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ABREVIATURAS E SIGLAS

7AAD — 7-aminoactinomycin D, 7-aminoactinomicina D

ACK — Ammonium-Chloride-Potassium lysis buffer, solucéo para lise de eritrocitos

ADP — Adenosine diphosphate, adenosina difosfato

AMP - Adenosine monophosphate, adenosina monofosfato

APC — Allophycocyanin, aloficocianina

APC — Antigen presenting cell, célula apresentadora de antigeno

APC-Cy7 — Allophycocyanin, aloficocianina conjugado ao Cy7

Arp2/3 — Actin-related protein-2/3, proteinas relacionadas a actina 2/3

ATP — Adenosine triphosphate, adenosina trifosfato

BCR - B cell receptor, receptor de célula B

BR — Basic region, regido basica

BSA — Bovine serum albumin, albumina sérica bovina

CD - Cluster of differentiation, grupo de diferenciacédo

Cdc42 — Cell division control protein 42, proteina homdloga a 42, controladora da diviséo
celular

CTLA-4 - Cytotoxic T lymphocyte antigen 4, molécula-4 associada a linfocitos T citotdxicos
DCs — Dendritic cells, células dendriticas

DN - Double-negative, duplo-negativo para as moléculas CD4 e CD8

DP — Double-postive, duplo-positivo para as moléculas CD4 e CD8

EDTA — Ethylenediaminetetraacetic acid, acido etileno di-amino tetracético

EVHL1 — Ena-Vasp homolog domain, dominio homélogo a Ena-Vasp

FITC — Fluorescein-5-isothiocyanate, isotiocianato de fluoresceina

Foxp3 - Forkhead box p3, escurfina

FR4 — Folate receptor, receptor de folato

FSC - Forward scatter, espalhamento de luz frontal

GBD - GTPase-binding domain, dominio de ligacdo de GTPase

GITR - Glucocorticoid-induced TNF receptor-related gene/protein, gene/proteina
relacionado a familia de receptors de TNF induzida por glicocorticoides

GVHD - Graft versus host disease, doenca enxerto versus hospedeiro

IgE — Immunoglobulin E, imunoglobulina E

IL — Interleukin, interleucina

vi



IPEX - Immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy X-linked, desregulagdo
imune, poliendocrinopatia, enteropatia associada ao cromossoma X

MHC - Major histocompatibility complex, complexo principal de histocompatibilidade

NK - Natural killer, exterminadoras naturais

NOD — Non-obese diabetic, diabético ndo-obeso

Nrpl — Neuropilin 1, neuropilina 1

N-WASP — Neural WASP, WASP neural

PBS — Phosphate buffered saline, solucdo salina tamponada com fosfato

PD-1- Programmed cell death-1, receptor de morte celular programada-1

PE — Phycoerythrin, ficoeritrina

Pe-Cy7 — Phycoerythrin, ficoeritrina conjugado ao Cy7

PerCP — Activated peridinin-chlorophyll-protein complex, complexo proteina clorofila
piridina ativado

PPP - Polyproline domain, regido rica em prolina

RNA — Ribonucleic acid, acido ribonucleico

RPMI - Meio Roswell Park Memorial Institute

SFB — Soro fetal bovino

S1P — Sphingosine-1-phosphate, esfingosina-1-fosfato

SP — Simple-positive, simples-positivo para as moléculas CD4 e CD8

SPHK1 e SPHK2 — Sphingosine kinases 1/2, esfingosina quinases %2

SSC - Side scatter, espalhamento de luz lateral

TCR —T cell receptor, receptor de células T

TEC — Thymic epithelial cells, células epiteliais timicas

TGF-p — Transforming growth factor p, fator de transformacéo de crescimento 3

Th17 — T helper 17, T auxiliar 17

Treg — Regulatory T cells, Células T regulatérias

VCA - Verprolin homology domain, cofilin homology domain, acidic region, dominio
homologo a verprolina, homélogo a cofilina, regido acida

VEGF - Vascular endothelial growth factor, fator de crescimento endotelial vascular

WAS — Wiskott-Aldrich syndrome, sindrome de Wiskott-Aldrich

WASP — Wiskott-Aldrich Syndrome Protein, Proteina da Sindrome de Wiskott-Aldrich
WAVE1-3 — Wiskott-Aldrich Syndrome Protein Family verprolin homologous 1-3, homélogo
1(-3) de verprolina da familia WASP
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WH1 — Wasp homolog, dominio homologo a WASP

WIP - WASP-interacting protein, proteina de interagdo com WASP

WKO - Wasp knock-out, Wasp nocaute (camundongo geneticamente deficiente em Wasp)
XLN — X-linked neutropenia, neutropenia ligada ao cromossoma X

XLT - X-linked thrombocytopenia, trombocitopenia ligada ao cromossoma X
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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Rafaella Ferreira Reis

A Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) é uma imunodeficiéncia associada a infeccfes
recorrentes, cancer e autoimunidade. Ela é causada por mutacGes no gene que codifica a
molécula WASP (“Wiskott-Aldrich syndrome protein™), envolvida na reorganizagdo do
citoesqueleto de actina em células de origem hematopoiética. Camundongos deficientes em
Wasp (WKO) apresentam migracdo leucocitaria e proliferacdo linfocitaria deficientes, e
desenvolvem colite. Esse processo inflamatorio esta associado a eventos de
imunodesregulacdo importantes, como participacdo exacerbada de células Th2 e diminuigédo
de células T regulatérias (Treg) no timo e baco desses animais. Assim, esse trabalho visa
caracterizar as células Treg timicas e avaliar os mecanismos potencialmente relacionados a
diminuicdo dessas células no timo de camundongos WKO. Nas andlises de CD25 e CD122,
importantes para a diferenciacdo de células Treg, observamos uma diminuicdo na expressao
de CD25 na populacdo de células CD4*CD8 Foxp3*, além de uma diminuicdo no ndmero
percentual dessa populacdo. As células Treg timicas de animais WKO apresentaram niveis
normais de CD122 e de moléculas de ativacdo, mas mostraram uma diminuicdo na expressao
da molécula funcional CD39, responsavel pela hidrélise tecidual de ATP. Saliente-se ainda
que estudos sobre a morte celular ex-vivo, a transmigracdo in vitro mediada por S1P e a
localizacdo intratimica de células Treg ndo revelaram diferencas significativas na comparacao
entre animais WKO e seus controles. De forma interessante, precursores timicos de células
Treg CD4*CD8 CD25"Foxp3™ também se apresentaram diminuidos em WKO, assim como as
células Treg Helios™. Além disso, observamos um aumento importante na expressao basal de
PSTAT-5 nas células Treg nos camundongos WKO e também nos precursores dessas células.
Nossos resultados indicam uma participacdo importante da proteina Wasp no
desenvolvimento de células Treg timicas, mas apontam para a necessidade de estudos mais
detalhados sobre os mecanismos envolvidos na geracdo deficiente de células Treg em
camundongos WKO.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Rafaella Ferreira Reis

The Wiskott-Aldrich syndrome (WAS) is an immunodeficiency associated with recurrent
infections, malignancies and autoimmunity. It is caused by mutations in the gene encoding
WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein), a molecule involved in the actin cytoskeleton
rearrangements in hematopoietic cells. Wasp deficient mice (WKO) show impaired leukocyte
migration and lymphocyte proliferation, and also develop colitis. This inflammatory process
is associated with important immunodysregulation events, such as exacerbated participation
of Th2 cells and decreased numbers of regulatory T cells (Treg) in the thymus and spleen of
these animals. Thus, this study aims to characterize the thymic Treg cells and evaluate the
potential mechanisms involved in the decreased number of these cells in the thymus of WKO
mice. In the analysis of CD25 and CD122, important molecules for the differentiation of Treg
cells, we observed a decreased expression of CD25 in the CD4*CD8Foxp3* cells, and a
decrease in the percentage number of this population. WKO Treg cells showed normal levels
of CD122 and activation molecules, but present a decreased expression of the functional
marker CD39, molecule responsible for ATP hydrolysis in the tissues. Also, it is important to
point out that studies about ex vivo cell death, S1P-mediated in vitro transmigration and
intratymic localization of Treg cells revealed no significant differences between WKO
animals and their controls. Interestingly, both CD4"CD8 CD25"Foxp3™ Treg precursors and
Helios* Treg cells are reduced in WKO thymus. More over, we also observed an important
increase in the basal expression of pSTAT-5 in Treg cells of WKO mice and their precursors.
Altogether, our results indicate an important role of Wasp in thymic Treg cell development,
and point to the necessity of further studies on the mechanisms involved in the generation of
Treg cells in WKO mice.
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1. INTRODUCAO
1.1. A Sindrome de Wiskott-Aldrich

A Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) foi inicialmente descrita em 1937, quando o
Dr. Alfred Wiskott, um pediatra alemdo, identificou trés irmdos apresentando, logo apo6s o
nascimento, numero baixo de plaquetas, diarreia sanguinolenta, eczema e otites recorrentes
(Wiskott, 1937). Dezessete anos depois, em 1954, o Dr. Robert Anderson Aldrich, um
pediatra americano, demonstrou que essa doenca era herdada como uma forma recessiva
ligada ao cromossomo X (Aldrich et al., 1954). J& em 1994, o gene WAS, implicado nas
manifestacdes clinicas dessa sindrome, foi sequenciado e clonado (Derry et al., 1994). Esse
gene codifica a molécula WASP (Proteina da Sindrome de Wiskott-Aldrich; do inglés,
“Wiskott-Aldrich Syndrome Protein”), uma proteina reguladora da polimerizacdo do
citoesqueleto de actina nas células hematopoiéticas.

WAS ¢ uma rara imunodeficiéncia, caracterizada por microtrombocitopenia, eczema,
imunodeficiéncia, infeccBes recorrentes e aumento do risco de desenvolvimento de
autoimunidade e de neoplasias malignas (Sullivan et al., 1994). Essa sindrome ocorre com
uma incidéncia de 1 a 10 em um milh&o de meninos (Ochs e Trasher, 2006). Pacientes ndo
tratados podem morrer na primeira década de vida (Rosen et al., 1995), e ttm como
alternativa terapéutica somente o transplante de células-tronco hematopoiéticas.

As hemorragias presentes em pacientes com WAS sdo consequéncia da
microtrombocitopenia, e das manifestacBes clinicas mais frequentes nestes pacientes
(incidéncia >80%). Estes sangramentos vdo desde um sangramento oral até manifestacfes
mais severas como hemorragia intestinal (Sullivan et al., 1994). Estudos mostram que
pacientes com WAS possuem plaquetas com tamanho reduzido, mas a causa disso ainda néo
estd bem determinada. Uma das discussfes explana a possibilidade de haver uma remogéo
anormal de plaguetas devido a uma exposicdo de fosfatidilserina na parte externa da
membrana de plaquetas deficientes em WASP (Shcherbina et al., 2009), o que explicaria a
plaguetopenia mas ndo as alteragdes morfologicas.

Eczema € uma manifestagdo tipica de pacientes com WAS. As lesdes na pele
desenvolvem em 80% dos pacientes (Sullivan et al., 1994; Imai et al., 2004), de forma
heterogénea, e em casos mais Severos 0s pacientes se tornam resistentes ao tratamento. Essas
lesbes cutdneas facilitam a entrada de microrganismos oportunistas, podendo levar os

pacientes a infecgdes recorrentes. Os pacientes ainda desenvolvem alergias e elevados niveis



de IgE, o que pode representar uma possivel causa da eczema, mas € uma possibilidade ainda
a ser melhor estudada (Imai et al., 2004).

A gravidade da imunodeficiéncia pode variar dependendo em grande parte dos
defeitos que as mutacdes podem causar na expressdo da proteina WASP (Jin et al., 2004). De
fato, a perda parcial ou total da expressdo de WASP esté correlacionada com o fendtipo mais
severo da doenca (Imai et al., 2004). Assim, é interessante notar que mutacGes que
prejudicam, mas ndo suprimem a expressao de WASP, podem causar trombocitopenia ligada
ao X (XLT; do inglés, “X-linked thrombocytopenia”). Esta doenca pode ser cronica (Villa et
al., 1995) ou intermitente (Notarangelo 2002), e é considerada uma forma atenuada de WAS,
caracterizada por nimero baixo de plaquetas e em alguns casos imunodeficiéncia. Além da
XLT, a perda parcial de WASP também esta presente na neutropenia ligada ao X (XLN; do
inglés “X-linked neutropenia”), uma imunodeficiéncia grave caracterizada por neutropenia e
mielodisplasia (Ancliff et al., 2006; Devriendt et al. 2001).

Essas mutacOes sdo vistas no gene que codifica WASP, expressa em linhagens
celulares derivadas de células-tronco hematopoiéticas, e estd envolvida na sinalizacdo
intracelular e na reorganizacédo do citoesqueleto de actina destas linhagens (Derry et al., 1994;
Trasher, 2002). Os estudos em células do sistema imune mostraram disfuncéo de células T e
B, deficiéncia quimiotatica de mondcitos e alteracbes morfoldgicas em células dendriticas.
Particularmente, andlises em linfocitos T de pacientes deficientes em WASP revelaram
anormalidades na sinalizacdo pelo TCR associados a defeitos na reorganizacdo do
citoesqueleto de actina (Molina et al., 1993). Mas, como veremos mais abaixo, as diferentes
células de origem hematopoiética, além das plaquetas, tém sido relatadas como sendo afetadas
de forma importante pela deficiéncia genética (Imai et al., 2003).

Manifestacdes autoimunes sdo frequentes, podendo atingir aproximadamente 40% dos
pacientes (Sullivan et al., 1994), e os primeiros sinais podem ocorrer nos primeiros anos de
vida de pacientes com 0 a 5 anos de idade (Dupuis-Girod et al., 2003). Essas manifestacdes
podem ter um valor prognostico. As manifestacdes mais comuns sdo anemia hemolitica,
vasculite cutanea, artrite e nefropatia. Outras manifestaces incluem neutropenia, pdrpura
trombocitopénica idiopatica e doenca inflamatdria intestinal (Bosticardo et al., 2008).
Particularmente, a inflamacéo intestinal tem sido encontrada em até 9% dos pacientes com
WAS (Ochs e Trasher, 2006).



A administracdo correta dos tratamentos para pacientes com WAS € um grande
desafio, varios estdo disponiveis, mas ndo servem para a cura dos pacientes. O Unico
tratamento que resultou em 73-100% de cura entre os pacientes compativeis, foi o transplante
de medula 6ssea (Mullen et al., 1993; Moratto et al., 2011). Um tratamento promissor € a
terapia génica, realizada a partir da adicdo de um transgene funcional. O primeiro ensaio
clinico com terapia génica foi realizado na Alemanha em 2006, utilizando um vetor retroviral,
transferindo células CD34" do sangue periférico com o gene corrigido em dez pacientes.
Destes pacientes, nove apresentaram aumento significante na contagem de plaquetas e
normalizacdo no nimero e funcdo de linfdcitos T, producdo de imunoglobulinas e resposta a
vacinas. Os pacientes também melhoraram seu estado clinico, diminuindo os sangramentos e
a susceptibilidade a infecgdes e autoimunidade. No entanto, seis desses pacientes
desenvolveram leucemia de células T, devido a insercdo do gene retroviral no locus do
oncogene LMO-2, causando a proliferacdo de células T clonais (Boztug et al., 2010; Braun,
2013). Nesse sentido, esse oncogene e outros tém sido relacionados entre 0os muitos sitios de
integracdo gendmica descritos em pacientes submetidos a terapia génica. Portanto, enquanto a
terapia genética mediada por vetor retroviral pode corrigir WAS, ela parece levar um nivel de
risco inaceitavel para a aplicacdo nesta doenca. Outros estudos de terapia génica in vivo,
utilizando camundongos WKO, mostraram que pode haver um aumento no ndmero de
linfocitos T funcionais nestes animais quando tratados com diferentes sistemas de correcédo de

genes mediados por vetor viral (Uchiyama et al., 2012; Klein et al., 2003).

1.2. WASP: funcéo, dominios estruturais e mutacgdes

A dinamica do rearranjo do citoesqueleto de actina € um componente essencial na
biologia de células eucariotas, influenciando em diversos processos celulares como migracao,
adesdo, polarizacdo, endocitose e trafego de vesiculas. Uma das principais moléculas
responsaveis por esse rearranjo em células de origem hematopoiética é a proteina WASP.

A molécula WASP foi a primeira identificada em uma familia de proteinas envolvidas
na sinalizacdo para a polimerizacdo do citoesqueleto de actina (Snapper & Rosen, 1999).
Nesta familia ainda sdo incluidas as proteinas N-WASP e WAVEL, 2 e 3 (Miki et al., 1996;
Miki et al., 1998).

A molécula WASP é responsavel por responder a sinais que ativam a molécula Cdc42,
uma GTPase da familia Rho de pequenas GTPases para o inicio da polimerizagdo do

citoesqueleto de actina. Uma importante caracteristica de WASP ¢ a presenca de dominios
3



multifuncionais: i) EVHI (do inglés, “N-terminal Ena/VASP homology 1), também chamado
de WHI1 (dominio 1 homoélogo a WASP); ii) BR (do inglés ‘basic region”), uma pequena
regido basica; iii) GBD (do inglés “GTPase-binding domain™), um dominio de ligacdo
interativa com Cdc42 (do inglés “cell division cycle 42”), uma GTPase da familia Rho de
pequenas GTPases e principal ativadora de WASP; iv) PPP (do inglés “polyproline-rich
region”) uma regido rica em prolina, que caracteriza sitios de ligagdo a moléculas contendo
dominio SH3; v) VCA, um dominio C-terminal denominado a partir das sub-regides V (do
inglés “verprolin homology”; também chamado “WASP homology 2/WH2”), C (do inglés
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“cofilin homology domain” ou “central hydrofobic region”), e A (do inglés “acidic region”)
(vide figura 1).

WASP pode estar representado nas células em uma forma autoinibida, um estado
inativo, consequéncia da interacdo da proteina WASP com a proteina WIP (proteina de
interagdo com WASP, do inglés, “WASP-interacting protein”), que se liga ao dominio EVH1
estabilizando WASP (de la Fuente et al., 2007), e por interacdes intermoleculares entre BR,
GBD e o0 dominio VCA (Kim et al., 2000).

Apbs a ativacdo celular, WASP ¢é recrutada para o sitio de sinalizagdo da membrana
para a liberagéo da sua conformacéo inativa. Os sinais para a liberagéo do estado inativo séo:
através da ligacdo de Cdc42-GTP (Cdc42 associada a guanosina trifosfato) ao dominio GBD,
através da ligacdo de proteinas adaptadoras como Nck ou Crkl com WIP, fosforilagdo de
Y291, ligacdo de PIP2 ao dominio BR, ligacdo de Toca-1 (do inglés “transducer of CDC42-
dependent actin assembly 1”) ao dominio PPP ¢ a Cdc42-GTP, e ligacdo de Nck e Grb2 ao
PPP. Dessa forma, o dominio VCA é liberado, tornando-se exposto, e permitindo a ligacdo
entre 0 dominio V e actina-G, enquanto o dominio A se liga ao complexo Arp2/3 (do inglés
“actin related protein 2/Arp3”) para o inicio da nucleag¢do e do consequente alongamento dos
filamentos de actina (Figura 1). Por fim, como regulacdo final, WASP fosforilada é entdo

ubiquitinilada e degradada no proteassoma sendo entdo inativada (Reicher et al., 2012).
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Figura 1. Representacio esquematica das conformagdes inativa e ativa de WASP. A molécula WASP esta
destacada pela presenca de seus dominios funcionais EVH1/WH1, BR, PPP, VCA (segmentos V, C e A), e
pela associacio com a proteina WIP. WASP pode estar presente na célula em uma forma autoinibida ou
em uma forma ativada. Através da ligagdo de PIP2 (fosfatidilinositol(4,5)-bifosfato ) ao dominio BR,
Cdc42-GTP ao dominio GBD, seguido de fosforilagdo de Y291 (tirosina na posi¢do 291), ligacéo de Toca-1
e de moléculas adaptadoras a regido PPP, o dominio VCA é liberado levando a ramificacdo e alongamento
dos filamentos de actina por Arp2/3 (complexo proteico nucleador de polimerizacdo de actina).
Modificado a partir de Massaad et al., 2013.

Aproximadamente 300 mutacgdes diferentes foram descritas no gene WAS (Albert et al,
2010), que resultam nas trés distintas doencas discutidas anteriormente: a WAS classica, a
XLT, e a XLN. As diferentes condi¢des patoldgicas relacionadas a uma mesma molécula
parecem ter relacdo direta com as diferentes mutacbes que podem levar a perda total ou
parcial de WASP. Estudo detalhado de duas grandes coortes (da América do Norte e da
Europa) de familias com mutac6es em WASP mostraram, a partir das centenas de mutacdes
descritas, que o fendtipo clinico grave ou moderado relacionado a WAS ou a XLT tinha
influéncia importante do nivel de expressao proteica (Jin et al., 2004). De fato, WAS classica
tende a aparecer quando a mutacdo conduz a perda total ou quase completa da expressdo da
proteina.

XLT, a forma mais atenuada de WAS, muitas vezes é resultado de mutagdes que
resultam na reduzida expressdo de WASP. Mutagdes missenses, que resultam em expressao
de moléculas WASP mutadas, e mutac¢Ges no sitio de splicing, que resultam em expresséo de
diferentes moléculas (incluindo pequenas quantidades de WASP normal) produzem fenétipo
clinico mais moderado de XLT (Jin et al., 2004). Essas mutacfes, particularmente na regido

amino-terminal de WASP (Ariga, 2012), acarretam reduzida expressdo de proteinas
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parcialmente funcionais que possuem a capacidade de induzir a polimerizagdo de actina. A
persisténcia dos defeitos nas plaquetas em pacientes XLT, na presenca dessas proteinas
parcialmente funcionais, pode estar relacionada a instabilidade das proteinas mutantes e na
incapacidade das plaquetas, uma vez formadas, de reabastecer os estoques de proteinas
(Thrasher, 2002).

As mutacOes vistas em pacientes com XLN s&o diferentes de WAS e XLT, visto que
sdo definidas como mutacbes que resultam em ganho de funcdo molecular, sem
necessariamente resultar num ganho de funcdo celular. Quatro mutacGes distintas tém sido
descritas para esses casos: L270P, S272P, 1294T e 1276S (Devriendt et al., 2001; Ancliff et
al., 2006, Beel et al., 2009; Thrasher, 2010). O que essas muta¢bes apresentam em comum € a
area da molécula atingida, visto que, em todos os casos, as mutacdes em XLN séo vistas na
parte interna do dominio GBD. Essas alteracGes interferem na estabilidade da conformacéo
autoinibida de WASP, gerando uma proteina constitutivamente ativa (Devriendt et al., 2001;
Thrasher, 2002).

Analisando-se a regulacdo funcional de mutacdo em WASP, alguns estudos sugerem
gue as mutagdes mais comuns, que ocorrem no dominio EVH1, resultam em diminuicdo da
afinidade com WIP, uma chaperona para WASP. Perturbacdo nessa associacdo pode levar a
reducdo na expressao de WASP devido a maior suscetibilidade a protedlise (Stewart et al.,
1999; de la Fuente et al., 2007).

Ainda, é interessante destacar que, na maioria das situacdes, a auséncia de WASP em
linfécitos correlacionava-se diretamente com maior frequéncia e gravidade das infeccdes, com
maior extensdo do eczema, e com a presenca de doencas autoimunes e tumores malignos (Jin
et al., 2004). Nesse contexto, descreveremos a seguir diversos estudos que mostram a
influéncia funcional de WASP nas diferentes células do sistema imune, em particular, nas

subpopulac@es de linfocitos T.

1.3. Efeitos da deficiéncia de WASP em células do sistema imune

A resposta imune é dependente da perfeita funcdo de todas as células do sistema
imune. Células do sistema imune inato e adaptativo necessitam da dindmica do citoesqueleto
de actina para seguir com suas func@es. O recrutamento de neutrofilos e mondcitos dos vasos
sanguineos para os sitios inflamatorios, por exemplo, depende de alteragdes morfologicas para
a diapedese através do endotélio vascular para o tecido (Vicente-Manzanares & Sanchez-
Madrid 2004; Worthylake & Burridge 2001). Nos sitios inflamatérios, a endocitose de
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antigenos através da fagocitose por neutrofilos e macréfagos, requer alteragcbes morfoldgicas
na membrana plasmatica (Swanson et al., 2008). A dinamica do citoequeleto de actina é
essencial para a motilidade de DCs e para a formacdo de sinapse imunologica durante a
apresentacdo de antigenos aos linfocitos T (Al-Alwan et al., 2001). Os linfocitos T ativados
subsequentemente migram para os locais de inflamacdo para auxiliar os macréfagos na
depuracdo de antigenos, ou exercer suas fungdes efetoras, tais como a morte de células
infectadas (Vicente-Manzanares & Sanchez-Madrid, 2004; Worthylake & Burridge, 2001).
Para que todos esses processos sejam realizados pelas células do sistema imune, € necessario
o0 rearranjo do citoesqueleto de actina dessas células. De fato, a auséncia da expressdo de
WASP pode afetar as diversas subpopulagdes de células do sistema imune (figura 2).

Muitos defeitos em macrdfagos e células dendriticas (DCs) deficientes em WASP sédo
descritos, tais como problemas na migracdo, apresentacdo antigénica e adesdo celular
(Bosticardo et al., 2008). A habilidade de migracdo de DCs para os oOrgdos linfoides
periféricos frente a um estimulo esta prejudicada, pois ha perda importante de moléculas
altamente expressas nas vénulas endotelias e no endotélio linfatico, como CCL21 e CCL19,
ligantes de CCR7, essenciais para o trafego dessas e outras células do sistema imune para sua
entrada em linfonodos (de Noronha et al., 2005; Snapper et al., 2005). Quando as DCs
recebem um estimulo, elas precisam de WASP para organizar agdes como polarizacao celular,
formacédo de filopddios e podossomos. Na auséncia de WASP, a formagdo de podossomos,
estruturas essenciais para adesao celular é prejudicada e a migracao e adesdo das DCs ndo sdo
eficientes (Burns et al., 2005; Calle et al., 2004).

Além de remodelagem da actina, a migracdo celular eficiente geralmente requer
interagBes envolvendo integrinas. Os filamentos de actina e moléculas de integrina estdo
fisicamente conectados através de proteinas adaptadoras (Puklin-Faucher, & Sheetz, 2009),
logo, embora isso ndo esteja claro, problemas na remodelagem de actina, provavelmente
prejudica a funcdo das integrinas. Por exemplo, a familia de integrinas B2, encontradas em
células mieloides, apresentam falhas no seu agrupamento na auséncia de WASP (Burns et al.,
2004). Um estudo mostrou que neutrofilos deficientes em WASP apresentam problemas no
agrupamento de integrinas B2 apds a adesdo, em fungdo do rearranjo prejudicado do
citoesqueleto de actina dessas células. Diferentemente das DCs, os neutréfilos ndo formam
podossomos para sua adesdo e fixacdo. Como as células mononucleares, os neutrofilos

dependem da sua capacidade em formar agregados de integrinas de alta afinidade para a
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funcdo de fixacdo, e, quando esta fungdo é interrompida, resulta em defeitos na ativagéo
mediada por integrinas (Zhang et al., 2006).

Pacientes com WAS apresentam susceptibilidade a malignidades hematoldgicas e
herpesviroses, 0 que sugere deficiéncia na fun¢ao de células NK (“natural killer”). De fato,
essas celulas dependem do acumulo e da reorganizacdo do citoesqueleto de actina para iniciar
efetivamente uma sinapse imunolodgica e sua subsequente funcéo citolitica. Em pacientes com
WAS, as células NK apresentam pouca habilidade para a producdo de F-actina e,
consequentemente, ndo formam uma sinapse imunoldgica eficiente e apresentam citotoxidade
celular prejudicada (Orange et al., 2003; Gismondi et al., 2004).

Distarbios na imunidade humoral, com disgamaglobulinemia (niveis elevados de IgA
e IgE) e resposta deficiente a antigenos T-independentes (polissacarideos) em pacientes
WASP ha muito sdo conhecidas (Sullivan et al., 1994), mas apenas recentemente 0s
mecanismos envolvidos nesses defeitos tém sido definidos. Estudos in vitro mostraram que
células B deficientes em WASP apresentam defeitos na polimerizacdo de actina na ativacao
dependente do BCR (receptor de célula B), e também apresentam problemas na migracdo em
resposta a CXCL13, uma quimiocina importante para o trafego de linfocitos B (Westerberg et
al., 2005). Além disso, a deficiéncia em WASP prejudica a homeostasia das células B com
efeitos mais graves em algumas subpopulagdes, o que resulta na diminuicdo seletiva de
células B maduras circulantes, e células B presentes na zona marginal do baco (Westerberg et
al., 2005; Meyer-Bahlburg et al., 2008).

Estudos recentes tém apontado para um importante papel regulador intrinseco de
WASP em células B. Foi demonstrado, em um modelo de quimeras de medula 6ssea, que a
auséncia de Wasp em células B resultava em desregulacdo da ativacdo de células B, com
consequente autoimunidade e mortalidade precoce (Becker-Herman et al., 2011). Em outro
estudo subsequente, utilizando camundongos deficientes em WASP de forma seletiva em
células B, demonstrou-se que esses animais apresentavam importante reducdo de células B da
zona marginal, menor capacidade de producdo de anticorpos para antigenos T-independentes,
mas com aumento dos niveis séricos de IgM e de autoanticorpos (Recher et al., 2012).

As células B deficientes em WASP falham em gerar uma resposta imune humoral
eficiente in vivo como consequéncia de defeitos intrinsecos nessas células, possivelmente por
sinaliza¢do defeituosa de integrinas e TLR (“toll-like receptors™), e/ou falha na formagao de
sinapse imunoldgica (Westerberg et al., 2005; Meyer-Bahlburg A, et al, 2008; Becker-
Herman et al., 2011, Recher et al., 2012).



Outra celula alvo fundamental para o quadro de imunodesregulagdo vista na
deficiéncia em WASP € a célula T. De fato, a reorganizacdo regulada do citoesqueleto de
actina € fundamental para a perfeita funcdo das células T, incluindo sinalizacdo e
diferenciacdo ao longo do desenvolvimento, migracao através dos tecidos linfoides e 6rgaos
alvo, e execucdo de funcdes efetoras. Esta reorganizagdo da actina esta intimamente envolvida
no estabelecimento de sinapse imunoldgica entre linfocitos T CD4" ou CD8" e células
apresentadoras de antigenos (APCs).

Estudos mostram que os linfocitos T dos pacientes e camundongos deficientes em
WASP sdo morfologicamente anormais, a superficie dessas células dispde de projecGes
incomuns, e h& escassez no numero e na estrutura de microvilosidades em sua superficie
(Kenney et al., 1986; Gallego et al., 1997). Os linfécitos T deficientes em WASP também
podem apresentar defeitos na transducéo de sinais no inicio da ativacdo pelo TCR (Kenney et
al., 1986; Molina et al., 1992), resultando em um defeito na proliferacdo e na producéo
reduzida de IL-2 (Molina et al., 1993). Essas alteragdes encontradas nos linfocitos T
caracterizam a maior causa das imunodeficiéncias observadas em WAS (Massaad et al.,
2013).

Pacientes com WAS apresentam uma diminuicdo no ndmero de células T,
possivelmente devido ao seu desenvolvimento anormal no timo. Uma reducdo no ndmero de
células T CD4" e CD8" circulantes podem ocorrer nesses pacientes, principalmente os mais
jovens, contribuindo para a imunodeficiéncia (Park et al., 2004). E relatado que isso ocorre
devido a defeitos na saida do timo para 6rgdos linfoides periféricos, e também pelo aumento
do nimero dessas células em apoptose (Kawabata et al., 1996; Rengan et al. 2000).

Os efeitos de WASP na diferenciacio de células Th (do inglés, “T helper”), tendem a
ser de alta relevancia clinica. Camundongos WKO, apresentam defeitos nas respostas in vivo
contra o virus Influenza A, Streptococcus pneumonia e Mycobacterium bovis. Estes resultados
sdo consequéncia da frequéncia reduzida de células T CD8" e da diminuicdo da capacidade
desta populacdo de proliferar apds exposicdo ao antigeno, devido a pouca secrecdo de
citocinas por células Thl (Strom et al., 2003; Andreansky et al., 2005). Assim, a producdo
reduzida de IL-2, IFN-y (interferon-y) e TNF (fator de necrose tumoral) secretadas pelas
células Thl em pacientes com WAS podem agravar os defeitos de ativacdo (Morales-Tirado
et al., 2004; Trifari et al., 2006), tornando esses pacientes susceptiveis a infec¢fes virais e
outras infeccBes, podendo acarretar também o aumento do risco de malignidades nesses

pacientes (Bosticardo et al., 2009). Por outro lado, nas analises de células T de pacientes com



WAS, tais como aumento de imunoglobulina E (IgE), infeccOes recorrentes, eczema e
também ao desenvolvimento de colite encontrada em camundongos WKO, associada a maior
secrecdo de citocinas por células Th2 no tecido alvo (Ozcan et al., 2008; Nguyen et al.,2007).
Assim como discutido acima para as células B, eventos de imunodesregulacdo e
autoimunidade podem estar associados diretamente a um efeito direto da auséncia de WASP
em células Treg. De fato, essas células foram diretamente implicadas em distarbios de
regulacdo da resposta imune em pacientes e camundongos deficientes em WASP (Humblet-
Baron et al., 2007, Maillard et al., 2007, Marangoni et al., 2007; comentado em “WASP helps
TReg cells sting their prey”, Research Highlights, Nature Reviews in Immunology, 2007).
Entretanto, como tdpico central na discussdo deste trabalho, antes de discutirmos em
detalhe o impacto da deficiéncia de WASP em células Treg, na secdo a seguir, discorreremos

sobre a definicdo das células Treg e suas principais caracteristicas.
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Figura 2. Desenho esquematico de defeitos descritos em células deficientes em WASP. MO, Macrdéfagos;
Neut., Neutrdéfilo (adaptado de Catucci M, 2012

1.4. Células Treg

O sistema imune € capaz de, concomitantemente, elaborar estratégias de controle a

antigenos estranhos e montar mecanismos de controle da autorreatividade de clones que
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escaparam da tolerancia central. Para a manutencdo da tolerdncia imune periférica e a
homeostasia, as células Treg sdo centrais.

Na década de 70, foi descrito que a deplecdo de um subconjunto de células T
especificas em animais normais, poderia causar doencas autoimunes, e que a reconstituicdo
dessas células poderia prevenir essas doencas (Nishizuka & Sakakura, 1969). J& na década de
90 foi descrita a acdo de uma pequena populacdo de linfécitos T CD4" supressores, que
conseguia, de alguma forma, inibir as respostas das células T CD4 e CD8 em enxertos (Hall et
al, 1990). Em 1995, essa populacdo foi melhor caracterizada, e estudos demonstraram que
essas celulas expressavam em sua superficie a cadeia o (CD25) do receptor para IL-2 (IL-2R)
(Sakaguchi et al., 1995). Essas células, nos 6rgdos linfoides periféricos de camundongos
normais (ndo imunizados), constituem cerca de 10% das células CD4" e 1% das células CD8*
(Holm et al, 2004; Mariano et al, 2008; Ohkura & Sakaguchi, 2010).

A Dparticipagdo das células CD4'CD25" na regulagdo das respostas imunes foi
demonstrada experimentalmente em ensaios de transferéncia celular. Foi visto que a deplecéo
de células T CD4*CD25* com anticorpo especifico, levava a uma alta incidéncia de reacdes
autoimunes com amplo espectro, enquanto a co-transferéncia de células CD4*CD25* em
animais atimicos prevenia completamente a autoimunidade (Sakaguchi et al., 1995). A
deplecdo dessa populagdo resultava em importante falha na supressao de células efetoras, ndo
somente induzindo o aparecimento de doencas autoimunes, como também exacerbando a
resposta imune a antigenos nao préprios.

O fator de transcricdo Foxp3 (do inglés “Forkhead box P3”) foi identificado em 2001
(Bennet et al., 2001; Wildin et al., 2001). Foxp3 é um marcador preferencialmente expresso
em células Treg CD4"CD25", distinguindo-as das células T CD4" efetoras e, além disso, é
essencial para o desenvolvimento intratimico e funcdo das células Treg (Khattri 2003, Hori et
al., 2003; Fontenot et al., 2003). Uma sindrome autoimune letal em murinos foi observada
como resultado de mutacdo ou inativacdo génica de Foxp3 em células Treg.

De fato, os primeiros estudos sobre o papel de Foxp3 foram realizados em
camundongos scurfy, que possuem uma mutacdo espontanea no gene do fator de transcricédo
Foxp3, presente no cromossomo X, e isso causa uma proliferacdo exacerbada de linfocitos T
CD4", infiltrado inflamatério em multiplos érgéos, niveis elevados de citocinas inflamatérias
e resulta em letalidade em machos homozigotos em aproximadamente quatro semanas apos 0
nascimento (Lyon et al, 1990; Blair et al., 1994; Kanangat et al., 1996; Clark et al, 1999). Os

estudos subsequentes foram realizados em pacientes com uma sindrome fatal chamada IPEX
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(immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy X-linked), uma rara doenga
autoimune ligada ao cromossomo X, que também é causada por mutagdes em FOXP3, e é
caracterizada por enterite, endocrinopatia autoimune, diabetes do tipo 1, tireoidite e alergias
(Chatila et al, 2000; Bennett et al, 2001; Wildin et al, 2001).

A expressdo ectopica de Foxp3 em células T CD4" murinas confere atividade
supressora e induz a expressdo de moléculas associadas a células Treg, tais como CD25,
CTLA-4 (do inglés, “cytotoxic T lymphocyte antigen 4”) ¢ GITR (do inglés, “glucocorticoid-
induced TNF receptor-related protein”) (Khattri et al., 2003; Hori et al., 2003; Fontenot et al.,
2003). Essa indugdo de atividade supressora por expressao de Foxp3 juntamente com o
desenvolvimento de doenga autoimune em camundongos mutantes em Foxp3, indica que esta

molécula é um regulador critico para a diferenciacdo e funcédo de células Treg.

1.4.1. Marcadores de células Treg

Além de Foxp3, outros marcadores sdo de grande importancia para identificacdo das
células Treg. Essas células expressam em sua superficie CD25, como ja descrito, e sdo
fenotipicamente descritas como CD4*CD25"Foxp3™.

Além da cadeia a (CD25), é expresso nas células Treg, cadeia p (CD122) ¢ a cadeia y
(CD132) do IL-2R, formando entdo um complexo de alta afinidade para IL-2, que é
importante para o desenvolvimento das células Treg (Thornton et al, 2004).

Alguns grupos sugeriram que a falta do marcador de superficie a cadeia o (CD127) do
receptor para IL-7 pode ser uma indicacdo alternativa para a identificacdo das Treg, pois, a
expressao de Foxp3 e a habilidade supressora de células T CD4" sdo vistas em células que
expressam poucos niveis de CD127. No entanto, células T CD4" efetoras também tendem a
expressar poucos niveis de CD127, concluindo que a pouca expressao desta molécula sozinha,
ndo pode ser utilizada para discriminar Treg de células T efetoras (Mazzucchelli & Durum,
2007). Assim como CD127, outras duas moléculas tém sido bastante utilizadas para descrever
Treg, mas ndo podem ser utilizadas como marcadores exclusivos: CTLA-4 e GITR.

Alternativamente, a expressdo de CD62L também chamada de L-selectina, pode ser
usada para diferenciar Treg, porém nao é restrita a esse grupo de células. As células Treg
apresentam-se fenotipicamente como CD25"CD127'°“CD62L"* e, por outro lado, as células

recém-ativadas sio CD62L'*" (Hamann et al., 2000).
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Diversas outras moléculas estdo sendo adicionadas como marcadores de células Treg

(vide Tabela 1).

Tabela 1. Moléculas utilizadas como marcadores de células Treg em camundongos e humanaos.

Molécula Expressdo Camundongo Humano Comentario
CD25 Alta/Supeficie Sim Sim Também expresso em células Tefetoras ativadas
Foxp3 Alta/Intracelular Sim Sim Também expresso em células Tefetoras ativadas
CTLA-4 Alta/Supeficie Sim Sim Também expresso em células Tefetoras ativadas
GITR Alta/Supeficie Sim Sim Também expresso em células Tefetoras ativadas
CD127 Baixa/Supeficie Sim Sim Pouco regulada em células Tefetoras ativadas
CD62L Alta/Supeficie Sim ND Expressa em células T efetoras naive, denota um
subconjunto de células Treg com capacidade
supressora superior
Alta/Intracelular,
PD-1/CD279 superficie? Sim Sim Quando expressa na superficie, distingue
células T efetoras ativadas de células Treg
CD39 Alta/Supeficie Sim Sim
CD44 Alta/Supeficie Sim ND Subconjunto produtoras de 1L-10
MHCII/HLA-DR Alta/Supeficie ND Sim Subconjunto com capacidade supressora superior
LAP Alta/Supeficie Sim Sim Subconjunto com capacidade supressora superior
CD103 Alta/Supeficie Sim ND Expresso em 30% de células CD4*CD25*
Treg efetoras/memdria com alta producdo de IL-
CCR6 Alta/Supeficie Sim Sim 10
LAG-3 Alta/Supeficie Sim ND Expresso em células Treg ativadas
GARP Alta/Supeficie ND Sim Expresso em células Treg ativadas
Galectina-1 Alta/Supeficie Sim Sim
Galectina-10 Alta/Intracelular ND Sim
Helios Alta/Intracelular Sim Sim Expresso em tTregs
TNFRSF25 Alta/Supeficie Sim ND

ND — Nao determinado. Tabela adaptada a partir de (Schmetterer et al., 2012).

1.4.2. Subpopulacgdes de Treg

As células Treg sao representadas por duas subpopulacdes: 1) tTreg, Treg derivada do

timo, também descrita como nTreg, para Treg natural; 2) pTreg, Treg periférica, também

definida como iTreg, para Treg induzida, ou aTreg, para Treg adaptativa (Abbas et al, 2013).

As células tTreg sdo geradas no timo, através do reconhecimento a antigenos proprios.

A alta afinidade da interacdo entre o complexo MHC-peptideo e 0 TCR s&o necessarios para

esse processo. Elas também precisam de sinal co-estimulatorio de CD28, visto que em

camundongos deficientes em CD28 essas celulas ndo se desenvolvem (Salomon et al., 2000).



Essa subpopulacdo tem a expressio de Foxp3 como principal regulador no seu
desenvolvimento e na sua fungdo supressora. Embora IL-2 e TGF- tenham uma papel
importante na manutencdo dessas células, ambas citocinas tém papel redundante no
desenvolvimento das tTreg, visto que em camundongos knockout para IL-2 e camundongos
knockout para TGF-p as células CD4*CD25*Foxp3* aparecem no timo (Piccirilo et al., 2002).

J4 as células pTreg, sdo células Foxp3 induzidas a expressar Foxp3 na periferia (Lin
et al, 2007; Curotto-de-Lafaille & Lafaille, 2009; Thornton et al, 2010) e necessitam de TGF-
B e de seus receptores. A auséncia dessas moléculas impedem a inducdo de Foxp3 ¢ a
subsequente capacidade supressora (Lu et al.,, 2010). Similarmente, IL-2 tem papel
fundamental na diferenciacdo das pTreg, pois TGF-B falha em induzir pTreg Foxp3* em
camundongos deficientes em IL-2 (Zheng et al., 2007). Para a conversdo dos precursores
CD4*CD25 periféricos a CD4*CD25", é necessario que ocorra 6tima sinalizacdo pelo TCR
para desencadear o desenvolvimento das pTreg (Zheng et al., 2006).

Embora as células Treg representem uma linhagem celular estavel para manter a
homeostasia imune, essas células possuem muita plasticidade. Estudos mostram que as tTreg
ndo sdo estaveis em condicdes inflamatorias, e que podem se converter de tTreg em Th1l7 na
presenca de IL-6 (Zheng et al., 2008). Ao contrario, as pTreg, ndo exibem esta plasticidade, e
mantém sua estabilidade sob condic¢es inflamatdrias in vitro e in vivo, sugerindo que essas
subpopulacdes podem ter fungdes e papéis diferentes na resposta imune adaptativa (Horwitz
et al., 2008).

Ambas subpopulacBes expressam marcadores como CD25, Foxp3, GITR e CTLA-4,
mas as tTreg exibem altos niveis de expressao de PD-1 ( do inglés, “programmed cell death-
17), Nrp1 (neuropilina 1), Helios e CD73 comparados com as pTreg (Yadav et al., 2012). E
importante destacar que o fator de transcricdo Helios, pertencente a familia lkaros, e regulado
positivamente em células tTreg, foi recentemente apontado como um potencial marcador que
permite a distin¢do entre tTreg e pTreg (Thornton et al., 2010; Getnet D et al., 2010). Este
fator de transcricdo é expresso em células tTreg humanas e pode se ligar ao promotor de
FOXP3, o que sugere que Helios pode ter um papel critico na expressdo de FOXP3 (Getnet et
al., 2010). Helios aparece primeiramente no estdgio  duplo-negativo 2
(Lin'®"CD44*CD117"9"CD25%) do desenvolvimento timico, e é expresso em quase 100% das
células tTreg. A sua expressdo também foi vista em aproximadamente 70% de células Foxp3™*
nos tecidos linfoides periféricos em camundongos e humanos. O total de células Treg na

periferia é constituido de células derivadas do timo (tTreg) e de células induzidas na periferia
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(pTreg); como 70% dessas células expressam Helios, os primeiros estudos sobre a expresséo
desse marcador sugeriram que 70% das Treg da periferia sdo tTreg (Thornton et al., 2010).
Esse postulado também se fundamentou nas demonstracfes de que a totalidade das células
Foxp3* na periferia de camundongos recém-nascidos sdao Helios™, e que células pTreg
induzidas com TGF-p in vitro e células pTreg antigeno-especificas induzidas in vivo ndo
expressaram Helios (Thornton et al., 2010). Recentemente, entretanto, algumas pesquisas tém
argumentado contra esse postulado. Foi descrito que Helios pode ser induzido durante a
ativacdo e proliferacdo de células T, mas regride sob condi¢bes de repouso, ndo somente em
Treg humanas e murinas, mas também em células T CD4" e T CD8" (Akimova et al., 2011).
Outros estudos demonstraram que Helios pode ser expresso em pTreg Foxp3™ in vitro e in
vivo em células T CD4 carreando TCR transgénico sob estimulos com seu antigeno especifico
e na presenga de IL-2 e TGF-B (Verhagen & Wraith, 2010). Estes dados sugerem que,
dependendo do método de ativacdo e condi¢des especificas, pode se verificar a expressdo de
Helios em células pTreg. Saliente-se, entretanto, que esses achados ndo estdo bem explorados
em populac@es de células T CD4 com TCR ndo-transgénico (Zabransky et al, 2012).

1.4.3. Geracao de células Treg no timo

O timo é um drgdo linfoide primario, essencial para o desenvolvimento das células T,
sendo responsavel pela formacdo de um repertério capaz de combater possiveis patdgenos
estranhos ao organismo sem comprometer a tolerdncia ao préprio. Esta tolerancia é
majoritariamente garantida pelo timo, quer pela eliminagcdo de linfocitos potencialmente
autorreativos, quer pela producdo de uma populacdo de células T (Treg), responsaveis pelo
controle da resposta imune, particularmente no contexto de processos autoimunes e
inflamatorios.

Na medula 6ssea, sdo gerados os progenitores linfoides, que migram para o timo
através das vénulas pés-capilares localizadas na regido cortico-medular e continuam 0s passos
subsequentes de sua diferenciagdo. Em camundongos, o0s progenitores mais imaturos
encontrados no timo possuem o fenétipo duplo-negativo (CD4'CD8)CD3'CD44"CD25
CD117"9" e sdo classificados em células DN1(duplo-negativo 1), que sdo 0s primeiros
progenitores timicos (Wu et al., 2006). Esses progenitores vao se diferenciar em celulas
DN2, que possuem o fendtipo CD4°CD8 Lin'®“CD44*CD117""CD25* e migram para o
cortex médio que é a zona de entrada do timo (Porrit et al., 2004). No estagio DN3 ocorre a

diminuigéo da expressdo de CD44 e de CD117, e nessa fase, comega a ocorrer rearranjos dos
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genes que codificam as cadeias do TCR. Deste estagio entdo em diante, as recombinagdes dos
genes para as cadeias y e d vao dar origem as células T yd, e as recombinagdes dos genes para
a cadeia P associada a cadeia pré-T a, vdo formar um pré-TCR juntamente com componentes
do complexo CD3. Rearranjos mal sucedidos induzem a morte celular por apoptose
(Takahama, 2006).

A partir dessa fase de formacao do pré-TCR, as celulas se diferenciam para o estagio
DN4, CD4CD8CD44 CD25 e essa fase ocorre na zona timica subcapsular. A expansédo
destas células ocorre em consequéncia de resposta a fatores de crescimento e do rearranjo do
gene da cadeia B do TCR (Xing & Hogquist, 2012). Nesta fase da diferenciacdo intratimica,
as ceélulas migram através do cortex em dire¢do & medula timica passando para o estagio DP
(duplo-positivo), expressando entdo simultaneamente CD4 e CD8. A recombinacdo somatica
do gene da cadeia o do TCR nessas células resulta em um repertorio extremamente vasto de
receptores afd. A partir deste ponto, a avidez e a afinidade entre o TCR presente nos timacitos
e 0s complexos MHC-peptideo proprio nas células epiteliais timicas e APCs determinam o
destino dos timécitos. Quando as células DP que expressam TCRs ndo se ligam aos
complexos MHC-peptideo proprio, morrem por negligéncia. Quando as células DP possuem
baixa ou moderada afinidade para os complexos MHC-peptideo proprio, elas sao selecionadas
positivamente e se diferenciam em células SP (simples-positivas) que expressam CD4* ou
CD8". O processo de selecdo positiva é altamente estringente e permite que as células SP
tornem-se células funcionalmente competentes e aptas a sair do timo e povoar 6rgads
linfoides periféricos. Quando as células DP possuem alta afinidade para os complexos MHC-
peptideo préprio, ficam sob acdo de mecanismos de inducdo de autotolerdncia, que
compreendem principalmente os processos de delecdo clonal, edicdo de receptor, anergia e
desvio clonal (Xing & Hogquist, 2012).

E importante destacar que o processo de desvio clonal define a seleco intratimica de
células Treg (Xing & Hogquist, 2012). O desenvolvimentodas células Treg (Figura 3) ocorre
apos o reconhecimento de antigenos préprios apresentados por mTEC (células epiteliais da
medula timica) e DCs com avidez/afinidade relativamente altas, proximo ao limiar que as
levaria & selecdo negativa (Liston & Rudensky, 2007).

Além da afinidade da interacdo entre 0 TCR e o complexo MHC-peptideo proprio, a
intensidade da interacdo entre moléculas acessérias e seus ligantes nas células estromais

timicas — como por exemplo, CD40, ICAM-1, CD80 e CD86 — contribuem para a geracao das
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células Treg. A falta dessas moléculas resulta na substancial reducdo das Treg no timo e na
periferia (Sakaguchi, 2005).

E importante ressaltar que os sinais derivados da interagdo dos receptores CD80 and
CD86 sdo de grande importancia para a selecdo negativa das células T no timo e, também,
possuem um papel importante na ontogenia das células Treg (Buhlmann et al., 2003). De fato,
camundongos deficientes em CD28 apresentam uma diminuicdo de células Treg no timo e nos
tecidos periféricos (Saloman et al., 2000; Tai et al., 2005). Estudos sugerem que CD28
fornece um sinal intrinseco para o desenvolvimento das Treg. Além disto, possibilita uma
maior producdo de IL-2 (Lio et al., 2010), que é necesséria para a sobrevivéncia das células
Treg (Burchill et al, 2008; Lio & Hsieh, 2008; Vang et al, 2008).

A molécula TGF-B também tem sido implicada no desenvolvimento das células Treg,
mas seu papel ainda precisa ser melhor entendido. Dados recentes sugerem que TGF-
participa de sinais durante o inicio do desenvolvimento das Treg, e, portanto, pode ser outro
sinal chave na discriminacdo entre delegdo clonal e desvio clonal (Ouyang et al. 2010). A
auséncia combinada de ambas as vias de sinalizacdo por IL-2 e TGF-B, levam a total auséncia
de Treg no timo (Liu et al, 2008).

O papel de IL-2 na diferenciacdo e homeostasia das células tTreg tem sido muito
estudado. Estudos demonstraram que camundongos deficientes em IL-2 ou CD25, foram
totalmente deprivados de células Treg na periferia, mas ndo no timo (D’Cruz & Klein, 2005;
Fontenot et al., 2005), sugerindo que IL-2 é de suma importancia na homeostasia das Treg na
periferia, mas ndo para a geracdo intratimica dessas células. O que torna esse assunto
intrigante, é que camundongos duplamente deficientes em IL-2 e IL-15, ou CD122 que é um
receptor para a cadeia B de IL-2 e IL-15, apresentaram quase completa deplecdo de células
tTreg (Burchill et al., 2007; Soper et al., 2007), demonstrando que a sinalizacdo por CD122 ¢
essencial para a diferenciacdo das tTreg. Em niveis moleculares, a sinalizacdo por CD122 ¢
necessaria para a translocacdo de STAT-5 para o nlcleo, para ajudar na inducgdo da expressdo
de Foxp3. As moléculas STAT participam da transducdo de sinais apés o estimulo celular por
citocinas, fatores de crescimento e horménios. S&o descritas sete moléculas como membros da
familia STAT. Nas células Treg as proteinas STAT-5 tém sido reconhecidas como essenciais
para a sinalizacédo devido ao seu papel na via de sinaliza¢do IL-2/IL-2R (Burchill et al., 2007).
Estudos mostram que camundongos duplo-nocautes para STAT-5a e STAT-5b exibem

autoimunidade similar aos camundongos nocautes para IL-2 ou IL-2R, o que demonstra a

18



importante contribuigdo das moléculas STAT-5 no desenvolvimento das células Treg (Snow
et al., 2003).

Outra molécula que pode estar envolvida no desenvolvimento das células Treg é o
CD70. Esta molécula € constituinte da familia TNF e esta expressa em células da medula
timica: células mTECs (células epiteliais timicas medulares) e DCs. O receptor para CD70, o
CD27, é expresso em timocitos no estagio pré-T em diante (Gravestein et al., 1996; Igarashi
et al., 2002), e, em humanos, esta expresso em timocitos DP CD4"CD8" (Martorell et al.,
1990). Foi recentemente descrito que a interacdo de CD70-CD27, contribui para o
desenvolvimento de células Treg (Coquet et al., 2013). Camundongos deficientes em CD70
foram utilizados para demonstrar que CD70 em mTECs e DCs contribuem para o
desenvolvimento de Treg, visto que esses camundongos apresentaram uma reducdo na
frequéncia e no ndmero absoluto de células CD4*Foxp3*. Foi observado também que as
interacbes de CD70-CD27 no timo, melhoram a sele¢do positiva de células Treg, e que, a
partir dessas interacdes, células Treg sdo resgatadas da apoptose, sem afetar quantitativamente
o desenvolvimento de células T convencionais. Estes estudos sugerem que mTECs e DCs
podem criar nichos celulares na medula timica e os sinais promovidos por CD70-CD27

ajudam no desenvolvimento das células Treg (Coquet et al., 2013).
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Figura 3. Desenho esquematico do desenvolvimento das células Treg Foxp3*. A) A porcentagem de células
Foxp3™ em cada populacao de timocitos. Na periferia, células CD4*Foxp3- podem se diferenciar em células
Foxp3* sob certas condicdes. B) Desenvolvimento de células Treg Foxp3* dependente de interages com as
células estromais timicas. Timdcitos CD4*CD8Foxp3™ se diferenciam em CD4*CD8Foxp3*, quando
recebem sinais produzidos pelas interacdes entre TCR e complexo MHC-peptideo préprio e moléculas co-
estimulatorias, como CD28 e seus ligantes CD80 e CD86, e/ou via citocinas. Logo, a expressdo de Foxp3
determina a atividade supressora e estabiliza a fungéo das Treg e seu fendtipo (expressao de CD25). A cor
azul indica os timdcitos que possuem fungdo supressora (Sup*) (Sakaguchi et al., 2008).

1.4.4. Mecanismos de acgao das células Treg.

O fator de transcri¢cdo Foxp3 tem sido apresentado como responsavel por orquestrar 0s
programas moleculares envolvidos na funcdo das células Treg. Ele tem papel ativo na

maturacdo e atividade funcional das céelulas Treg. Um estudo mostrou que Foxp3 interage
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com NFAT e ap0s sua cooperativa ligacdo ao DNA ocorre regulacdo da transcri¢do de varios
outros genes (Wu et al, 2006). Como este fator de transcricdo controla o programa de
expressao dos genes para a funcao de Treg ainda ndo é bem compreendido. Mas, sabe-se que
0s genes alvos de Foxp3 regulam positivamente 0s genes essenciais para a funcdo supressora
ou a repressdo transcricional de citocinas presentes nas respostas inflamatorias (Yagi et al,
2004). Entre os alvos de Foxp3 estdo os genes que regulam positivamente as células Treg,
como 2ra (CD25) (Sakaguchi et al, 1995), Tnfrsf18 (GITR) (McHugh et al, 2002), Nrpl
(Bruder et al, 2004) e Ccr4 (lellem et al, 2001).

Na evolucdo dos estudos feitos com as células Treg, uma necessidade que precisava
ser abordada, era 0 mecanismo de acdo dessas células in vivo. Entdo foi desenvolvido um
modelo de estudo para andlise da funcdo das Treg in vitro (Thornton & Shevach, 1998;
Takahashi et al, 1998), que mimetiza a funcédo dessas células in vivo. Muitas moléculas foram
identificadas, processos que contribuiam para as atividades supressoras de Treg também
foram estudados, mas, ainda ndo esti claro se estes mecanismos esclarecem como estas
células atuam in vivo (Shevach, 2009).

A maioria dos estudos sobre acdo das Treg tem demonstrado que essas células
medeiam a supressdo inibindo a indugdo de mRNA de IL-2 (e mRNA para outras citocinas
efetoras) pelas células T Foxp3™ (Thornton and Shevach, 1998; Takahashi et al., 1998; Oberle
et al., 2007). Outra possibilidade levantada foi de que as células Treg podiam competir com
as células T Foxp3 por IL-2, consumi-la, e inibir a proliferacdo das células T efetoras,
resultando em uma forma de apoptose dependente do fator pro-apoptético Bim (Pandiyan et
al., 2007). As células Treg podem se apresentar como eficientes competidoras por possuirem
ndo s6 CD25 em alta densidade na membrana, mas também CD122 e CD132, visto que as trés
cadeias em conjunto formam o receptor de alta afinidade para IL-2.

Em modelos experimentais in vivo, o papel das citocinas inibitorias IL-10 e TGF-B na
resposta imunoldgica ja é bastante descrito. Além dessas, outra citocina produzida por células
Treg identificada como portadora de potente fungdo imunossupressora é a 1L-35, um membro
da familia da IL-12 (Collison et al, 2007), que depende do contato célula-célula para sua
producdo méxima.

Uma molécula secretada que pode potencialmente iniciar um papel a partir da
interacdo das células Treg com as DCs ou com outra célula T, é a galectina-1, um membro
conservado da familia das proteinas de ligacdo a B-galactosideos (Garin et al, 2007).

Galectina-1, secretada como um homodimero e que se liga em glicoproteinas como CD45,
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CD43 e CD7, é preferencialmente expressa em células Treg, e é regulada positivamente
mediante a ativacdo de TCR. A participacdo dessa galectina na interacao entre as células Treg
e células T efetoras, pode levar ao bloqueio do ciclo celular e apoptose, e também a inibicéo
da producéo de citocinas pro-inflamatorias (Shevach, 2010).

Outro mecanismo utilizado pelas células Treg para supressao € a citdlise de células-
alvo. Células Treg ativadas a partir de uma combinacdo de anticorpos anti-CD3 e anti-CD46
expressam granzima A e matam células T CD4* e CD8* em um mecanismo dependente de
perforina e independente de Fas-FasL (Grossman et al, 2004). A ativacéo de células Treg de
camundongos também resulta na regulacdo de expressdo de granzima B, e entdo as células
Treg matam as células efetoras por um mecanismo dependente da granzima B, mas
independente de perforina (Gondek et al., 2005). E importante destacar que células Treg
deficientes de granzima B tem atividade supressora reduzida in vitro (Shevach, 2010).

Um mecanismo importante usado pelas Treg é fazer com que haja inibicdo da
iniciacdo e diferenciacdo de células T efetoras. Logo, alguns de seus recursos para isso, €
afetar a funcdo das APCs. As células Treg expressam CTLA-4, uma molécula que participa
do bloqueio funcional dos sinais de co-estimulacdo de células T efetoras, através da sua
competicdo com CD28 pela ligagédo, em maior afinidade, com CD80 e CD86 expressos nas
células dendriticas. Alguns estudos sugerem que a inibicdo da expressao de CD80 e CD86 por
células Treg limita a capacidade das DCs de estimular células T naive através de CD28,
resultando em imunossupressdo (Onishi et al., 2008).

Outra molécula de superficie celular que pode desempenhar um papel na supressédo da
funcdo de DCs é a LAG-3 (CD223), que ¢ um homologo de CD4 que se liga a moléculas de
MHC de classe Il, presente nas DCs, com alta afinidade. Essa ligacdo pode resultar em um
sinal inibidor mediado por ITAM que suprime a maturacdo e a capacidade imunoestimulante
das DCs (Liang et al., 2008).

A Nrpl é uma outra molécula expressa nas Treg murinas que tem sido proposta como
participante na interacdo inicial das células Treg com as DCs. Nrpl é um receptor para as
semaforinas de classe Il e um co-receptor para VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular). Este receptor é expresso em células Treg e pode ser induzida pela expressdo
ectopica de Foxp3 em células T Foxp3™ (Sarris et al, 2008). Esta molécula promove longas
interacdes entre Treg e DCs imaturas, impossibilitando a ligacdo de células T naive as DCs e
dando uma vantagem para as células Treg sobre células de T naive, sob condi¢cGes em que 0

antigeno é um limitador.
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No sistema imune, o ATP (adenosina trifosfato) extracelular é um indicador de
destruicdo tecidual e pode exercer papel inflamatério. A concentracdo de ATP intracelular é
elevada, e quando ha& dano celular, quantidades substanciais sdo liberadas, e podem ser
detectadas por receptores purinérgicos. A molécula CD39 atua fazendo a hidrélise de ATP ou
ADP para AMP, e é expresso em células B, células dendriticas, em todas as células Treg de
murinos e, em cerca de 50% das células Treg humanas (Borsellino et al, 2007). Logo, a
inativacdo catalitica de ATP extracelular por CD39, é considerado um mecanismo anti-

inflamatdrio usado pelas células Treg.

1.4.5. Moléculas envolvidas na migracao das células Treg.

O trafego das células Treg para varias partes do corpo em diferentes estagios de
desenvolvimento, maturacdo e ativacdo, € mediado por uma gama de citocinas, integrinas,
quimiocinas e seus receptores correspondentes. Nos Ultimos anos, estudos genéticos tém
mostrado a importancia de muitos receptores necessarios para o homing de células Treg, tanto
para a distribuicdo dessas células nos tecidos quanto para a sua funcéo.

A integrina CD62L é uma molécula crucial para o homing de células Treg. Recentes
estudos sugerem que células CD4"CD25"CD62L" sdo capazes de suprimir a ativacdo de
células T in vitro e sdo eficientes em proteger de GVHD (doenca enxerto versus hospedeiro)
(Ermann et al., 2005), retardam o diabetes em camundongos NOD (do inglés “Non-obese
diabetic”) (Szanya et al., 2002). As células CD4"CD25"'CD62L* podem migrar para 0s
linfonodos de forma mais eficiente do que a populacdo de células CD4*CD25"CD62L .
Quando CD62L é blogueado por anticorpos especificos, a expansdo das células Treg nos
linfonodos é reduzida e resulta na rejeicdo de enxertos alogénicos (Ochando JC et al., 2002),
indicando que CD62L pode ser essencial para o trafego de células Treg murinas de forma
eficiente para os linfonodos.

O receptor de quimiocina CCR7 é outra molécula importante para o homing de células
imunes. De fato, a perda de CCR7 blogueia a migracdo de células Treg para os linfonodos, e
inibe sua funcdo em modelos experimentais de colite (Scheneider et al., 2007).

A molécula de adesdo CD44 é o principal receptor de acido hialurdnico. Multiplas
funces e respostas celulares tém sido atribuidas a ativacdo de CD44, incluindo a inducédo de
motilidade celular, ativagdo de respostas de sobrevivéncia celular e promocdo de adesdo

celular (Nandi A et al., 2000). Embora CD44 tenha uma grande distribuicdo tecidual, a sua

22



expressdo durante estdgios iniciais de diferenciacdo de linfocitos em progenitores sugere um
envolvimento funcional dessa molécula no homing e coloniza¢do timica de precursores
linfocitarios (Khaldoyanidi et al., 1996). Além disso, o fenotipo da populacéo de células Treg
CD44" indica que essas células estio em estado de ativagdo. Essa molécula pode promover a
proliferacdo de células Treg ap6s a sua ligacdo a quantidades de acido hialurénico na matriz
extracelular (Bollyky et al., 2009).

Estudos recentes tém mostrado que a sinalizagdo por S1P (esfingosina-1-fosfato) um
lipideo bioativo, inicia um papel importante em maultiplos fenémenos fisioldgicos, incluindo
angiogénese, permeabilidade vascular, inflamag&o, e é indispensavel para a saida de linfocitos
no timo, baco e linfonodos (Daniel et al., 2012). Camundongos deficientes em SPHK1 e
SPHK2 (esfingosina quinases 1/2), moléculas responsaveis pela producdo celular de S1P,
apresentam diminuicdo de S1P no plasma e nos vasos linfaticos e, assim, o egresso de
linfocitos € muito diminuido (Pappu et al., 2007) e hd um acimulo de timdcitos maduros no
timo (Zachariah et al., 2010). As células Treg expressam em maiores quantidades o receptor 1
de S1P na periferia (S1P1), o que pode sugerir que S1P também dirige 0s processos de
migracdo de Treg, obedecendo aos mesmos principios de migracdo dos outros grupos de

linfocitos T.

1.5. As células T regulatérias na Sindrome de Wiskott-Aldrich

A autoimunidade € uma complicacdo importante e muito comum em pacientes com
WAS, e geralmente esta presente ja nos primeiros anos de vida destes pacientes podendo
ocorrer em casos graves e mais atenuados da doenca (Imai et al.,, 2003). Entre as
subpopulacdes de células T que moldam as respostas imunes, sdo as células Treg que
possuem a funcdo de manutencdo da tolerancia periférica, sendo necessarias para a supressao
de respostas autoimunes. Assim, a aparente incongruéncia entre a presenca de importante
imunodeficiéncia concomitante a eventos de autoimunidade levaram a hipdtese de que a
deficiéncia em WASP poderia afetar diretamente as células Treg (Adriani et al., 2007). Nesse
contexto, diversos estudos apontam para defeitos funcionais em células Treg de pacientes com
WAS e em camundongos deficientes em Wasp (Adriani et al., 2007; Humblet-Baron et al.,
2007; Maillard et al., 2007; Marangoni et al., 2007).

Em células Treg deficientes em WASP, os niveis de expressdo de marcadores de
ativacdo como CD25, por exemplo, estdo mais baixos que em celulas Treg normais, e a sua

capacidade supressora pode ser resgatada parcialmente in vitro pela administracdo de IL-2
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exogena (Humblet-Baron et al., 2007). Este fato é importante, pois, células T efetoras
deficientes em WASP secretam pouco IL-2, podendo aumentar a disfuncdo intrinseca das
células Treg (Humblet-Baron et al., 2007), que sdo indexadas a células T convencionais por
meio dessa citocina (Freitas et al., 2006). Além disso, a auséncia de WASP pode implicar em
disturbios na localizacdo tecidual e capacidade funcional dessas células (Humblet-Baron et
al., 2007; Maillard et al. 2007). As células Treg WASP”" exibem pouca capacidade para
expansdo periférica, reduzida atividade supressora sobre células T efetoras in vitro, defeitos
na secrecao de IL-10 e incapacidade para mediar toleréncia in vivo. Estudos mostram que o
desenvolvimento das células Treg no timo é normal, e que a expressao de Foxp3 ndo é afetada
pela deficiéncia em WASP nas células Treg (Humblet-Baron et al., 2007; Maillard et al.,
2007; Marangoni et al., 2007).

As células do sistema imune de camundongos WKO apresentam muitas caracteristicas
semelhantes a doenca humana, incluindo defeitos na migragdo, na formacgéo de podossomos,
na sinalizacdo pelas células T e B, na geracdo de respostas imunes eficientes e desenvolvem
autoimunidade (Snapper et al., 1998; Westerberg et al., 2005). A maioria dos camundongos
WKO desenvolve doenca inflamatéria intestinal limitada ao colon (Snapper et al., 1998;
Klein C et al., 2003) sugerindo que um defeito numérico ou funcional de células Treg possam
estar implicados nessa patologia.

De fato, estudos de inducdo de colite por transferéncia de células CD45RB™ em
camundongos SCID demonstrou que as células Treg de camundongos WKO s&o incapazes de
impedir o desenvolvimento desse processo inflamatorio (Maillard et al., 2007). Além dos
efeitos da deficiéncia de WASP nas células Treg, outras alteracbes na fungdo imune
provavelmente podem contribuir para o desenvolvimento de autoimunidade, e pode variar
dependendo do tipo de processo autoimune e do tecido afetado. Um exemplo € a possibilidade
de defeitos na fagocitose de células apoptoticas, e a producdo de autoanticorpos devido a
intrinseca disfuncdo de células B.

As células Treg WASP”- também apresentaram pouca habilidade em induzir apoptose
em células B, por consequéncia de uma significante reducdo na secrecdo de granzima B, visto
em camundongos e pacientes deficientes em WASP (Adriani et al., 2011).

Assim, o aparecimento de autoimunidade no contexto da deficiéncia em WASP parece
refletir, pelo menos em parte, em defeitos na homeostasia das células Treg e na sua funcdo.
Isso revela um papel importante de WASP na regulagéo das principais atividades celulares

para o controle das células T e B autorreativas e na manutengdo da auto-tolerancia.
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2. Justificativa / Racional

A deficiéncia em WASP pode acarretar varios disturbios imunologicos devido a
defeitos nas celulas do sistema imune, como por exemplo, desenvolvimento de
autoimunidade. De fato, doencas de natureza autoimune s@o encontradas em pacientes com
WAS, como, anemia hemolitica, neutropenia, artrite e doenca inflamatoria intestinal, vista
também em camundongos WKO. Alguns estudos tém mostrado que as células Treg, definidas
pelo fen6tipo CD4"Foxp3*, e que possuem fungdo imunossupressora em processos
inflamatorios e autoimunes, estdo diminuidas em camundongos WKO (Maillard et al., 2007).
Esses achados sugerem que anormalidades ocorridas nas células Treg, devido a auséncia de
Wasp, podem contribuir para processos de imunodesregulacdo, que resultam no
desenvolvimento de colite nesses camundongos (Maillard et al., 2007).

Estudos vém mostrando um potencial papel de WASP no desenvolvimento das células
Treg, e 0 comprometimento das respostas imunes consequentes a disfuncdo dessas células.
Entretanto, os mecanismos que levam a diminuicdo de células Treg em camundongos WKO
ainda ndo foram completamente esclarecidos. Dessa forma, decidimos estudar as células Treg
timicas de camundongos geneticamente deficientes em Wasp, abordando os potenciais
mecanismos envolvidos na deficiéncia numérica dessas células. Julgamos que esses estudos
podem contribuir para um melhor entendimento da imunodesregulacdo associada a
deficiéncia em WASP.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar a populagédo de células Treg no timo de animais WKO e abordar possiveis

mecanismos que podem levar a diminuicdo de células Treg no timo de camundongos

deficientes em Wasp (WKO), modelo experimental para a sindrome de Wiskott-Aldrich.

3.2. Objetivos especificos

Caracterizar fenotipicamente a populacdo de células Treg no timo de animais WKO,
avaliando a expressao dos fatores de transcricdo Foxp3 e Helios, dos marcadores de
diferenciacdo CD25 e CD122, dos marcadores de ativacdo CD44 e CD69, e dos

marcadores funcionais CD39 e FR4.) e
Analisar a resposta de células Treg (CD4"CD25"Foxp3™) no timo de animais WKO e
seus precursores (CD4*CD25*Foxp3’) através de sinalizacdo pelo receptor de IL-2

(mrlL-2), através de analise dos niveis de pSTAT-5.

Analisar a morte, ex vivo, de células Treg no timo de animais WKO, avaliando-se 0s

niveis de apoptose por 7-AAD (7-amino-actinomicina D).

Avaliar a capacidade emigratdria de células Treg timicas de animais WKO a partir de
ensaios in vitro de transmigracdo mediada por esfingosina-1-fosfato (S1P).

Analisar a localizacdo intratimica de células Treg de animais WKO através da

imunomarcacao in situ de Foxp3.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos geneticamente modificados 129S6/SvEvTac-
WAS<tm1Shs> (denominados WKO) e seus respectivos controles isogénicos da linhagem
129S6/SvEvTac, denominados WT (do inglés “wild type”). Os animais foram fornecidos pelo
Centro de Criagdo de Animais de Laboratorio (CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro.

A utilizacdo desses animais estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso De Animais (CEUA - FIOCRUZ),
licenciado pelo n° L-002/009.

Em cada experimento foram utilizados 2 a 3 animais controles e WKO, machos e

fémeas, com idades de 2 a 6 meses.

4.2. Obtencéo de células

Os animais foram eutanasiados em camara de CO> e, em seguida, foram retirados o
timo e o baco de cada animal. Os 6rgdos foram macerados em tecido voil utilizando placas de
petri de 3,5 cm (Jet Biofil®) e 1 mL de meio RPMI + 5% de soro fetal bovino (SFB, Sigma-
Aldrich). As células foram passadas para um tubo, completando o volume com mais 5 mL de
RPMI + 5% SFB. Os tubos foram centrifugados a 370xg por 5 minutos a 4°C (Eppendorf AG
- Hamburg, Germany) e os sobrenadantes desprezados. As células do timo foram ressuspensas
em 1 mL de RPMI + 5% SFB e mantidos no gelo. As células do bago foram ressuspensas em
500 pL de tampdo ACK (0,15 M de NH4Cl, 10 mM de KHCOs, 0,1 mM de Na;EDTA)
utilizado para a lise de hemacias. A suspensdo foi homogeneizada e mantida a temperatura
ambiente por 5 minutos. Logo apdés, foram adicionados 12 mL de RPMI + 5% SFB gelado.
As células foram lavadas mais duas vezes, seguindo o método de centrifugacdo e desprezando
0 sobrenadante. Apoés as lavagens, as células do timo e do bago foram ressuspensas em 1 mL
de meio RPMI + 5% SFB e a celularidade foi analisada em camara de Neubauer, com o
auxilio de um microscopio optico de campo claro (Leica DME, Leica Microsystems Inc -
New York, USA). Essas suspensdes de células foram posteriormente utilizadas para todos os

ensaios mencionados abaixo.
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4.3. Anticorpos e compostos fluorescentes

Foram utilizados os seguintes anticorpos monoclonais contra moléculas de superficie e

moléculas intracelulares dos timdcitos e esplendcitos:

e Anticorpo anti-CD4, conjugado aos fluorocromos PerCP - complexo proteina clorofila
piridina ativado e Pe-Cy7 - ficoeritrica conjugado ao Cy7 (clone RM4-5, BD
Bioscience);

e Anticorpo anti-CD8, conjugado aos fluorocromos APC - aloficocianina, APC-Cy7 -
aloficocianina conjugado ao Cy7, e APC-eFluor® 780 (clone 53-6.7, eBioscience);

e Anticorpo anti-CD25, conjugado aos fluorocromos PE - ficoeritrina, APC -
aloficocianina (clone PC61.5, eBioscience);

e Anticorpo anti-CD122, conjugado aos fluorocromos PE — ficoeritrina, e FITC -
isotiocianato de fluoresceina (clone TM-b1, eBioscience);

e Anticorpo anti-CD44, conjugado ao fluorocromo PE - ficoeritrina (clone IM7,
eBioscience);

e Anticorpo anti-CD69, conjugado ao fluorocromo APC — aloficocianina (clone H1.2F3,
eBioscience);

e Anticorpo anti-FR4, conjugado ao fluorocromo APC — aloficocianina (clone TH6, BD
Bioscience);

e Anticorpo anti-CD39, conjugado ao fluorocromo PE — ficoeritrina (clone EbioAl,
eBioscience);

e Anticorpo anti-Foxp3, conjugado ao fluorocromo PE - ficoeritrina, e Pe-Cy7 -
ficoeritrica conjugado ao Cy7 e e anti-Foxp3 purificado (clone FJK-15s, eBioscience);

e Anticorpo anti-Helios, conjugado ao fluorocoromo FITC - Isotiocianato de
fluoresceina (clone 22F6, eBioscience)

e Anticorpo anti-pSTAT-5, conjugado ao fluorocromo PE — ficoeritrina (clone 47/Stat-
5(pY694), BD Bioscience);

4.4. Citometria de fluxo

Suspensdes simples de celulas do timo e do bago foram marcadas com os anticorpos
monoclonais acima descritos para posterior analise citofluorométrica. Os anticorpos de

superficie foram diluidos em PBS, e os anticorpos para marcacfes intracelulares foram
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diluidos em solvente especifico de acordo com a recomendacdo do fabricante dos Kits
utilizados (solucdo Perm, eBioscience).

A quantidade de células distribuidas na placa foi de 1 x 10° células por pogo, e foram
utilizadas placas de PVC, 96 pogos, flexiveis, de fundo em “U” (BD Falcon - USA) para a
posterior marcacdo. As células do baco foram incubadas com anticorpos anti-CD16/32 (clone
2.4G.2), ou soro de carneiro a 10%, no volume de 20 pL por poco, por 20 minutos, a 4-8°C
para bloqueio de receptor para porc¢do Fcy, a fim de que ndo ocorresse reacao cruzada com oS
anticorpos utilizados, descartando a possibilidade de falso positivo. Apds esta incubagdo, as
células foram centrifugadas e incubadas com os anticorpos. Foram colocados, em cada pogo,
15 uL de solugédo contendo anticorpos contra marcadores de superficie ja diluidos em meio de
cultura, homogeneizado manualmente, e as células mantidas por 30 minutos a 4-8°C. Depois
da incubacdo, as células foram lavadas duas vezes com meio de cultura, sendo preparadas
para a marcacdo intracelular. Para esta marcacdo, foi utilizada solucdo fixadora e
permeabilizante, contendo paraformaldeido e saponina, de acordo com as instrucdes do
fabricante (solugdo Fix/Perm, eBioscience - Santa Clara, Califérnia), com incubagdo em
geladeira por 40 minutos ou overnight. As células foram subsequentemente lavadas por 2
vezes em solucdo permeabilizante contendo saponina (solucdo Perm, eBioscience), seguida de
imunomarcacao com solucdo contendo anticorpos diluidos na mesma solucdo permeabilizante
por 30 minutos. Apds lavagens com a solucdo permeabilizante, para a aquisicdo das amostras,
as células foram ressuspensas em PBS. Os citdmetros de fluxo utilizados foram Cyan (Dako)
e FacsCanto (Becton Dickenson), de acordo com a disponibilidade. Para controle e
compensacao, foram utilizadas células sem marcacdo e também marcacdes simples, de cada
fluorocromo. Foram adquiridos 50.000 eventos dentro do gate de linfocitos para aquisicdo das
células do timo e 30.000 eventos para as células do bago. As analises foram realizadas no
programa Summit 4.3 (Dako). Para as analises percentuais das subpopulac@es do timo (figura
4A) e do baco (figura 4B), utilizamos uma sequéncia ldgica de regides apds aquisicdo no
citbmetro de fluxo. Primeiramente, delimitamos uma regidode linfocitos totais, e em seguida,
delimitamos o grupo de células CD4" SP. Sendo assim, todas as analises seguintes
compreendem a regido de células CD4" SP selecionadas a partir da regido de linfdcitos totais.
Para a analise dos valores absolutos, primeiramente encontramos os valores percentuais de
células para cada subpopulacao, e em seguida o valor total dos grupos analisados (timdcitos e

esplenadcitos).
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Figura 4. Sequéncia logica para a andlise das subpopulagdes. Apds a aquisi¢do em citdmetro de fluxo, foi
feito um grafico de pontos FSC versus SSC delimitando a regido de linfocitos totais, e em seguida, a partir
desta populagéo, um gréafico de pontos CD4 versus CD8 delimitando a regido CD4* SP para o timo (A) e
para o baco (B).

4.5. Atividade de pStatb

Para a deteccdo de pStats em células do timo, primeiramente, estas células foram
incubadas para estimulo com mrlL-2 (recombinante murino, R&D Systems) em uma
concentracdo de 4 ng/mL em estufa a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2, por 30 minutos.
Apbs estimulo com rIL-2, as celulas foram fixadas com solucdo PBS contendo 1,5% de
formaldeido, a temperatura ambiente, por 10 minutos. Logo apos a fixacéo, as células foram
incubadas com 100 pL de metanol, por 10 minutos, em gelo. Apdés trés lavagens com PBS +
0,2% BSA, as células foram marcadas com os anticorpos de superficie e intracelulares de
interesse, ou isotipo controle, por 30 minutos, a 4°C. Pelo menos 150.000 eventos foram

adquiridos dentro da regido de linfécitos para analise por citometria de fluxo.

4.6. Ensaios de sobrevivéncia/morte celular

Para avaliar a suscetibilidade a morte celular, células do timo foram marcadas com 7-

aminoactinomicina D (7AAD), um intercalante de DNA fluorescente, que possibilita a
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exclusdo de células ndo viaveis, e ainda permite, através das anélises de citometria de fluxo,
avaliar os niveis de apoptose (7AAD'™) e de necrose (7AAD") (Sigma; Lecoeur H et al.,
2002). Para esta marcacdo, 7AAD foi acrescentado juntamente com o0s anticorpos de

superficie seguindo o protocolo de marcacgéo de antigenos de superficie, como descrito acima.

4.7. Ensaios de transmigracao in vitro

Para os ensaios de transmigragéo, utilizamos o sistema Transwell® (Corning), com
insertos constituidos por membranas com poros de 5 um, dispostos em placas de 24 pocgos.
Inicialmente, foi realizada a incubagdo da membrana do inserto com PBS-BSA 0,1% (70 uL
colocados tanto na face inferior, quanto na superior), a 37°C, durante 45 minutos, de forma a
bloquear sitios inespecificos de ligacdo a membrana. Apos o blogueio, foram adicionados 600
pul de RPMI-BSA 0,1% juntamente com o quimioatrativo esfingosina-1-fosfato (S1P) na
concentracdo de 10 nM. Para a migracdo celular, foi entdo adicionada a quantidade de 2,5 x
10° células em um volume de 100 pL de RPMI-BSA 0,1%. A placa foi incubada por 4 horas,
em estufa a 37°C e atmosfera de 55 de CO,. Como controle foi utilizado RPMI-BSA 0,1%
sem S1P. Apo6s a migracdo, foi retirado o inserto, a parte inferior foi lavada com 300 ul e as
células foram recolhidas, centrifugadas por 5 minutos a 1200 rpm, retirado o sobrenadante, e
as células foram ressuspensas em 100 pl de RPMI-BSA 0,1%. A contagem foi realizada em
camara de Neubauer. Ap6s a contagem, as células foram marcadas com os anticorpos de

interesse.

4.8. Imunohistoquimica

Os timos dos animais normais e WKO foram retirados e incluidos em Tissue-Tek®
(Sakura, Torrance - EUA). Em seguida, o material foi cortado em criostato (Leica 1350, Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha), sendo o0s cortes submetidos aos ensaios de
imunofluorescéncia indireta. Foram realizados criocortes de 5 um de espessura que, em
seguida, foram fixados com acetona gelada por 10 minutos. Apds incubacdo com PBS-BSA
1% por 30 minutos, a temperatura ambiente, foi realizada a marcagdo com anticorpos anti-
fibronectina ou isotipo controle (IgG2a de coelho purificada), diluidos em PBS-BSA 1%,
durante 60 minutos, a temperatura ambiente. Os cortes foram submetidos a 3 lavagens
consecutivas de 5 minutos com PBS-BSA 1% e, entdo, incubados com o anticorpo secundario
Alexa 488 por 30 minutos. Para uma dupla imunomarcagdo, os cortes foram submetidos a

mais 3 lavagens de 5 minutos e incubados com anti-Foxp3 murino purificado ou com o
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isotipo controle (IgG2a de rato purificada), diluidos em PBS-BSA 1%. Apds mais 3 lavagens
de 5 minutos, foram incubados com o anticorpo secundario por 30 minutos. Apoés as lavagens
finais, as laminas foram cobertas com meio de montagem e visualizadas em microscopio de

fluorescéncia (Zeiss Axio Imager A2).

4.9. Analises estatisticas

As andlises foram realizadas entre os grupos de camundongos WT e WKO. O software
utilizado para essas analises foi o GraphPad prism versdo 4.0 e a diferenca estatistica entre os
grupos foi avaliada pelo teste ndo-paramétrico Mann-Whitney e o método ANOVA. Os
resultados apresentados foram considerados estatisticamente significativos quando os valores
de p foram inferiores a 0,05 (*), inferiores a 0,01 (**), inferiores a 0.001(***). As barras

representam a média de cada grupo + desvio padréo.
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5. RESULTADOS

5.1. Camundongos WKO apresentam pequeno aumento no numero de timocitos

Primeiramente, decidimos analisar a celularidade timica para comparagdo entre 0s
camundongos WT e WKO (figura 5A). Esses resultados foram obtidos a partir da contagem
de suspensdes de células do timo em cdmara de neubauer. Em seguida, analisamos os valores
relativos e absolutos das subpopulagdes principais de timdcitos destes camundongos. Para
essas analises, realizadas através de citometria de fluxo, primeiramente delimitamos a
populacdo de timdcitos totais, e posteriormente fizemos um grafico de pontos CD4 versus
CD8 para analise das populaces DN, DP, CD4 SP e CD8 SP e obtencdo dos valores
relativos. A partir da analise dos nimeros relativos foi possivel obter os valores absolutos
dessas populagdes (figura 5B).

Apesar dos valores obtidos ndo serem estatisticamente significativos, observamos que
os animais WKO apresentam uma maior celularidade, em termos de numero de timocitos
totais, quando comparados com os animais WT. Além disso, esse aumento € também
observado nos valores absolutos das subpopula¢Ges DN, DP, CD4 SP e CD8 SP.
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Figura 5. Andlise da celularidade do timo e dos valores relativos e absolutos de timdcitos DN, DP, CD4 SP
e CD8 SP. A) Celularidade do timo obtida de animais com 2 - 6 meses de idade, a partir da contagem em
cadmara de neubauer. B) Valores relativos e absolutos das populagdes timicas obtidas por citometria de
fluxo. Os resultados representam os valores percentuais individuais de 9 WT e 9 WKO, em 3
experimentos independentes (3 animais por grupo). As barras horizontais representam a média de cada
grupo + desvio padrao.

5.2. Camundongos WKO tém menor frequéncia de células Treg CD4*CD8Foxp3* no

timo, quando comparado aos controles

Foi demonstrado anteriormente que camundongos WKO apresentam menor nimero de
células Treg (Snapper et al., 1998; Maillard et al., 2007). Decidimos entdo investigar quais

mecanismos podem levar a essa diminuigéo de células Treg em animais WKO, e levantamos a
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hipotese de que algum distdrbio poderia estar ocorrendo na diferenciacdo ou na ativacdo
dessas células no timo desses animais.

Como forma de analisar a populacao de Treg no timo de animas WT e WKO, partindo
da subpopulacdo CD4" SP, delimitamos a populacdo CD4*Foxp3* (figura 6A) e avaliamos o
namero relativo e valores absolutos de células Treg CD4"CD8 Foxp3* (figura 6B). Com essas
analises, observamos uma diminui¢do significativa do percentual de células Treg CD4"CD8"
Foxp3* no timo de camundongos WKO quando comparados com os camundongos WT,

entretanto, ndo observamos diferenca significativa nos valores absolutos dessa populagéo.
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Figura 6. Analise dos valores relativos e absolutos da populagdo CD4*CD8Foxp3* no timo de
camundongos WT e WKO com 2 - 6 meses de idade. Os resultados foram obtidos por citometria de fluxo.
A) Primeiramente a regido de linfécitos foi delimitada, em seguida, a populacdo CD4* simples-positiva foi
tracada, e a partir dessa regido, foi analisada a populacao que expressa Foxp3. B) Valores percentuais e
absolutos de células CD4*CD8 Foxp3*. Os resultados representam os valores percentuais individuais de 9
WT e 9 WKO, em 3 experimentos independentes (3 animais por grupo). As barras horizontais
representam a média de cada grupo + desvio padrédo. ***p < 0.001.
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5.3. Os valores relativos e absolutos da subpopulacdo CD4*CD8 CD25*Foxp3* estao
diminuidos no timo de camundongos WKO

Uma combinacgdo usual de marcadores para identificar a populacdo de células Treg,
foco do nosso estudo, envolve CD4, CD25, Foxp3 (Sakaguchi et al, 1995; Fontenot et al,
2003). Essa combinacdo, associada a utilizacdo do marcador CD8, permite a definicdo de
células Treg no grupo de timécitos como aquelas que apresentam o fenétipo CD4*CD8"
CD25"Foxp3™*. Para avaliacdo dessa populacdo, fizemos um grafico de pontos para analise
bidimensional de Foxp3 versus CD25 (figura 7A), a partir da regido delimitada de timdcitos
CD4" SP. Os valores relativos, absolutos (figura 7B) e a média da intensidade de
fluorescéncia (MFI) dessa populacdo foram comparados no timo dos animais WT e WKO
(figura 7C).

A partir desses dados, observamos uma diminuicdo significativa nos valores relativos
e absolutos da subpopulacdo CD4"CD8 CD25"Foxp3* no timo de camundongos WKO, assim

como uma diminui¢éo na expressao de CD25 na populacdo CD4"CD8 Foxp3™.
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Figura 7. Andlise dos valores relativos, absolutos e MFI da populacdo CD4*CD8 CD25*Foxp3* no timo de
camundongos WT e WKO com 2 — 6 meses de idade. Os resultados foram obtidos por citometria de fluxo
e a sequéncia légica das andlises estd representada em A. Os valores percentuais e absolutos estdo
representados em B. A MFI de CD25 na populacdo CD4*CD8 CD25"Foxp3* esta representado em C. Os
resultados representam os valores percentuais e absolutos individuais de 9 WT e 9 WKO, em 3
experimentos independentes (3 animais por grupo). As barras horizontais representam a média de cada
grupo * desvio padrao. ** p<0.01, ***p < 0.001.
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5.4. Células Treg de camundongos WKO n&o apresentam alteracdo de expressdo de
moléculas de ativacdo, mas menor expressdo da molécula CD39 quando comparadas a

animais normais

As células Treg em proliferacdo adquirem um fenétipo de células ativadas
aumentando a expressdo de moléculas como CD69 e CD44 e de outros marcadores em sua
superficie (Fisson et al., 2003). Assim, através de analise citofluorométrica desses
marcadores, decidimos investigar se o nivel de ativacdo das células Treg no timo de
camundongos WKO estaria alterado. Para essa anélise, primeiramente delimitamos a regido
de células CD4"CD8 CD25"Foxp3™, e fizemos um histograma para obtencéo da porcentagem
de células que expressam os marcadores de ativacdo CD44 (figura 8A) e CD69 (figura 8B).
Nossos resultados ndo demonstraram diferencas significativas nos valores relativos da
expressao desses marcadores nos grupos avaliados.

Analisamos também a expressdo da molécula FR4, um subtipo de receptor para o
acido folico, molécula expressa em altos niveis em células Treg e fator essencial para a
manutencdo e atividade de células Treg (Yamaguchi et al., 2007). Com o objetivo de analisar
a expressdo de FR4 nas células Treg de camundongos WT e WKO, delimitamos a populacéo
CD4*CD8Foxp3* e fizemos um histograma para obtencéo dos valores relativos de células que
expressam FR4, bem como da MFI correspondente. Nossas analises mostraram que, conforme
esperado, a maioria das células Treg expressam altos niveis de FR4, niveis esses que se
mostraram similares, tanto na frequéncia e na MFI, na comparacdo entre o grupo WT e 0
grupo WKO (Figura 8C).

Uma molécula presente em células Treg ativadas, e que traduz uma das atividades
funcionais de imunossupressao, € o CD39, uma ecto-ATPase de membrana com capacidade
de degradacdo de ATP, considerada uma molécula pro-inflamatéria. Com o objetivo de
analisar a expressao de CD39 em células Treg, delimitamos a regido de células CD4"CD8"
CD25"Foxp3* e fizemos um histograma para definicdo da porcentagem de células que
expressam CD39 e avaliamos a sua MFI (Figura 8D). A partir dessas analises, observamos
uma diminuicdo significativa dos valores percentuais desta molécula e também em sua MFI,
revelando em conjunto, uma menor expressao de CD39 em células Treg do timo de animais
WKO.
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Figura 8. Analise da expressdo de marcadores de ativacdo de células Treg no timo de camundongos WT e

WKO com 2 — 6 meses de idade. Os resultados foram obtidos por citometria de fluxo. (A) Valores relativos

e MFI de células que expressam CD44. Os resultados representam os valores percentuais individuais de 9

WT e 9 WKO, em 3 experimentos independentes (3 animais por grupo). (B) Valores relativos e MFI de
células que expressam CD69. Os resultados representam os valores percentuais individuais de 6 WT e 6
WKO, em 2 experimentos independentes (3 animais por grupo) (C) Valores relativos e MFI de células que
expressam FR4. (D) Valores relativos e MFI de células que expressam CD39. Os resultados representam
os valores percentuais individuais de 5 WT e 5 WKO, em 2 experimentos independentes (2-3 animais por

grupo). As barras horizontais representam a média de cada grupo + desvio padréo. *p < 0.05, ** p < 0.01.
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5.5. Precursores de células Treg estdo diminuidos no timo de camundongos WKO

Alguns estudos tém mostrado que a populacio CD4'CD8CD25'Foxp3” sdo
precursores diretos de células Treg, as quais necessitam da sinalizacdo via IL-2R/STAT-5
para a posterior expressdo de Foxp3 (Burchill et al., 2008). Assim, nosso préximo passo foi
avaliar se a deficiéncia em Wasp ja implicaria em uma diminui¢do no numero de precursores
timicos de Treg. Para essa andlise, fizemos um gréfico de pontos para anélise bidimensional
de CD4 versus Foxp3, e delimitamos a regido CD4'Foxp3. Em seguida, a analise
bidimensional CD4 versus CD25 permitiu a delimitacdo da populacdo CD4*CD25"* (figura
9A) e analise dos valores relativos e absolutos da populacdo CD4*CD8 CD25"Foxp3 e a MFI
da expressdo de CD25 nessa populagdo precursora. De forma interessante, observamos uma
diminuicdo na frequéncia, mas ndo no nimero absoluto, de células CD4"CD8 CD25"Foxp3- e,
também, uma diminuicao significativa da MFI de CD25 nesta subpopulacdo presente no timo

de camundongos WKO, quando comparamos aos valores obtidos em animais WT (Figura

9B).
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Figura 9. Analise dos valores relativos, absolutos e MFI da populagdo CD4*CD8 CD25*Foxp3™ no timo de
camundongos WT e WKO com 2 — 6 meses de idade. Os resultados foram obtidos por citometria de fluxo
e a sequéncia légica das andlises esta representada em A. Os valores percentuais, absolutos e a MFI da
populacdo CD4*CD8CD25*Foxp3™ no timo estdo representados em B. Os resultados representam o0s
valores percentuais e absolutos individuais de 9 WT e 9 WKO, em 3 experimentos independentes (3
animais por grupo). As barras horizontais representam a média de cada grupo + desvio padrao. *p < 0.05.

38



5.6. Células CD4*CD8 Foxp3*Helios* estdo diminuidas no timo de animais WKO

O fator de transcricdo Helios foi descrito como uma molécula capaz de diferenciar as
células Treg timicas (tTreg; CD4*Foxp3*Helios™) das células Treg induzidas na periferia
(pTreg; CD4"Foxp3*Helios?) (Thornton et al., 2010). Assim, decidimos analisar a expressao
de Helios nas células Treg presentes no timo, a partir de analise bidimensional de Foxp3
versus Helios no grupo de células CD4* SP (figura 10A). De forma bastante interessante,
nossos resultados revelam que a subpopulacdo diminuida no timo de camundongos WKO é
justamente o subgrupo fenotipicamente definido como CD4"Foxp3*Helios®™. Observamos
uma diminuicéo significativa em ambos os valores relativos (Figura 10B) e absolutos (Figura
10C) dessas células. Por outro lado, analise comparativa demonstrou que ndo houve alteracéo
na frequéncia de células CD4"Foxp3*Helios™ (Figura 10B), mas mostrou um aumento
significativo no numero absoluto dessas células no timo de WKO (Figura 10C). Analisamos
também a expressao de Helios nas subpopulacGes fenotipicamente definidas como CD4*CD8"

CD25Foxp3™ e resultados similares foram demonstrados (Figura 11).

5.7. A morte ex vivo de células Treg timicas de camundongos WKO n&o esta alterada

Um maior nimero de células Treg em apoptose seria uma das sugestbes para a
diminuicdo do numero de células Treg no timo de camundongos WKO. Com o objetivo de
verificar a contribuicdo da morte celular nesse processo, avaliamos a incorporacdo de 7AAD
nas subpopulagdes CD4"CD8 Foxp3*e CD4"CD8 Foxp3* Helios™ (figura 12A). Conforme os
dados apresentados na figura 12B, a analise dos valores percentuais das populacdes de células
Treg 7AAD" ndo revelou diferenca significativa no percentual de morte celular entre 0s

grupos analisados.
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Figura 10. Anélise dos valores relativos e absolutos das popula¢fes CD4*CD8 Foxp3*Helios* e CD4*CD8"
Foxp3*Helios  no timo de camundongos WT e WKO com 2 — 6 meses de idade. Os resultados foram
obtidos por citometria de fluxo. Primeiramente a regido da populagdo CD4* simples-positiva foi tragcada, e
a partir dessa regido, foram analisadas as popula¢des CD4*CD8 Foxp3*Helios* e CD4*CD8 Foxp3*Helios
(A). Os valores percentuais das duas populacdes estao representados em B. Os valores absolutos das duas
populacBes estdo representados em C. Os resultados representam os valores percentuais e absolutos
individuais de 9 WT e 9 WKO, em 3 experimentos independentes (3 animais por grupo). As barras
horizontais representam a média de cada grupo * desvio padrao. *p < 0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001.
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Figura 11. Analise dos valores relativos e absolutos das populagdes CD4*CD8 CD25"Foxp3*Helios* e
CD4*CD8CD25*Foxp3*Helios” no timo de camundongos WT e WKO com 2 — 6 meses de idade. Os
resultados foram obtidos por citometria de fluxo. Primeiramente a regido da populacdo CD4" simples-
positiva foi tracada, a partir dessa regido, delimitamos a populacdo CD4*CD25*, e entdo analisamos as
populacdes CD4*CD8 CD25"Foxp3*Helios* e CD4*CD8 CD25"Foxp3*Helios'(A). Os valores percentuais
das duas populagdes estdo representados em B, e os valores absolutos das duas populagdes estdo
representados em C. Os resultados representam os valores percentuais e absolutos individuais de 9 WT e
9 WKO, em 3 experimentos independentes (3 animais por grupo). As barras horizontais representam a
média de cada grupo * desvio padréo. ** p < 0.01.
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Figura 12. Analise dos valores relativos e absolutos da populagdo CD4*CD8 Foxp3* 7AAD* e da populagéo
CD4*CD8Foxp3* 7TAAD*Helios™ no timo de camundongos WT e WKO com 2 — 6 meses de idade. Os
resultados foram obtidos por citometria de fluxo e a sequéncia logica das andlises esta representada em A.
Os valores percentuais estdo representados em B. Os resultados representam os valores percentuais
individuais de 8 WT e 8 WKO, em 3 experimentos independentes (2 - 3 animais por grupo). As barras
horizontais representam a média de cada grupo + desvio padréo.

5.8. Avaliagdo da capacidade migratoria de células Treg néo revelou alteracéo na

migracao dirigida por S1P

A diminuicdo de células Treg em timo de camundongos WKO poderia estar
relacionada com disturbios na capacidade migratéria dessas células. Dessa forma, decidimos
investigar a atividade migratdria in vitro de células Treg frente ao fator quimiotatico S1P.
Para essa analise, realizamos ensaios de transmigracdo em sistema Transwell, onde as células
gue transmigraram foram recolhidas da camara inferior e marcadas com o0s anticorpos
especificos para identificacdo de células Treg. Analisamos as subpopula¢des CD4*CD8"
Foxp3*, CD4"CD8CD25'Foxp3* e a CD4"CD8CD25'Foxp3*Helios™, considerando o0s
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valores relativos de cada populagdo pds-migracdo (figura 13A), os valores absolutos das
células que migraram (figura 13B) e a porcentagem de input (figura 13C). Embora represente
um experimento preliminar, ndo observamos diferenca significativa na migracdo de células

Treg e nem na porcentagem de células que migraram frente a S1P entre os dois grupos
analisados.
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Figura 13. Andlise de transmigracdo de células Treg frente a S1P. 2,5 x 108 células foram incubadas nos
pocos superiores de cdmaras de Transwell por 4 horas em estufa de CO2 a 37°C. Nos pogos inferiores
foram colocados S1P ou BSA como controle. As células foram recolhidas do pogo inferior e marcadas com
0s anticorpos de interesse. A) NUimero relativo de células Treg que migraram. B) Numero absoluto de
células Treg que migraram. C) Percentual de input (nGmero de células antes da migracéo divido pelo
namero de células que migraram, e entdo se divide 100 pelo resultado obtido da diviséo anterior) de
células Treg que migraram. Os dados apresentados nas figuras sdo representativos de um experimento.
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5.9. A expressdo da molécula CD122 apresenta-se inalterada nas células Treg de

camundongos WKO

A partir dos resultados que demonstraram uma diminuicdo nos valores relativos de
precursores de células Treg, bem como diminuigdo na expressao de CD25, decidimos avaliar
a expresséo de CD122. Esse marcador representa a cadeia B do receptor de IL-2, importante
para a sinalizacdo via STAT-5 e essencial para a diferenciacdo de células Treg. Analise da
regido de células CD4"CD8 CD25"Foxp3* de camundongos WKO mostrou que o percentual
de células CD122* e o nivel de expressdo dessa molécula, baseado em andlise de MFI,
estavam em niveis semelhantes aqueles observados em camundongos controle (Figura 14). E
importante ressaltar que a analise da expressao de CD122 realizada na populacdo de
precursores de células Treg, ndo mostrou diferenca significativa entre os animais WT e WKO

(dados ndo mostrados).
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Figura 14. Andlise dos valores relativos da populagdo CD4*CD8CD25'Foxp3*CD122* no timo de
camundongos WT e WKO com 2 — 6 meses de idade. Os resultados foram obtidos por citometria de fluxo.
Os resultados representam os valores relativos individuais de 8 WT e 8 WKO, em 3 experimentos
independentes (2-3 animais por grupo).

5.10. Precursores de células Treg timicas de camundongos WKO apresentam expressao
basal de pSTAT5 mais alta em repouso, e que se mantém apds estimulo com IL-2,

guando comparadas com células controle

A sinalizacdo de IL-2/STAT-5, mediada pelo complexo CD25/CD122/CD132 (IL-2R)
contribui para a diferenciagdo e para muitas propriedades essenciais das células Treg
(Goldstein et al., 2011). Tendo em vista nossos resultados de menor expressdo de CD25 e
expressao inalterada de CD122 em células Treg de camundongos WKO, decidimos investigar

se a auséncia de Wasp interfere na sinalizacdo mediada por essa via. Para esse objetivo,
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analisamos a expressdo de pSTAT-5 nos precursores de células Treg, antes e apds estimular
timocitos com rIL-2. Para essa analise, delimitamos a populagdo CD25" dentro do grupo de
células CD4* SP, com subsequente construcdo de grafico de pontos CD4 versus Foxp3 para
delimitar a populacdo CD4"Foxp3™ (Figura 15A). Nossos dados demonstraram um aumento
significativo dos valores relativos de precursores de células Treg pSTAT-5" no grupo de
células que recebeu estimulo com IL-2, em ambos o0s grupos analisados. Contudo, anélise de
MFI de pSTAT-5 revelou que essa molécula esta expressa em niveis significativamente
aumentados nos precursores de células Treg timicas de camundongos WKO, com ou sem

estimulo com rlL-2, quando comparados aos valores observados em camundongos WT
(Figura 15B).
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Figura 15. Analise dos valores relativos e MFI da populagdo CD4*CD8 CD25"Foxp3 pSTAT-5" no timo de
camundongos WT e WKO com 2 — 6 meses de idade. Os resultados foram obtidos por citometria de fluxo
e a sequéncia logica das analises esta representada em A. Em vermelho esta representado o isotipo
controle, em verde as células ndo estimuladas com IL-2 e em azul as células estimuladas com IL-2. Os
valores percentuais e a MFI estdo representados em B. Os resultados representam os valores percentuais
individuais de 8 WT e 8 WKO, em 3 experimentos independentes (2 - 3 animais por grupo). As barras
horizontais representam a média de cada grupo + desvio padréo. *p < 0.05, ** p < 0.01.
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5.11. Células Treg timicas de camundongos WKO mantém niveis altos de pSTAT5 em
repouso e apos o estimulo com IL-2

Ap0s analise dos precursores, decidimos analisar a expressdo de pSTAT-5 também em
células Treg CD4"CD8CD25"Foxp3*. A partir da analise de células Foxp3™ dentro da
populacdo CD4*CD25", avaliamos a expressao de pSTAT-5 e, igualmente ao observado com
as células precursoras, notamos um aumento significativo nos valores relativos de células
Treg que expressam pSTAT-5 apds estimulo com IL-2, em ambos os grupos (Figura 16);
ainda, analise de MFI de pSTAT-5 demonstrou que células Treg de animais WKO apresentam
altos niveis de expressdo de pSTATS antes e ap0os estimulo com IL-2, quando comparadas as

celulas controle (Figura 16).
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Figura 16. Andlise dos valores relativos e MFI da popula¢do CD4*CD8 CD25'Foxp3*pSTAT-5" no timo de
camundongos WT e WKO com 2 — 6 meses de idade. Os resultados foram obtidos por citometria de fluxo.
Os resultados representam os valores percentuais individuais de 8 WT e 8 WKO, em 3 experimentos
independentes (2 - 3 animais por grupo). As barras horizontais representam a média de cada grupo *
desvio padréo. ***p < 0.001.

5.12. Células Treg nao se encontram diminuidas no ba¢o de camundongos WKO

Tendo visto uma diminuigdo significativa de células Treg no timo de camundongos
WKO, decidimos analisar os valores relativos e absolutos dessas celulas também no baco
desses animais. Os resultados foram obtidos através de citometria de fluxo, e a estratégia de
anélise no bago foi realizada de forma similar aquela utilizada para o timo. Diferente dos
resultados previamente publicados com essa linhagem de camundongos WKO (Maillard et
al., 2007), ndo observamos diferencas significativas nos valores relativos e absolutos de

células CD4"CD8CD25"Foxp3™ no bago dos grupos estudados (Figura 17A). Além disso,
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decidimos analisar também a expressdo de Helios nesses grupos e, de forma interessante,
embora ndo tenhamos verificado uma diminuicdo no ndmero de células Treg Helios",
observamos uma diminuicdo significativa nos valores percentuais de células CD4*CD8"
CD25"Foxp3*Helios no bago de camundongos WKO (Figura 17B e Figura 17C).
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Figura 17. Analise dos valores relativos e absolutos das populacfes de células Treg no bago de
camundongos WT e WKO com 2 — 6 meses de idade. Os resultados foram obtidos por citometria de fluxo.
A) Valores percentuais e absolutos de células Treg CD4*CD25*CD8Foxp3*. B) Valores percentuais e
absolutos de células Treg CD4*CD8 CD25*Foxp3*Helios*. C) Valores percentuais e absolutos de células
Treg CD4*CD8CD25*Foxp3*Helios  no bago de camundongos WT e WKO. Os resultados representam os
valores percentuais individuais de 9 WT e 9 WKO, em 3 experimentos independentes (3 animais por
grupo). As barras horizontais representam a média de cada grupo + desvio padréo. *p < 0.05

47



6. DISCUSSAO

A sindrome de Wiskott-Aldrich é marcada por vérias desordens autoimunes, entre elas
a anemia hemolitica autoimune e doenga inflamatéria intestinal (Ochs & Thrasher, 2006).
Aparentemente paradoxais, a presenca dessas manifestacdes clinicas em pacientes
imunodeficientes sugeriram a possibilidade de um efeito direto da deficiéncia de WASP sobre
células Treg (Adriani et al., 2007). De fato, estudos recentes apontam para a existéncia de
importante disfuncdo em células Treg de pacientes com WAS e de camundongos deficientes
em Wasp (Adriani et al., 2007; Humblet-Baron et al., 2007; Maillard et al., 2007; Marangoni
et al., 2007). Por exemplo, em camundongos WKO, o desenvolvimento de colite parece estar
diretamente relacionado a desregulacdo na homeostasia e funcdo de células Treg (Snapper et
al., 1998; Maillard et al., 2007; Nguyen et al., 2007). Saliente-se que esses estudos indicaram
que WASP parece ser essencial para a homeostasia de células Treg no timo, bem como para a
sua capacidade supressora na periferia. As células Treg de animais WKO apresentam defeitos
na sua capacidade de supressdo in vivo e in vitro e, além disso, essas células estdo diminuidas
no timo de camundongos WKO (Maillard et al., 2007). Assim, em nosso presente trabalho,
objetivamos avaliar quais 0s mecanismos que poderiam estar associados a diminuicdo de
células Treg no timo desses animais.

Em camundongos, as células Treg sdo geradas no timo durante as primeiras semanas
de vida e sdo caracterizadas pela expressdo de Foxp3, sendo dependentes dessa molécula para
sua funcdo supressora (Fontenot et al., 2005). Observamos, a partir dos nossos resultados,
uma diminuicdo significativa nos nimeros relativos, mas nao nos valores absolutos, de células
Treg CD4"CD8Foxp3* no timo de camundongos WKO.

Diversas moléculas sdo utilizadas para identificar as células Treg, no entanto a
combinacdo mais usual de moléculas utilizada na caracterizagdo dessas células é a
combinacdo CD4"CD25"Foxp3. Ao utilizar essa combinacdo de moléculas, observamos uma
diminuicédo significativa nos nimeros relativos e absolutos de células CD4*CD25*Foxp3*.
Nossos resultados diferem daqueles observados por Humblet-Baron e colaboradores (2007),
que ndo viram diferencas numéricas de células Treg timicas e periféricas. Estudos mais
aprofundados s&o necesséarios para entender essas diferencas, que podem estar relacionadas ao
modelo utilizado para estudo, com influéncia da idade, montagem da col6nia, etc.

Buscando compreender melhor a reducdo na frequéncia de celulas Treg timicas em
WKO, aprofundamos a caracterizagdo dessas células. Assim, observamos também uma
diminuicéo significativa da expressdo de CD25 na populagdo de células CD4"CD8 Foxp3*.
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Levando-se em consideracdo que a presenca de CD25 em células Treg indica um grupo de
células ativadas e potencialmente funcionais (Sakaguchi et al., 2008), nossos dados sugerem
que a deficiéncia em Wasp pode estar diretamente relacionada ao menor nimero de células
Treg encontradas no timo de WKO.

A partir desses resultados, levantamos a hipdtese de que outras moléculas de
superficie, que normalmente tém sua expressdo aumentada em células Treg ativadas,
poderiam estar sendo expressas em menores quantidades, ndo sendo suficientes para a perfeita
ativacdo e funcdo dessas células. Entretanto, ndo observamos diferencas significativas na
expressdo de CD44 e CD69 nas células Treg dos grupos estudados. E interessante salientar
que a expressdo de CD44 est4 associada a transmissdo de sinais anti-inflamatorios e para a
funcdo supressora das células Treg por alta concentracdo de acido hialurénico, visto que este é
um glicosaminoglicano presente na matriz extracelular, e principal ligante da molécula CD44
(Bollyky et al., 2007). Logo, esses resultados indicam que células Treg deficientes em Wasp
ndo apresentam um fendtipo explicitamente caracteristico relacionado a células com defeito
em processo de ativacdo. Nesse mesmo sentido, nossas analises de expressdo de FR4 ndo
mostraram diferencas significativas entre os grupos estudados. Essa molécula, um receptor de
acido félico, esta presente em maiores quantidades nas células Treg provenientes do timo, em
comparacdo com outras células naive ou células ja ativadas, e é essencial para a funcdo e
manutencdo das células Treg na periferia (Yamaguchi et al., 2007). Embora seu efeito no timo
ndo seja entendido, nosso dados sugerem que a deficiéncia em Wasp ndo acarreta em
prejeuizo da manutencdo das Treg timicas dependentes de FR4.

A capacidade supressora das células Treg se deve a liberagdo de citocinas inibitorias
tais como IL-10 (Asseman et al., 1999), TGF-p (Nakamura et al., 2001), e IL-35 (Collison et
al., 2007), a citélise mediada principalmente por granzima B (Vignali et al., 2008), a
modulacdo da maturacdo e da capacidade de apresentacdo antigénica pelas células dendriticas
(Cederbom et al., 2000), a privacdo de IL-2 para as células T efetoras (Thornton et al., 1998),
ou pela hidrélise de ATP, molécula que em altas concentracfes apresenta atividade lesiva em
tecidos, com atividade pré-inflamatoria (Gandhi et al., 2010). Presentes em células Treg, ha
duas moléculas responsaveis pela conversdo de ATP: a molécula CD39 converte ATP em
ADP e AMP, e a molécula CD73 converte AMP em adenosina, uma molécula anti-
inflamatdria (Deaglio et al., 2007; Gandhi et al., 2010). De fato, a adenosina tem papel
fundamental na inibicdo das fungdes de células T efetoras (Deaglio et al., 2007). Além disso,

estudos demonstraram que células Treg de camundongos que ndo expressam CD39, tém
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capacidade supressora prejudicada e falham para bloquear a rejeicdo de aloenxertos in vivo
(Deaglio et al., 2007). E interessante notar que defeitos nos nimeros de células Treg CD39*
tém sido descritos em pacientes com esclerose mdultipla, hepatite autoimune (Grant et al.,
2013) e na doenca de Crohn (Friedman et al., 2009). Em nosso modelo de estudo, observamos
também uma diminuigdo significativa na frequéncia de células Treg CD39" no timo de
animais WKO, sugerindo que as células Treg em camundongos WKO desde a sua
diferenciacdo ja apresentam problemas na expressdo de CD39. Assim, investigacdo futura
sobre a atividade supressora de células Treg timicas é necessaria. Embora seja necessaria uma
anélise mais detalhada sobre a expresséo e participacdo funcional dessa molécula também na
periferia no nosso modelo experimental, esses resultados sugerem que a diminuicdo da
expressao dessa molécula pode contribuir para a disfuncdo de Treg e o desenvolvimento do
processo colitogénico em camundongos WKO.

Em nosso trabalho, analisamos a expressdo de Helios na populagdo de células Treg.
Estudos demonstraram que essa molécula é expressa no estagio DN2 do desenvolvimento
timico nos camundongos, anteriormente a expressao de Foxp3, e que esta presente em quase
todas as células Foxp3™ no timo e em 70% das células Foxp3* da periferia destes animais
(Thornton AM et al., 2010). Estudos sugerem que, pela expressdo de Helios nas células
Foxp3* ser claramente dividida na periferia, as duas populagdes Helios™ e Helios podem ser
derivadas de precursores distintos. Analise de camundongos com 3-7 dias de idade revelou
que todas as células Foxp3* presentes na periferia expressam Helios; como as células Foxp3™*
Helios™ s6 podem ser encontradas ap6s 7 dias de nascimento, esses dados sugerem que essas
celulas sdo induzidas na periferia.

Interessantemente, em nossos estudos, observamos uma diminuicao significativa dos
valores relativos e absolutos da populacdo Foxp3*Helios™ no timo de animais WKO, enquanto
a populacdo Foxp3*Helios™ possui nimeros comparaveis ao controle. Esses resultados
sugerem que a presenca de Wasp pode ser importante para o desenvolvimento intratimico das
células Treg desde os estdgios iniciais do desenvolvimento. Dessa forma, nossos dados
sugerem que Helios possa definir um grupo de células Treg geradas no timo e dependente da
sinalizacdo envolvendo a proteina Wasp. Ainda, a despeito da controvérsia sobre o papel de
Helios na distin¢do entre celulas tTreg e pTreg, consideramos como central a necessidade de
estudos futuros sobre o papel desse fator de transcri¢do na geracao intratimica de células Treg.

Outra observacdo relativa a populacao de células Foxp3* Helios™ encontradas no timo

nos remete a hipotese de que a presenca delas se deva a recirculacdo de células Treg ativadas
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que foram induzidas na periferia (Thornton et al., 2010). A recirculacdo de células T
convencionais ativadas parece atingir como um dos 6rgdos preferenciais otimo (Hale et al.,
2009), um fato que leva a hipotese de que o mesmo pode ocorrer com a populacdo de células
Treg induzidas na periferia. Nesse sentido, nossos achados significariam que a deficiéncia em
Wasp néo interefere nesse processo de recirculacdo de células Treg periféricas.

Conforme discutido anteriormente, alguns estudos tém demonstrado que a expressao
de Helios em células pTreg varia de acordo com o método de ativacdo (Akimova T, et al.,
2011; Verhagen J, et al., 2010). Alguns resultados sugerem que Helios possa ser induzido em
células T CD4 carreando TCR transgénico sob estimulo antigeno-especifico e na presenca de
IL-2 e TGF-B (Verhagen e Wraith, 2010). Em outro trabalho foi visto que as células Treg
podem expressar Helios quando ativadas com peptideo especifico ou anticorpo anti-CD3,
desde que APCs estejam presentes nas culturas. Esses resultados sugerem que, para a
expressdo de Helios em células pTreg, sdo necessarios estimulos derivados de APCs, e que a
continua expressdo dessa molécula é dependente de frequentes estimulos pelo TCR
(Gottschalk et al., 2011). No entanto, algumas células Treg na periferia ndo expressam Helios,
podendo sugerir uma distingdo do subconjunto de células, que podem ter se diferenciado de
maneira distinta. Assim, julgamos importante também investigar fenotipo e funcgéo das células
Treg Helios™ para uma melhor compreensao da regulacdo de Helios na periferia.

Embora a molécula WASP néo pareca ser essencial para o desenvolvimento de células
T CD4" (Snapper, 1998; Zhang, 1999), a geracdo de células Treg pode estar prejudicada na
auséncia dessa proteina. Muitos estudos ja demonstraram que WASP tem um papel essencial
na sinalizacdo iniciada pelo TCR (Molina et al., 1993; Snapper et al.. 1998; Zhang et al.,
1999). O desenvolvimento de células Treg no timo pode ocorrer a partir de duas vias ja
descritas. Um sinal inicial dirigido por TCR e CD28 que leva a expressdo de CD25 e CD122
(as subunidades a e 3 do receptor para IL-2, respectivamente), e & expressao de Foxp3 (Zheng
et al., 2010), e um segundo sinal independente do TCR, mas dependente de citocinas, onde 0s
precursores CD25"Foxp3™ recebem o sinal de IL-2 para induzir a expressdo de Foxp3 via
STAT-5, completando o processo de diferenciacdo (Burchill et al., 2008). A sinalizacdo via
IL-2 é necessaria para a eficiente diferenciacdo de Treg timicas, embora estudos tenham
demonstrado que essa molécula é fundamental na diferenciacdo de células Treg na periferia
(Fontenot et al., 2005; Tai et al., 2005). Em camundongos WKO, a producéo e a secrec¢do de
IL-2 é prejudicada (Cannon et al., 2004), o que pode estar contribuindo, juntamente com a

diminuicdo da expressdo de CD25, para a diminuicdo de células Treg em animais WKO.
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Nossos resultados demonstraram que o nimero de precursores de células Treg esta diminuido
nos animais WKO, o que nos leva a pensar que em algum momento da diferenciacdo dessas
células no timo, a auséncia de WASP poderia contribuir para a inibicdo ou falhas na
sinalizacdo tanto via TCR quanto na via dependente de IL-2.

Estudos mostraram que a delecdo da molécula CD122 pode resultar na completa
auséncia de células Foxp3* no timo (Burchill et al., 2007; Fontenot et al. 2005). Analisamos a
expressao de CD122, uma molécula essencial na sinalizacdo via STAT-5, e ndo vimos
diferenca significativa da sua expressdo nos grupos estudados. Em seguida, analisamos
também a expressdo de pSTAT-5, apds estimulo com IL-2 e, interessantemente, observamos
que os animais WKO apresentam um aumento da expressao basal dessa molécula, tanto nos
precursores CD25Foxp3", quanto nas células Treg CD25"Foxp3*. Esses resultados sugerem
gue em algum momento da diferenciacdo essas células possam estar aumentando a expressao
de pSTAT-5 em resposta a outros estimulos disponiveis que afetam essa via de sinalizagdo,
como as citocinas IL-7 e IL-15, e horménios como prolactina e fator de crescimento. Estudos
futuros sdo necessarios para melhor compreensdo do efeito desses fatores sobre as Tregs
timicas em presenca e auséncia de Wasp. Nesse mesmo contexto, torna-se necessaria a analise
de outras vias de sinalizacdo envolvidas na geracdo de Tregs, em particular a da sinalizacdo
via TCR, visto que a falta de Wasp ja foi relatada como deficitéaria na ativacdo de células T e
de timaocitos (Snapper et al., 1998; Cotta-de-Almeida et al., 2007).

Visto a diminuicdo de células Treg no timo de animais WKO, uma sugestdo seria o
namero de células Treg em apoptose, devido a capacidade prejudicada de sinalizacdo celular
pela auséncia de Wasp. A anélise preliminar de morte celular em nosso estudo demonstrou
que ndo ha diferenca significativa no nimero de células em apoptose nos grupos estudados,
sugerindo que a diminuicdo de células Treg ndo é causada devido a morte celular em
camundongos WKO.

A migracdo de células T em camundongos € prejudicada devido aos defeitos no
rearranjo do citoesqueleto de actina nessas células (Snapper et al., 2005). Por essa razdo, a
abordagem sobre a migracdo das células Treg timicas é de grande importancia para nosso
trabalho. Alguns estudos demonstraram a importancia da molécula S1P para a migracdo de
células T do timo para orgaos linfoides periféricos (Matloubian et al., 2004; Allende et al.,
2004; Schwab et al., 2007). Os eritrocitos e as plaquetas séo os principais produtores de S1P,
gue esta presente em maiores quantidades no plasma sanguineo. Ja o timo e tecidos linfoides

secundarios apresentam niveis baixos de S1P. Sendo assim se forma um gradiente crescente
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de concentracdo de S1P do timo para a corrente sanguinea, sugerindo que S1P induz a
emigracdo de linfécitos, atuando como um quimioatraente para células que expressam o seu
principal receptor, S1P1 (Chang, 2009). De fato, células deficientes em S1P1 ndo sdo capazes
de sair de orgdos linfoides como o timo e linfonodos, se acumulando nesses 0Orgaos
(Matloubian et al., 2004; Allende et al., 2004). Utilizamos em nosso experimento a S1P para
analise da capacidade migratoria in vitro das células Treg deficiente em WASP. Observamos,
a partir dos nossos resultados, que ndo houve diferenca significativa na capacidade migratoria
das células Treg de animais WKO comparados aos camundongos WT.

Uma importante caracteristica da tolerancia periférica é a conversdo de células T CD4"
em células Treg Foxp3™ (pTreg) nos 6rgdos linfoides periféricos. As células pTreg protegem
os tecidos contra condicdes inflamatorias cronicas e regulam as respostas imunes a
microrganismos comensais (Haribhai et al., 2011; Lathrop et al., 2011). A diferenciacdo das
células pTreg na periferia, assim como as células tTreg, necessitam de sinais dependentes de
TCR e IL-2. Entretanto, essas células também requerem a participacdo de TGF-B para a sua
diferenciacdo (Huber et al., 2004). Muitas questdes vém sendo discutidas sobre as células
pTreg, como por exemplo a estabilidade da expressdo de Foxp3, pois é provavel que muitas
células em algum momento percam a expressdo de Foxp3 e se tornem células T efetoras
novamente (Yang et al., 2008). Neste caso, se tornam importantes os estudos utilizando o
fator de transcrigdo Helios. Se as células T Foxp3*Helios™ sdo geradas primeiramente por
células T convencionais na periferia, pode-se prever que estas células sejam intrinsecamente
mais propensas a apresentar certa plasticidade (Thornton et al., 2010). Em nossos resultados,
ndo observamos diferencas significativas entre o valor relativo e absoluto de células Treg
entre os camundongos WT e WKO na periferia. Entretanto, observamos uma diminui¢ao
significativa nos valores relativos de células CD4*CD8 CD25*Foxp3*Helios™ no bago de
animais WKO. Esses resultados sugerem que as células T convencionais ndo estdo se
diferenciando em células Treg por problemas devidos a auséncia de Wasp, ou ainda que
células Treg ndo estejam sendo ativadas apropriadamente na periferia de forma a expressar
Helios.

Assim como no sangue periférico, linfocitos T em desenvolvimento apresentam
estagios alternativos de alta mobilidade e de adesdo durante os estagios de maturacdo e
interacdo com células do estroma timico, formando verdadeiros nichos de diferenciagdo
intratimicos (Zuniga-Flucker et al., 2007). A presenca desses nichos de sinalizacdo —

envolvendo fatores de crescimento, citocinas, moléculas de adesao, interagdo TRC/Ag-MHC,
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etc — estdo diretamente relacionados ao sucesso dos estagios de diferenciacdo dos timocitos
(Zuniga-Flucker et al., 2007). Em particular, integrinas sdo moléculas fundamentais na
regulacdo desses processos intratimicos de migracao/adesdo, participando diretamente na
interacdo célula/matriz extracelular (Savino et al., 2002) e célula/célula em parceria com a
molécula VCAM-1 (Prockop et al., 2002). Entretanto, pouco se sabe sobre o papel de
integrinas relacionadas a geragdo e funcdo de células Treg. Embora ndo tenhamos abordado
diretamente esse tema em nosso trabalho, um de nossos objetivos foi abordar se disturbios na
localizagdo intratimica poderiam estar relacionados ao numero diminuido de células Treg no
timo de camundongos WKO. Podemos imaginar que a presenca equivocada em sitios
intratimicos poderia dificultar a resposta de precursores a sinais moleculares fundamentais a
geracdo de células tTreg, como por exemplo CD28, IL-2 e TNF (Mahmud et al., 2014).

Trabalho em andamento em nosso laboratério tem abordado o papel de integrinas da
subfamilia VLA (“very late antigen™) sobre o desenvolvimento intratimico de células tTreg
(Vasconcellos-Fontes 2013). Andlises tridimensionais por microscopia confocal (utilizando a
composi¢do de multiplas imagens no eixo Z em criocortes timicos de 50 um) revelaram que,
embora haja um decréscimo importante no nimero de células Treg no timo de camundongos
WKO, a localizacdo esta restrita a regido medular (vide Apédice A). Assim, esses estudos
preliminares revelam que camundongos WKO apresentam uma distribui¢do intratimica de
células Treg similar aquela observada, e esperada, em camundongos controle. Contudo, é
importante ressaltar que esses resultados ndo eliminam a possibilidade de existéncia de
distdrbios de localizacdo em nichos medulares especificos que resultariam em desregulacao
da sinalizacdo e diferenciacdo de células Tregs.

Em conjunto, nossos resultados apresentam uma abordagem ampla sobre os
mecanismos potencialmente envolvidos na diminuicdo de células Treg no timo de
camundongos deficentes em WASP, apontando para defeitos precoces no desenvolvimento
dessas células. Além disso, esses estudos podem contribuir para um melhor entendimento da

imunodesregulacdo associada a deficiéncia em WASP.
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7. CONCLUSOES

e Os valores relativos das células Treg no timo de camundongos WKO estdo
significativamente diminuidos.

e A expressao de CD25 apresenta-se diminuida na populacdo de células Treg timicas de
camundongos WKO.

e As células Treg de camundongos WKO ndo apresentam diferenca significativa na
expressdo dos marcadores de ativagdo CD44, CD69 e FR4, mas apresentam menor
expressdo da molécula CD39, que apresenta potencial funcdo direta na atividade
supressora.

e Em timo de camundongos WKO, ha uma diminuicdo nos valores relativos e absolutos
da populacédo de células Treg Helios*, mas ndo da populacdo Helios'.

e Os precursores de células Treg estdo diminuidos no timo de camundongos WKO.

e A expressdo de CD122 nas células Treg timicas de camundongos WKO encontra-se
em niveis comparaveis aos animais WT.

e Os precursores de células Treg e as células Treg timicas apresentam expressdo normal
de pSTAT-5 quando estimuladas com IL-2, porém o0s niveis basais estdo
drasticamente aumentados

e A avaliacdo de morte celular por 7AAD ex vivo ndo apresenta alteracdo de células
Treg no timo de camundongos WKO.

¢ Na&o hé alteracdo na capacidade migratéria das células Treg no timo de camundongos
WKO frente a S1P.

e As populacdes de células Treg ndo apresentam diferencas significativas no baco de
animais WKO quando comparados com os camundongos WT.

e A populacdo de células Treg Helios™ encontra-se diminuida no baco de animais WKO.
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APENDICE A - Distribuicéo de células Foxp3* no timo de camundongos WT e WKO.

Apos termos demonstrado que no timo de camundongos WKO, observa-se uma
diminuicéo de células Treg, nosso grupo decidiu avaliar a localizacdo de células Foxp3* nesse
Orgdo. Dados ja publicados demonstram que as células Treg localizam-se na regido medular
timica e juncdo cortico-medular, ndo tendo sido observadas no cértex timico (Sakaguchi,
2004; Fontenot et al., 2005). Igualmente, estudos do nosso grupo (Larissa Vasconcelos
Fontes, 2013) mostraram, através de andlise por microscopia confocal, que camundongos
WKO apresentam as células Foxp3* em localizacéo circunscrita a regido medular e, ainda, em
menor nimero quando comparadas as células do camundongo controle, conforme esperado.
Importante ressaltar que essas analises foram feitas em camundongos WKO que se

apresentam em fundo genético BALBI/c.
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WT WKO

Figura 18. Fotomicrografias representativas dos I6bulos timicos de animais Balb/c WT e WKO (A), do
padrdo de distribuicdo de células Foxp3* (verde) e matriz extracelular marcada com anti-fibronectina
(vermelho) no cdrtex timico de animais WT e WKO (B) e distribuicdo de células Foxp3* na medula timica

de animais WT e WKO (C).
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