por AMPc (EPAC) (Gerlo et al., 2011). A interagao de AMPc e
EPAC resulta na ativacdo de Rapl, uma proteina da superfamilia Ras, que tem sido
relacionada no controle da adesdo celular e formagdo de jungdes celulares (Bos,
2006);(Breckler et al., 2011). No entanto, a interagdo de cAMP com a subunidade regulatoria
de PKA resulta na fosforilagdao de diferentes proteinas citoplasmaticas, dentre elas, fatores de
transcri¢do, como por exemplo, a proteina de ligacdo ao elemento de resposta a cAMP
(CREB) (Gerlo et al., 2011). A ativacdo de CREB leva a transcri¢ao de genes relacionados a
modulagdo da proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciacao celular (Hirata e Narumiya, 2012;

Sreeramkumar et al., 2012).

1.4. PGE:: Influéncia na Resposta Imune Adaptativa e na Plasticidade de Linfocitos T
Diversos estudos ja comprovaram que a PGE> possui um importante papel na resposta
imune adaptativa, atuando na modula¢do da diferenciagdo e proliferacdo das células T. No

caso de células Thl e Th17, a PGE: pode agir de forma antagdnica

Estudos demonstraram que a PGE: pode induzir o aumento da proliferacdo e
diferenciag¢do de células Th1l e Th17. Em concentragdes nanomolares promovem a expressao
de receptores de IL-23 e IL-1B e inibiu a produgdo de IFN-y, resultando no aumento da
proliferagdo de células Th17 via EP2/EP4-cAMP, e também no aumento de células Th17 de

memoria. Além desse mecanismo, a PGE; adicionada a uma cultura de células dendriticas
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promove o aumento da producdo de IL-23 por essas células, favorecendo a diferenciacao de

linfocitos Th17 (Boniface et al., 2009).

Por outro lado, células T naive incubadas com agonistas de EP2 e EP4 na presenca de
altas concentragdes de anti-CD3/CD28, resultou na diferenciagao de linfocitos Thl, sendo que
EP4 foi responsavel pela expressdo de IL-12RB2 e IFN-yR1(Yao, Chengcan et al., 2013).

Além disso, outros trabalhos demonstram o envolvimento de PGE, em doengas
autoimunes (Nistala et al., 2010; Annunziato et al., 2013). Em modelos experimentais de
colite, assim como em paciente com doenca inflamatdria intestinal cronica, PGE> foi
detectada em niveis elevados no intestino. No entanto, os beneficios do tratamento com
inibidores seletivos de COX sdo ainda bastante controversos. Por exemplo, em modelo
experimental de colite induzido por trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) ou dextran
sulphate sodium (DSS), os inibidores seletivos de COX exerceram uma diminuig¢do
significativa dos danos no célon por promover a reducdo de células Thl e Th17 no local do
dano, e sistemicamente houve o remodelamento do perfil génico da mucosa colonica,
supressdo da inflamagdo e redugdo da polarizacdo, expansdo e manutencao de células Thl7
(Monk et al., 2014).

Atualmente, j4 se tem descrito que além da presenca de linfocitos Thl e Thl7, os
linfocitos Thl “ndo cléssicos”, ou seja, células produtoras de IFN-y derivadas de linfocitos
Th17, estdo associados a quadros inflamatorios cronicos € de autoimunidade, como na
Doenga de Crohn e na artrite autoimune, consideradas células ainda mais patogénicas que as
Thl e Th17 (Lee et al., 2009; Nakayamada et al., 2012; Cosmi et al., 2014).

Dessa forma, tendo em vista ndo apenas a capacidade plastica de linfocitos T helper, mas
também a capacidade da PGE> de modular a diferenciacdo e proliferacao de células Thl e
Th17, positiva ou negativamente dependendo da concentragdo e do microambiente ao qual

esta inserida, o objetivo desse estudo foi avaliar a plasticidade de linfocitos Thl7 para
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linfécitos Th1l, em um microambiente contendo PGE», determinando o papel desse mediador

lipidico nesse processo, visto sua importancia na diferenciagao dos linfocitos T.

1.5. Hipétese
A hipdtese desse trabalho é que a PGE2, em um microambiente polarizante para células

Thl, aumenta a plasticidade de linfocitos Th17 para linfocitos Thl.

Figura 4 — Hipotese do trabalho

\
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Figura 4. A presenga de PGE2, em um microambiente favoravel a polarizacao de células Thl,
promoveria o aumento da plasticidade de células Th17 ja diferenciadas em células Thl.

2. OBJETIVO

Avaliar o papel da PGE» na plasticidade de linfocitos Th17 para Thl.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.Animais

Camundongos C57BL/6, fémeas, com 6 a 10 semanas de idade, foram obtidos do Centro
Multidisciplinar para Investigacao Biologica - CEMIB/UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo. Os
animais foram mantidos em mini-isoladores com temperatura, umidade, fluxo de ar e ciclo de

luz claro/escuro controlados e livre acesso a agua e ragdo, previamente autoclavadas. Todos
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os procedimentos foram julgados pelo Comité de FEtica da Instituicio (Parecer n°,

CEUA/FCF/CAr n. 15/2016 — ANEXO I).

3.2. Obtencao de células T naive
Linfoécitos T naive foram purificados a partir de células do bago de camundongos
C57BL/6 com auxilio de beads magnéticas CD4+CD62L+ T Cell Isolation Kit II mouse

(#130-093-227 — Miltenyi Biotec®) de acordo com instrugdes do fabricante.

3.3.Ensaio de diferenciacio de células T
3.3.1. Experimento I

As células T naive, purificadas dos animais, foram diferenciadas na presenga de meio
polarizante para células Th17. Resumidamente, 5x10° linfécitos T naive/pogo foram
adicionados em placas de 48 pocos previamente tratadas com anti-CD3 e anti-CD28 (2 pg/mL
cada), anti-IL-4, anti-IL-2 e anti-IFN-y (10 pg/mL cada), e um coquetel de citocinas contendo,
IL-1B (20 ng/mL), IL-6 (20 ng/mL) e TGF-B (5ng/mL), diluidas em IMDM suplementado
com soro bovino, gentamicina, L-glutamina, aminoacidos essenciais, piruvato de sodio e [3-
mercapitoetanol. As células foram mantidas nessa cultura por 3 dias, quando o meio de
cultura foi trocado, ao coquetel de citocinas polarizantes para Th17 foi adicionado IL-23 (50
ng/mL) para expansado destas células até o sexto dia de cultura.

O resultado foi determinado por citdmetro de fluxo FACS Canto™ (Becton& Dickinson,
San Diego, CA, USA) e as células marcadas com Th1/Th17 mouse phenotyping kit ((#560759
— BD Pharmingen™). As células com fen6tipo Th17 eram CD4 IL-17"IFN-y". Os resultados

foram analisados pelo programa FCS 4 Express Flow Cytometry.

3.3.2. Experimento I1
As células T naive, purificadas dos animais, foram diferenciadas na presenga de meio

polarizante para células Thl7. Resumidamente, 5x10° linfocitos T naive/pogo foram



19

adicionados em placas de 48 pogos previamente tratadas com anti-CD3 e anti-CD28 (2 pg/mL
cada), anti-1L-4, anti-IL-2 e anti-IFN-y (10 pg/mL cada), e um coquetel de citocinas contendo,
IL-1B (20 ng/mL), IL-6 (20 ng/mL) e TGF-B (5ng/mL), diluidas em IMDM suplementado
com soro bovino, gentamicina, L-glutamina, aminoacidos essenciais, piruvato de sodio e [3-
mercapitoetanol. As células foram mantidas nessa cultura por 2 dias, quando o meio de
cultura foi trocado, ao coquetel de citocinas polarizantes para Th17 foi adicionado IL-23 (50
ng/mL) por mais 2 dias.

No quarto dia de cultura as células secretoras de IL-17 foram purificadas com auxilio de
“beads” magnéticas (Mouse IL-17 Secretion Assay — Cell Enrichmentand Detection Kit (PE)
- #130-094-213 — Miltenyi Biotec®), de acordo com as instrucdes do fabricante.

O resultado foi determinado por citdmetro de fluxo FACS Canto™ (Becton& Dickinson,
San Diego, CA, USA) e as células marcadas com CD4-PE, IL-17A-AlexaFluor647 e IFN-y-
FITC. As células com fendtipo Thl7 eram TCD4'IL-17IFN-y. Os resultados foram

analisados pelo programa FCS 4 Express Flow Cytometry.
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Figura 5. Linfocitos T naive purificadas através de separagdo por beads magnéticas, a partir
de células do baco de camundongos C57BL/6. Tais células foram submetidas a um meio

polarizante para linfocitos Th17, contendo anti-

CD3/CD28, anti-IL-4, anti-IL-2 e anti-IFN-y e

as citocinas IL-1p, IL-6 e TGF—[3 e foram deixados em cultura por 3 dias. Apos esse periodo

foi dado um reestimulo com o mesmo meio

polarizante acrescido de IL-23, mantendo a

cultura por mais 3 dias. Apos a diferenciacdo, iniciou-se o ensaio de plasticidade, submetendo
os linfécitos Th17 a um meio polarizante para células Thl, na presenca e auséncia de PGE>. A
cada trés dias houve reestimulo dessas células, sob as mesmas condi¢des polarizantes para
linfécitos Thl, sendo que uma fragdo de células era coletada para fenotipagem por citometria
de fluxo. Esse procedimento foi repetido até o 18° dia de cultura.
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3.4.Ensaio de Plasticidade

Os linfocitos Th17 foram entdo cultivados em meio polarizante para células Thl na
presenca e auséncia de PGE», na concentragao de 1uM. Em placa de 48 pocos, foi tratada com
anti-CD3 e anti-CD28 (2 pg/mL cada), anti-IL-4 e anti-IFN-y (10 pg/mL cada), e um coquetel
de citocinas para diferenciagdo em células Thl, contendo IL-2 (20 ng/mL) e IL-12 (50
ng/mL), diluidas em IMDM suplementado com soro bovino, gentamicina, L-glutamina,
aminoacidos essenciais, piruvato de sédio e B-mercapitoetanol, foi adicionado 5x10° linfocitos
Th17/pogo.

A cada trés dias de cultura, uma fracdo de células era retirada para fenotipagem por
citometria de fluxo (FACS CantoTM- Becton& Dickinson, San Diego, CA, USA), utilizando
como marcadores CD4, IL-17 e IFN-y. As células que mantiveram fendtipo Thl17 eram
CD4'IL-17IFN-y’, ja as células que alteraram seu fendtipo para Thl eram CD4'IL-17TFN-
v*. Esse procedimento foi repetido até o décimo-nono dia de cultura. Os resultados foram

analisados pelo programa FCS 4 Express FlowCytometry.

3.5. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
Além da fenotipagem por citometria de fluxo, para determinar o subtipo celular ao qual
os linfocitos T foram polarizados, avaliou-se a producdo das citocinas IL-17A e IFN-y por

ELISA de acordo com o protocolo dos respectivos fabricantes.
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Figura 6- Delineamento experimental referente ao “Experimento 11"
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Figura 6. Linfocitos T naive purificadas através de separagdo por beads magnéticas, a partir
de células do baco de camundongos C57BL/6. Tais células foram submetidas a um meio
polarizante para linfocitos Th17, contendo anti-CD3/CD28, anti-IL-4, anti-IL-2 e anti-IFN-y e
as citocinas IL-13, IL-6 e TGF-B e foram deixados em cultura por 2 dias. Apos esse periodo
foi dado um reestimulo com o mesmo meio polarizante acrescido de IL-23, mantendo a
cultura por mais 2 dias. Apdés a diferenciagdo, as células secretoras de IL-17A foram
purificadas por beads magnéticas. Iniciou-se o ensaio de plasticidade, submetendo os
linfocitos Th17 a um meio polarizante para células Thl, na presenca e auséncia de PGE2. A
cada trés dias houve reestimulo dessas células, sob as mesmas condi¢des polarizantes para
linfocitos Thl, sendo que uma fragdo de células era coletada para fenotipagem por citometria
de fluxo. Esse procedimento foi repetido até o 19° dia de cultura.
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4. RESULTADOS

4.1. Ensaio de Plasticidade — Experimento I

No experimento I, apos trés e seis dias de diferenciagdo sob condi¢des polarizantes para
linfocitos Th17, as células foram analisadas por citometria de fluxo e, no terceiro dia,
aproximadamente 63% mostram-se secretoras de IL-17A, caracterizando o fen6tipo de células
Th17 (Figura 7A). Porém apds o reestimulo dessas células, no sexto dia de cultura, observou-
se a diminuicdo da porcentagem de células produtoras de IL-17A (Figura 7B). Apesar da
diminui¢do da porcentagem de células produtoras de IL-17A, podemos observar que metade
da populacdo celular era ainda composta por células Th17 (aproximadamente 48%), sem a

presenca de células produtoras de IFN-y

Figura 7 - Confirmacio da diferenciacio de linfocitos Th17 apds 3 e 6 dias

(A) Condig3o polarizante Th17 - 3 dias (B) Condic3o polarizante Th17 - 6 dias
10.03% 0.02% 13"0,07% 0.10%

10 10’ an? 10 10 1a® 1’ 1n? 10° 10*
[L-17A IL-17A

Figura 7. Células T naive purificadas do bago de camundongos C57BL/6, ativadas com anti-
CD3/CD28 e cultivadas em meio polarizante para linfocito Th17 (IL-6, TGF-B, IL-1p e anti-
IL-4, anti-IL-2, anti-IFN-y). As células foram marcadas Th1/Th17 mouse phenotyping kit
((#560759 — BD Pharmingen™). (A) Dotplot das células no 3° dia de diferenciagdo. (B)
Dotplot das células no 6° dia de diferenciacao, apds reestimulo com IL-23.

Apo6s o sexto dia de experimento, as células foram privadas dos estimulos polarizantes
para Th17 e submetidas a um microambiente favoravel a polarizagdao de linfocitos Thl. Para

determinar a cinética da plasticidade desses linfocitos, foram fornecidos reestimulos Thl a
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cada trés dias, at¢ o décimo oitavo dia de cultura. No décimo segundo dia de cultura, a
concentracdo de IL-12 adicionada ao meio polarizante para linfocitos Thl foi alterada para 50
ng/mL, devido a resultados experimentais do nosso grupo de pesquisa que padronizou a
melhor condi¢do para a diferenciacdo de células Thl (dados ndo mostrados). Ainda, para
avaliar o papel de PGE> na plasticidade de Th17/Thl, em umas das condic¢des foi adicionado

PGE> na concentragao de 1uM.

No nono dia de cultura, houve reducdo na porcentagem de células produtoras de IL-17A
em ambas condi¢des experimentais (Figura 8A e 8B), sendo essa mais acentuada na presenca
de PGE:. Ou seja, aproximadamente 30% das células eram IL-17A" na presenga de PGE>
(Figura 8B), enquanto na auséncia de PGE>, aproximadamente 37% de linfocitos eram

produtores de IL-17A (Figura 8A).

Com a continuidade da cultura, manteve-se a reducdo da porcentagem de células
produtoras de IL-17A (1,47% na condi¢do experimental na auséncia de PGE> e 0,55% na
condicdo experimental com adicdo de PGEz), sendo que as células adquiriram perfil duplo

negativa TCD4IL17ATFN-y~ em ambas as condi¢des experimentas (Figura 8C e 8D).

O ultimo dia de experimento, décimo oitavo, apresentou um perfil de células distinto dos
anteriores, esses linfocitos que reduziram a produgdo de IL-17A, quando mantidos em um
microambiente polarizante para células Thl, adquiriram a capacidade de produzir IFN-y,
sendo que para as células cultivadas na presenca de PGE,, essa producdao foi

aproximadamente 15 vezes maior do que na auséncia do mediador lipidico (Figura 8E e 8F).
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Figura 8 - Plasticidade dos linfécitos Th17, em condi¢do polarizante para Thl, na
presenca ou auséncia de PGE2, durante 18 dias de cultura.
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Figura 8. Células Th17 ativadas com anti-CD3/CD28 e cultivadas em meio polarizante para
linfocito Thl (IL-2, IL-12 e anti-IL-4, anti-IFN-y). As células foram marcadas Th1/Th17
mouse phenotyping kit ((#560759 — BD Pharmingen™). (A) Dotplot das células no 9° dia de
cultura. (B) Dotplot das células no 9° dia de cultura, na presen¢a de 1uM de PGE,. (C)
Dotplot das células no 15° dia de cultura. (D) Dotplot das células no 15° dia de cultura, na
presenca de 1uM de PGE,. (E) Dotplot das células no 18° dia de cultura. (F) Dotplot das
células no 18° dia de cultura, na presenca de 1uM de PGEz
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A partir dos resultados obtidos no Experimento I, foram realizadas algumas adequacdes
no delineamento experimental, visando a otimizagdo dos resultados no experimento II
(modificacdes destacadas em vermelho no delineamento experimental referente ao

experimento Il — Figura 6).

4.2. Ensaio de Plasticidade — Experimento 11
As células T naive foram obtidas do bago de camundongos C57BL/6, com o auxilio de
beads magnéticas, e submetidas a condi¢do polarizante para linfocitos Th17, durante quatro

dias, sendo que no segundo dia de cultura foram reestimuladas.

Ap6s o periodo de diferenciacdo, as células sofreram um processo de separagao por beads
magnéticas, afim de obter uma cultura com maior porcentagem de células secretoras de IL-

17A, para entdo iniciar estudo de plasticidade.

A otimizag¢ao do protocolo experimental, com a reducdo no tempo de diferenciagdao na
presenca de condigdes polarizantes para Thl7, resultou no aumento da porcentagem de
diferenciagdo de células Th17, sendo encontrado 80,55% de células produtoras de IL-17A
(Figura 9), ou seja, um aumento de aproximadamente 30% se comparado ao resultado do
experimento I (Figura 6). Essas células Th17, foram entdo privadas de estimulos Thl7, e
inseridas @ um microambiente polarizante para linfocitos Thl, na auséncia e presenca de

PGE_, onde foram mantidas por 19 dias, sendo reestimuladas a cada 3 dias.
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Figura 9 - Confirmacio da diferenciacdo de linfocitos Th17 apos 4 dias de cultura
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Figura 9. Células T naive purificadas do bago de camundongos C57BL/6, ativadas com anti-
CD3/CD28 e cultivadas em meio polarizante para linfécito Th17 (IL-6, TGF-B, IL-1PB e
antilL-4, anti-IL-2, anti-IFN-y). As células foram marcadas com anticorpos anti-IL-17A

conjugados com AlexaFluor 647 e anticorpos anti-IFN-y conjugados com FITC apo6s 4 dias de
cultura.

Foi observado que em apenas trés dias cultivadas em microambiente polarizante para
linfocitos Thl, as células de ambas as condi¢des experimentais, sofreram reducdo da
produgdo de IL-17A (Figura 10A e 10B), sendo que foi mais intensa na cultura a qual a PGE:

foi adicionada (aproximadamente 17,0%).

Ap0s o reestimulo com meio polarizante para linfocitos Thl, as células com treze dias de
cultura adquiriram um perfil fenotipico duplo negativo, tanto para a condi¢do sem PGE:
(Figura 10C), sendo apenas 4,28% TCD4'IL17", quanto para a condigdo com PGE2, 3,09%

TCD4'IL-17A" (Figura 10D), mantendo-se semelhantes para ambas as condigdes.

Os resultados obtidos no ultimo dia de experimento, indicam aproximadamente 32% de
células produtoras de IFN-y, e uma porcentagem menor que 1% para producao de IL-17A na
na condicdo em que houve a adicdo de PGE, (Figura 10E), e aproximadamente 8,0% de
células produtoras de IFN-y, na condi¢do contendo o meio polarizante para Thl, com 1,43%
de IL-17A mantendo a tendéncia ja observada durante os primeiros dias do experimento

(Figura 10F).
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Figura 10- Plasticidade dos linfécitos Th17 purificados, em condi¢ao polarizante para
Th1 na presenca ou auséncia de PGE:, durante 19 dias de cultura
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Figura 10. Células Th17 purificadas por beads magnéticas ativadas com anti-CD3/CD28 e
cultivadas em meio polarizante para linfocito Thl (IL-2, IL-12 e anti-IL-4, anti-IFN-y). As
células foram marcadas com anticorpos anti-IL-17A conjugados com Alexa Fluor 647 e
anticorpos anti-IFN-y conjugados com FITC. (A) Dotplot das células no 7° dia de cultura. (B)
Dotplot das células no 7° dia de cultura, na presenga de 1uM de PGE-». (C) Dotplot das células
no 13° dia de cultura. (D) Dotplot das células no 13° dia de cultura na presenga de 1uM de
PGE:. (E) Dotplot das células no 19° dia de cultura. (F) Dotplot das células no 19° dia de

cultura na presenga de 1uM de PGE-.
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4.2.1. Cinética da producio de IL-17A e IFN-y durante ensaio de plasticidade de

linfocitos Th17/Thl

Para confirmar os resultados obtido por citometria, a cinética de producdo das citocinas,
IL-17A e IFN-y, foi avaliada nas diferentes condi¢des experimentais a partir do sobrenadante

das culturas celulares, referente ao experimento II.

Corroborando com os dados obtidos na citometria, em todas as condi¢des experimentais
avaliadas, observou-se a diminui¢do na produgdo de IL-17A no decorrer da cinética do

experimento, como indicado na Figura 11.

Figura 11- Producio de IL-17A em diferentes condi¢des experimentais
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Figura 11. Células Thl7, purificadas por “beads” magnéticas ou ndo purificadas, foram
estimuladas com meio polarizante Thl em diferentes dias, na presenga e auséncia de PGE..
(A) O sobrenadante dessas culturas foi coletado para quantificagdo de IL-17A. Dados obtidos
de um experimento isolado (B) O sobrenadante dessas culturas foi coletado para quantificagao

de IFN-y. Dados obtidos de um experimento isolado.



30

4.2.2. Razao entre a producido de IFN-y e IL-17A durante o ensaio de plasticidade, para
as diversas condi¢des experimentais
A partir dos resultados obtidos na quantificacdo de IFN-y e IL-17A, analisou-se a razdo
entre a produgdo dessas citocinas ao longo dos dias do experimento, para cada condi¢do
experimental (Figura 12). Dessa forma, foi possivel observar uma tendéncia ao aumento da
producao de IFN-y em relagdo a producdo de IL-17A, conforme as células eram
reestimuladas. A maior razdo foi observada apos dezenove dias de cultura para todas as

condi¢des, exceto a que as células Th17 foram purificadas e cultivadas na presenca de PGE-.

Figura 12 - Razao entre a producio de IFN-y e IL-17A
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Figura 12. Grafico representando a razao entre a produgao de IFN-y e IL-17A pelas células
nas diferentes condi¢cdes experimentais.
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5. DISCUSSAO

Durante muitos anos acreditou-se que a diferencia¢io dos T CD4" naive, em um dos
subtipos celulares - Thl, Th2, Th17 — era estavel e imutavel, porém estudos posteriores
mostraram que esses linfocitos possuem plasticidade capaz de alterar seus fenotipos de acordo

com o microambiente ao qual sdo submetidos (Yao, C. et al., 2013)

A plasticidade dos linfocitos Th17 para Thl se deve ao fato de que além de expressar
ROR-yt como fator de transcri¢do principal, esse subtipo celular também pode expressar T-
bet, sendo que o fator determinante para o fenotipo assumido por essa célula estd relacionado

com o microambiente ao qual esta célula esta inserida (Nakayamada et al., 2012).

Sabe-se, que a PGE» ¢ um mediador lipidico que estd diretamente envolvido na
diferenciagdo de diferentes sub populagdes de linfocitos T. Experimentos feitos por Yao, C et
al (2013), demonstraram que a presenga de PGE> em um meio polarizante de linfocitos Thl
aumenta a diferenciacdo desse subtipo celular. Resultados obtidos recentemente por nosso
grupo de pesquisa sugerem que esse mediador lipidico também esta relacionado a diminuigdo
da diferenciagdo de linfocitos Th17 (dados ndo mostrados), embora autores como Kalinski
(Kalinski, 2012), tenham descrito o efeito contrario, o qual a PGE> aumenta a diferenciagdo
desse subtipo celular. Outros estudos envolvendo a PGE; demonstraram que a presenca do
prostandide em uma cultura de células Th17 estimula a acdo de IL-23, via EP2 e EP4,
aumentando a expansdo desse subtipo celular (Yao et al., 2009). Desta forma, uma vez que a
PGE: pode influenciar na diferenciacdo e expansdo de linfocitos Thl e Thl7 de formas
antaglnicas, nossa hipotese neste estudo foi avaliar se esse prostandide poderia também
participar na plasticidade dos linfocitos Th17 para Thl. Para isso, partiu-se de uma cultura de
linfocitos diferenciados em Thl17, os quais foram submetidos a condigdes polarizantes para

linfocitos Thl na presenca e auséncia de PGEo.



32

Ao final do experimento I foi possivel verificar que a plasticidade de células Th17 em
Th1 foi mais acentuada na cultura em que houve adi¢do de PGE». No entanto, como ao final
de trés dias de diferenciacao havia um percentual de células duplo negativas, antes do inicio
da adi¢do do meio polarizante para Thl, questionou-se se as células positivas para IFN-y*
seriam oriundas das que foram inicialmente células Th17 e que alteraram seu fenotipo, ou das
células ndo diferenciadas (ThO) que em condicao polarizante diferenciaram-se em Thl. Para
elucidar essa questdo, no terceiro dia de diferenciacao dos linfécitos Th17, isolou-se as células
secretoras de IL-17A por meio de beads magnéticas, comparando os resultados obtidos a
partir dessa cultura purificada com uma cultura mista. Nota-se que no decorrer da cinética, as
células que foram purificadas, responderam de forma mais eficiente aos reestimulos Thl, se
comparadas ao experimento I, sugerindo que o aumento da popula¢do IFN-y" ocorreu devido
a mecanismos de plasticidade dos linfocitos Th17 ja diferenciados, e ndo por diferenciacdo de
células T naive, mesmo que na cultura de células Th17 (Figura 8) manteve-se 20% de células
ndo diferenciadas (ThO). Ensaios futuros, para eliminar essa populagdo, visa-se a realiza¢ao de
sorting para células Th17.

Ainda, de acordo com o “Experimento II”, no décimo nono dia de cultura, na condi¢ao
com PGE;, houve a maior produ¢do de IFN-y e a menor produ¢do de IL-17A, 31,40% e
0,48%, respectivamente. Apesar disso, ao analisar o grafico correspondente ao resultado
(Figura 9F), vé-se que hd uma separacdo entre as distintas populagdes, IFN-y+ e uma
populacdo que aparece em diagonal no dotplot, sendo que, mesmo com o uso de controles, a
maior porcentagem de células que correspondem a regido IFN-y positiva do grafico, nas
outras condi¢des experimentais, fazem parte da regiao duplo negativa.

Diversas analises foram realizadas, para tentar eliminar essa populagdo utilizando a
exclusdo de dublets ou debris celulares. Porém observa-se a presenga desta populagdo nao

apenas aparece na Figura 9F, mas também em todos os resultados provenientes de citometria
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de fluxo, tanto no Experimento I quanto no Experimento II. Apesar de os dotplot serem
derivados de células previamente selecionada para células T CD4", acredita-se que tal
populagcdo seja composta por células mortas, de forma que estudos novos estdo sendo
realizados com o uso de Fixable Viability Stain 780 (#565388 — BD Horizon™), capaz de
marcar células mortas, por difusdo através de poros na membrana e ligar-se covalentemente a
aminas intracelulares, eliminando, portanto, a populacdo em questdao, produzindo resultados
mais confiaveis.

Tal populagdo, mesmo sendo constante em todos os resultados de citometria de fluxo, foi
mais evidente, e mais discrepante nas Figuras 9D e F, sendo mais significativa para o
resultado final do experimento na Figura 9F. Acredita-se que esse fato, deve-se ao menor
numero de células na cultura para as respectivas condigdes experimentais. Dados nado
publicados do nosso grupo de pesquisa, podem auxiliar no entendimento do fenémeno
observado, mostrando que a presenga de PGE: inibe a diferenciacdo de linfocitos Thl7, a
concentracdo de 50 nM ¢ capaz de inibir 50% da diferenciagdo, concentracdo vinte vezes
menor do que a usada nos experimentos realizados nesse trabalho.

Com isso, mediante a limitagdo da andlise por nao utilizar até entdo o reagente Viability
Stain, ndo se pode considerar o resultado obtido, apenas pela Figura 9F como conclusivo.
Porém, concomitantemente a fenotipagem por citometria de fluxo, ainda foi realizado a
quantificagdo de IFN-y e IL-17A a partir do sobrenadante das culturas celulares. Analisando a
razdo entre a producdo dessas duas citocinas, percebe-se que o décimo nono dia de cultura
teve a maior razdo entre a producdo dessas duas citocinas, com exce¢do da cultura cujas
células Th17 foram purificadas e colocadas em meio polarizante Thl com adi¢cdo de PGE-.
Esse resultado pode ser explicacdo pelo menor numero de células na cultura, e também com
um possivel esgotamento dessas células, que foram super estimuladas desde o inicio do

experimento pela PGE>. A maior razdo entre a producao de IFN-y e IL-17A foi observada no
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décimo sexto dia de cultura na condi¢ao de células Th17 purificadas e cultivadas na presenca
de PGE»

Como citado anteriormente, estudos envolvendo a plasticidade de células Th17 e Thl,
mostram que a mudancga fenotipica ocorre devido a existéncia de células duplo positivas para
ROR-yt e T-bet. A principio nossa expectativa era que as células Th17, ao receber estimulos
Thl, migrariam para a regido de duplo positivo do grafico, e posteriormente haveria uma
diminui¢ao na produgdo de IL-17A e mantivessem, apenas, a produ¢do de INF-y. Porém, o
perfil populacional observado, mostrou que, antes de aumentar a porcentagem de células
produtoras de IFN-y, os linfocitos anteriormente produtores de IL-17A migram para a regido
de duplo negativo do grafico. Para compreender de forma mais clara o comportamento dessas
células, torna-se necessario estudos futuros sobre o comportamento dos fatores de transcrigao
envolvidos nessa plasticidade.

Corroborando com os dados de citometria, a deteccdo de IFN-y e IL-17A indicam o
aumento de IFN-y no sobrenadante de células e o aumento da porcentagem de células
produtoras dessa citocina, nas condi¢cdes em que as células foram cultivadas com PGE,,
quando comparado as células que ndo foram expostas ao prostandide. Estes resultados,
juntamente com os dados de citometria, reforgam a hipdtese de que esse mediador lipidico
auxilia na plasticidade de linfocitos Th17 para Thl. Para elucidar o mecanismo pelo qual a
PGE: favoreceria estd plasticidade, novos estudos relacionados aos receptores EP, suas
respectivas vias de sinalizacdo e ativagdo de fatores de transcricdo envolvidos na

diferenciagdo de células Thl serdo futuramente investigados.
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6. CONCLUSAO
A partir dos resultados encontrados sugerimos que a prostaglandina E», na presenga de

condi¢des polarizantes Th1, aumenta a plasticidade de linfécitos Th17 para Thl.
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ANEXO 1

Protocolo CEUA/FCF/CArn® 02/2016

Interessada: VICTORIA EUGENIA NINO CASTARND

Orientadora:  Profa. Dra. Alexandra vo de Medeiros

Projeto: Papel de PGEZ na diferenciagao de células Th1 e Th17 durante
a eferocitose de células apoptoticas infectadas com
Streptococcus pneumonias

Parecer n? 15/2016 — Comissao de Etica no Uso de Animais

O Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais, desta
Faculdade, aprovou ad-referendum as adequagdes feitas no protocolo do
projeto de pesquisa "Papel de PGE2 na diferenciacio de células Th1 e Thi7
durante a eferocitose de células apoptdticas infectadas com Streptococcus
pneumoniae”, apresentado pela pos-graduanda VICTORIA EUGENIA NINO
CASTANO, sob orientagio da Professora Doutora Alexandra lvo de Medeiros,
do Departamento de Ciéncias Biolégicas desta Faculdade.

O relatorio final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em

MARGCO de 2017, em formulario para este fim.

Araraguara, 14 de margo de 2016.
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