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RESUMO

RESUMO

Os linfocitos NK sao linfécitos grandes granulares, de curta duragdo originados
a partir da linhagem linfoide, actualmente considera-se que ndo apresentam rearranjos
do gene do receptor dos linfocitos T (TCR) ou o complexo TCR-CD3 completamente
formado e expressam os receptores CD16 e CD56 (1, 2). Estes linfocitos medeiam
fungdes essenciais na imunidade inata através da destruicdo directa, sem estimulag¢do
prévia, de células infectadas por virus e células malignas. Adicionalmente, também
introduzem a destruicao indirecta, apds estimulagdo, através do recrutamento de outros
elementos do sistema imunoldégico e da libertagdo de factores soliveis, como as
citocinas e quimiocinas. Assim, os linfocitos NK participam tanto no sistema
imunologico inato como no adaptativo e sdo considerados como a interface entre os dois
sistemas (3, 4).

Ao contrario dos linfocitos T, os linfocitos NK ndo apresentam um gene nico
que permita a sua definicdo. No entanto, apesar dos genes do TCR ndo serem expressos
produtivamente, existem diversos antigénios ¢ semelhancas funcionais partilhadas com
os linfocitos T, sugerindo que poderdo estar relacionados e mediar fungdes comuns. Em
particular, foi demonstrado que para além do FceRIy e CD3C, os linfocitos NK humanos
poderdo expressar outras subunidades do complexo TCR-CD3, como CD3g, CD3y, ¢
CD33 (5).

Estas semelhangas levaram a formular a hipotese de que os linfocitos T e NK
poderdo estar relacionados e que poderdo partilhar um progenitor comum.

No seguimento destes estudos e da evidéncia de que, in vitro, a IL-15 induz a
sobrevivéncia e diferenciacdo dos linfocitos T, verificada através da percentagem de
linfécitos T CD8+ que adquiriram marcadores dos linfocitos NK (6), este trabalho teve
como objectivo investigar a expressdo do gene TCRJ} e os rearranjos deste gene a nivel
de DNA, em linfocitos NK isolados ex vivo, de dadores saudaveis.

Apobs a obtencdo de linfocitos NK de elevada pureza isolados ex vivo, por
técnicas imunomagnéticas, os resultados demonstraram a expressdo de mRNA do gene
TCRp, visualizando-se, apés PCR, uma banda com tamanho igual (139 pb) ao segmento
do gene TCRp, em todas as experiéncias realizadas (n=5). Através da sequenciaciao do
segmento do gene amplificado, confirmou-se que correspondia ao segmento do cDNA

do gene TCRp.
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RESUMO

Adicionalmente, a partir da determinacdo dos rearranjos do gene TCR[
verificou-se que a populagdo de linfocitos NK isolados numa das experiéncias
realizadas, aparentemente correspondia a uma populagdo oligoclonal.

Apesar de serem necessarios mais estudos, estes resultados poderdo sugerir, ao
contrario do que ¢ actualmente aceite, a existéncia do gene TCR[} rearranjado em

linfocitos NK.
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ABSTRACT

NK cells are short-lived large, granular lymphocytes from the lymphocyte
lineage, currently it is considered with absence of T-cell receptor (TCR) gene
rearrangements or a fully assembled TCR-CD3 complex, and expression of receptors
CDI16 and CD56 (1, 2). They mediate critical functions in innate immunity by directly
destroying virally infected and malignatly transformed cells without prior stimulation.
In addition, they also induce indirect elimination via recruitment of other elements of
the immune system by releasing soluble factors, such as cytokines and chemokines
upon stimulation. Thus, NK cells take part in both innate and adaptive immunity, and
regarded as interfaces between these two branches of systems (3, 4).

Unlike T cells, NK cells lack a known specific gene that may allow its
definition. Although NK cells do not express functional TCR genes, there are several
antigenic and functional similarities to T-cells suggesting that may be related and
mediate common functions. In particular, it has been shown that besides FceRIy and
CD3¢, human NK cells may express other components of the CD3-TCR complex, such
as CD3g, CD3y, and CD35 (5).

These similarities have led to the hypothesis that NK cells may be related to T
cells and thus may share a common progenitor. Following these studies and the
evidence that, in vitro, IL-15 induce T cell survival and differentiation seen as a
percentage of CD8+ T cells that acquire NK markers (6), in this study we aimed to
investigate TCR gene expression and its rearrangements in NK cells ex vixo isolated
from healthy controls.

By using immunomagnetic techniques we obtained highly pure ex vivo NK cells.
Following PCR, using TCRP specific primers, we observed in five independent
experiments that these NK cells expressed a band of 139 bp, which was the expected
size for the constant region of the TCRp. By sequencing the amplified PCR product we
confirmed that the band corresponded to the cDNA fragment of the TCRf gene. In
addition, the DNA TCRJ gene rearrangement analysis of one experiment suggested an
oligoclonal population of isolated NK cells. Although further studies are necessary,
these findings challenge the current concept and suggests that the TCR gene could be

rearranged in a fraction of NK cells.
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Hematopoiese

Os diferentes tipos de células sanguineas sdo formadas a partir das células
estaminais hematopoiéticas (HSC). Ao longo do ultimo século, a classificacdo baseou-
se sobretudo em critérios morfolodgicos, originando o conceito dicotomico classico
(Modelo Classico), segundo o qual a familia das células sanguineas ¢ subdividida em
duas linhagens: a linhagem mielo-eritréide e linféide. Assim, ¢ geralmente aceite que as
HSC originam progenitores para estas duas linhagens e segundo este modelo originam
um progenitor mieldide-eritréide comum (CMEP) que produz eritrécitos,
megacaridcitos, granulocitos e mondcitos/macrofagos (7) € um progenitor linfoide
comum (CLP), que produz linfécitos T, B e NK (8). As células dendriticas sdo também
de origem hematopoiética, no entanto a linhagem a que pertencem permanece
controversa ¢ pouco clara (9). Em 2001, Kawamoto et al propuseram um modelo
alternativo, o modelo “myeloid-based”, em que as HSC primeiro divergem para um
progenitor mieldide-eritroide comum (CMEP) ou para um progenitor mieldide-linféide
comum (CMLP), ndo fazendo parte deste modelo o progenitor linféide comum (CLP).
O CMLP origina progenitores dos linfocitos T e B através do progenitor mieldide-T e
progenitor mieldide-B, respectivamente. Estes dois modelos sdo muito diferentes, uma
vez que no modelo cldssico, os progenitores dos linfocitos T e B no ponto de
ramificagdo ndo tém qualquer potencial mieldide, enquanto no modelo “myeloid-
based”, o potencial para originar células mieldéides ¢ mantido em todos os ramos das

linhagens eritroide, T e B (10, 11) (Figura L. 1).

4) Modelo Classico B) Modelo “Myeloid-hased”

=
=/

()
ol

Figura L. 1 - Modelos representativos da hematopoiese. A) O modelo classico propde que as HSC primeiro divergem
em CMEP e CLP (CMEPs sdo muitas vezes referidos como progenitor mieldide comum (CMPs)). E, M, T ¢ B
representam os progenitores das células eritroides, mieldides, T e B, respectivamente. B) Modelo “myeloid-based” na
primeira ramificacdo sdo formadas CMEPs ¢ CMLPs e o potencial mieldide persiste nas ramificacdes para os
linfocitos B e T, mesmo apos estas linhagens terem divergido. Adaptado de Kawamoto et al, 2010 (11).
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CAPITULO I. INTRODUCAO

Linfocitos T

Os precursores dos linfocitos T sdo originados na medula 6ssea e migram
através da corrente sanguinea para o orgdo linféide primario, o timo, onde ocorrem
diferentes fases de maturacao (12).

Os linfocitos T apresentam um receptor especifico, o receptor das células T
(TCR) que permite a diversidade de reconhecimento aos antigénios, podendo ser
subdivididos em duas sub-populagdes, denominadas linfécitos Taf (TCRaf), que
correspondem a 90-95% dos linfécitos T do sangue periférico e linfocitos Tyo (TCRyd),
que correspondem aos restantes 5-10% (12). O reconhecimento pelo TCR de moléculas
MHC classe-1 e de MHC classe-II resulta no desenvolvimento de dois principais tipos
de linfocitos T com diferentes caracteristicas funcionais, classificados pela expressao
dos co-receptores CD8 e CD4: os linfocitos T CD8+ (linfocitos T citotoxicos) e
linfécitos T CD4+ (linfécitos T auxiliares) (12). Os linfocitos T auxiliares ajudam
outras células a responder a infeccdes extracelulares e a desempenharem as suas
funcdes, enquanto os linfocitos T citotoxicos desempenham fungdes efectoras mais

directas destruindo as células infectadas por virus ou células neoplasicas (13).

Receptor dos linfocitos T
Estrutura bioquimica

O TCR ¢ um heterodimero formado por uma cadeia o e uma cadeia § ou uma
cadeia y e 8. Cada cadeia contém um dominio N-terminal, varidvel (V), um dominio
constante (C) e também uma regido transmembranar (14, 15) (Figura L. 2).

No topo da regido varidvel de ambas as cadeias existem trés ansas (regides
hipervaridveis) que constituem as regides determinantes de complementaridade ou
CDR. A regido variavel da cadeia 3 apresenta uma ansa hipervariavel adicional (HV4)
que normalmente ndo contacta com o antigénio, ndao sendo considerada CDR. As
regides CDR1 e 2 fazem o contacto com a molécula do MHC, CDR1 da cadeia a
também interage com a regido N-terminal do péptido antigénio, enquanto CDRI1 da
cadeia 3 interage com a regido C-terminal. A regido CDR2 reconhece o MHC (14, 15) e
a regido CDR3, que apresenta maior grau de diversidade ¢ a principal responséavel pelo
reconhecimento do antigénio, esta regido ¢ formada pela jun¢ao dos segmentos V, D e J.
As modificagdes nesta regido afectam o reconhecimento do complexo péptido

antigénio-molécula HLA.
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O dominio constante consiste em curtas sequéncias de conexdo em que oOS
residuos de cisteina das cadeias o e B formam pontes dissulfureto, ligando as duas
cadeias.

Ambas as cadeias apresentam uma regido transmembranar com 21-22
aminodcidos e carregada postivamente constituida por aminoacidos hidrofobicos através
dos quais a molécula estd ancorada a membrana celular e promove a interacgdo TCR-
CD3. Por ultimo apresentam uma curta cauda citoplasmatica (terminal carboxilo) com

5-12 aminoacidos.

NH, NH,
Cadeia o Cadeia f
b3
W
3 5 VB
5
Ca L Cch
e
CooH
Co0H

Figura 1. 2 - Esquema representativo das cadeias o ¢ p do TCR, composto por uma cadeia a ¢ uma B. Cada cadeia
apresenta uma regido extracelular com dois dominios, um variavel (V) e um constante (C), uma regido
transmenbranar e uma cauda citoplasmatica. Adaptado de Garcia et al, 1996 (16).

Genes do TCR

Nos Humanos os genes do TCR estdo localizados nos cromossomas 7 e 14. Os
genes que codificam a cadeia TCRS (TCRD) estdo localizados no locus TCRa (TCRA)
no cromossoma 14ql1-12, enquanto os genes TCRB (TCRB) e TCRy (TCRGQG) estao
localizados nas posi¢cdes cromossomicas 7q32-35 e 7pl5, respectivamente (17, 18)
(Figura 1. 3). Os quatro genes sdo constituidos pelas regides C e V, que sdo unidos
durante a ontogenia timica através de recombina¢ao somatica (19). Assim, os dominios
V das cadeias TCRa e TCRy sdo formados a partir dos segmentos dos genes V e J
enquanto as cadeias TCRP3 e TCRS sdo formadas a partir dos segmentos V, diversidade

(D) e J (Figura I. 3). Os multiplos segmentos ndo contiguos V, D e J sofrem rearranjo



CAPITULO I. INTRODUCAO

durante o desenvolvimento dos linfécitos T, para formar exdes dominio V completos,
que sdo responsaveis pelo reconhecimento do antigénio.

O gene TCRA sd3o formados por 70 segmentos V do gene, divididos por 41
familias e por, pelo menos 61 segmentos J ndo agrupados, dos quais 50 sdo genes
funcionais, distribuidos por 800 kb a montante de apenas um unico segmento C (20)
(Figura L. 3).

O gene TCRB ¢ formado por aproximadamente 67 segmentos V em que 47 sdo
funcionais e 19 sdo pseudogenes (21). As familias TCRBV funcionais estdo agrupadas
em 23 familias baseado em mais de 75% de sequéncias de nucleétidos idénticas (22).

Os genes dos segmentos V estdo separados de 2 grupos de segmentos genes,
cada um com: um segmento C associado com conjuntos dos segmentos J € um unico
segmento D (D1 ou D2), sdo conhecidos pelos agrupamentos D-J-C (Figura 1. 3).
Existem 13 genes J, designados J1S1 a J1S6 ¢ J2S1 a J2S7 (23).

O gene TCRG ¢ constituido por cerca de 14 segmentos V e dois conjuntos J-C
formados por 3 segmentos J (J1S1, J1S2 e J1S3) e 1 segmento C; e 2 segmentos J (J2S1
e J2S3) e 1 segmento C, respectivamente (Figura 1. 3). Os 14 segmentos V pertencem a
quatro familias, a familia TCRGVI ¢ formada por 9 membros, 5 dos quais sdo
funcionais e 4 dos quais sdo pseudogenes e as restantes 3 familias (II, III e IV) cada uma
¢ formada por um unico segmento. A diversidade das combinagdes geradas ¢ muito
limitada. A unido imprecisa de V-J, juntamente com inser¢des nos pontos de juncao sdo
importantes na formagdo de uma maior diversidade (24, 25).

O gene TCRD esta localizado no locus do TCRA entre os segmentos dos AV e
AJ. E rodeado por elementos de delecio TCRD, os rearranjos dos elementos de delecio
ou rearranjos do segmento do gene AV para AJ provocam a dele¢do do locus do gene
TCRD. A linhagem germinal codificada pelo locus TCRD ¢é formada por 8 segmentos
V, 3 segmentos D, 4 segmentos J e um unico segmento C (14). TCRDV2 esta
localizado imediatamente a montante dos segmentos D e J, enquanto TCRDV3 esta a
seguir ao TCRDJ numa orientacdo invertida (Figura I. 3). TCRDV1 estd localizado
entre TCRAV a montante 360 kb do conjunto TCRDC, enquanto os restantes 5 genes
TCRDYV (descritos como TCRAV/DV) sdao também encontrados entre os genes TCRAV
(20).
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TCRG: cromossoma 7p15

W1 I W WY J1 1 J2  C2
L 12 13 13

TCRA e TCRD: cromossoma 14q11-12

Genesa. V(70 segmentos de genge) J (61 segmentos de gene) C

Genesd L v (B segmentos de gene)

D1 D2 D3 J1J2 J3 4 C1
TCRB: cromossoma 7¢32-35
W [B7 segmentos de gene) D1 J1 C1 D2 J2 c2
L 123 4 5 8 12 3 4 68 6 7

Figura I. 3 - Organizagdo da linhagem germinal dos genes do TCR. Os loci TCRA, TCRB e TCRG estdo localizados
nas posigdes dos cromossomas 14q11-12, 7q32-35, e 7p15, respectivamente. O Jocus TCRD também esta situado no
cromossoma 14, no locus TCRA. As diferentes cores indicam o tipo do segmento do gene V, varidvel (azul escuro);
D, diversidade (rosa); J, juncao (azul claro); C, constante (amarelo). Adaptado de Hodges et al, 2003 (26).

Receptor CD3

O CD3 ¢ a porg¢ao invariante do complexo TCR e ¢ formado por quatro cadeias
Y, O, € e C diferentes, as quais se associam formando diferentes combinagdes de dimeros:
ve, Og e CC. Estas subunidades sdo proteinas de membrana formadas por um dominio N-
terminal extracelular, um dominio transmembranar ¢ um dominio citoplasmatico C-
terminal. Os dominios extracelulares dos heterodimeros CD36e e CD3ye tém uma
conformacdo tipica de dominios das imunoglobulinas (Ig), enquanto que os
homodimeros CD3({({ sdo nove residuos de aminoacidos (27, 28, 29). Os dominios
intracelulares de cada cadeia CD3 contém sequéncias de tirosina conservadas
denomindadas ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs), que sao
importantes na transdu¢do do sinal (30). As cadeias CD39, vy, e € contém cada uma um
ITAM, a cadeia CD3( contém trés ITAMs. As regides transmembranares das cadeias de
CD3 contém aminodacidos carregados negativamente, permitindo a ligagao as cadeias do
TCR. Apresenta 6 tirosinas no dominio intracelular, que sao fosforiladas quando o TCR

¢ activado. O segmento transmembranar ¢ necessario tanto para expressdo como para a
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transducao do sinal. A subunidade { encontra-se associada a TCR, em forma de
homodimero ({ e com menor frequéncia ligado a outra proteina, designada h, que ¢

codificada pelo mesmo gene do que (, por splicing alternativo (28, 29).

Estrutura dos genes CD3

Nos Humanos, ambos os genes CD3y e CD36 estdo localizados no brago longo
do cromossoma 11 e estdo separados por cerca de 1,5 kb. O gene CD36 ¢ constituido
por 5 exdes e o gene CD3y por 7 exdes. As ligacdes exdo-intrao estdo localizadas em
posicdes homologas dos dois genes, com excepcao do gene CD3y que contém dois
genes adicionais. Uma caracteristica do gene CD30 ¢ o elevado nivel de conservacao da
sequéncia de nucleotidos situada 1000 bases a frente do codao de inicia¢do (31, 32). O
gene CD3¢ ¢ constituido por 9 exdes, trés dos quais sdo muito pequenos. Através de um
estudo comparativo de sequéncia foi possivel confirmar a relagdo destes genes com a

superfamilia das imunoglobulinas (33).

Complexo TCRA-CD3

O complexo receptor dos linfoécitos T TCR-CD3 ¢ um dos receptores
transmembranares mais complexos que foram identificados e desempenha funcdes
importantes no sistema imunoldgico. Os sinais enviados por este receptor sao
necessarios para o desenvolvimento dos linfécitos T no timo, para a indugdo das
respostas imunoldgicas mediadas pelos linfocitos T contra agentes infecciosos e para a
diferencia¢do em populagdes efectoras e de memoria (34).

Este complexo ¢ formado no reticulo endoplasmatico através de um processo
ordenado, impulsionado pelas interaccdes entre as regides extracelulares e
transmembranares das subunidades (35, 36), é composto pelo heterodimero TCRaf3 (ou
v8) e pelos dimeros CD3ye, CD3de e CD3((, que estdo envolvidos na transducdo do
sinal (37) (Figura 1. 4). Os dominios Ig do TCRa e TCRP sdo responsaveis pelo
reconhecimento de antigénios e superantigénios (38), a regido transmembranar liga o
TCRafp aos dimeros CD3 (39). Os residuos altamente conservados nas hélices
transmembranares das cadeias TCR e CD3 foram considerados importantes para a
formacgdo do complexo TCRaf-CD3 (40). Tentativas recentes para elucidar as fungdes
destas interac¢des revelaram a estequiometria do complexo nascente (36). A cadeia

TCRa tem dois residuos transmembranares basicos, um interactua com os residuos
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acidos transmembranares de um heterodimero CD30d¢ e o outro com os residuos 4cidos
do homodimero CD3(( (Figuras I. 4 e 5). Esta relagdo espacial ¢ importante na fungdo e
proporciona uma indicagdo acerca da orientacdo dos dominios transmembranares. A
cadeia TCRP também apresenta residuos transmembranares bdasicos altamente
conservados, que interactuam com os residuos acidos nas hélices transmembranares de
um heterodimero CD3ye mas a rela¢do entre estes residuos com os da cadeia TCRa do
heterodimero TCRof ¢ desconhecida. A composi¢do do complexo nascente TCRyd-
CD3 difere do complexo TCRaB-CD3. Os residuos basicos transmembranares descritos
para o TCRaf} sdo conservados nos dominios transmembranares das cadeias homologas
TCRS e v, respectivamente. Apesar de se prever uma composicdo da subunidade
idéntica ao complexo, CD3d¢ esta ausente no complexo TCRy3-CD3 enquanto o CD36
citoplasmatico esta presente (41), 2 subunidades CD3ye estdo associadas com TCRyd
(42). Curiosamente, a composicdo da subunidade do complexo TCRy3-CD3 dos
linfécitos T yo naive € diferente das células activadas. Nos linfécitos Tyd, o TCR esta
associado a pelo menos duas diferentes formas glicosiladas de TCR de CD3ye e FcRy
estd incorporado no complexo como homodimero ou heterodimero com CD3( (43).

TCRap
CD35s CD3v= CD3Ce

Figura I. 4 - Carga dos residuos transmembranares (TM) do TCR e dimeros associados. Nos dominios TM do TCR
estdo presentes 3 residuos basicos conservados (arginina e lisina no TCRo a azul claro e verde, respectivamente e
lisina TCRp), enquanto nos dimeros CD3dg, CD3ye e CD3(( estdo presentes 6 residuos acidos (rosa). A arginina do
TCRa e dois residuos acidos do CD3{{ estao localizados na parte superior do dominio TM, enquanto os residuos de
lisina do TCRo. e B assim como os residuos do CD3de e CD3ye estdo no centro. Adaptado de Call et al, 2002 (39).

TC
CD3a= fob

CD3ICL

Figura L. 5 - Interac¢des entre o complexo TCR-CD3: cada um dos 3 residuos basicos das regides transmembranares
interactua com os 3 dimeros de sinalizagdo que se associam com o TCRaf. Adaptado de Call et al, 2002 (39).
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Internalizacéo, reciclagem e degradacao do complexo TCR-CD3

O ntmero de complexos TCR-CD3 ¢ mantido em equilibrio através da sintese,
secre¢ao de novos polipéptidos e da internalizacdo, reciclagem e degradacgdo (44).

A activagdo dos linfécitos T por antigénios, anticorpos anti-TCR-CD3 ou
activadores farmacoldgicos da proteina cinase C resultam num aumento da
internalizacdo de TCR-CD3, seguido da diminuicdo dos niveis de TCR-CD3 da
superficie (44, 45).

Em repouso o TCR ¢ continuamente internalizado e reciclado, na superficie dos
linfocitos T, um ciclo que ¢ dependente dos motivos de endocitose dileucina ¢ o motivo
baseado em tirosina, presentes principalmente nas regides citosolicas (46, 47, 48), que
medeiam as interac¢des dos receptores com os componentes moleculares da maquinaria
endocitica celular. O processo de internalizagdo-reciclagem pode facilitar o répido
transporte dos TCR para as sinapses imunologicas via endossoma de reciclagem quando
¢ encontrada a APC adequada (49). Estudos sugerem que a diminuicdo do TCR ¢
mediada por um aumento da degradacdo e internalizagcdo (50, 51), enquanto outros
indicam que ¢ resultado do impedimento da reciclagem (52). Assim, investigadores
defendem que apos a activacdo dos linfocitos T a endocitose do TCR ¢ aumentada e a
reciclagem do TCR ¢ reduzida, levando a diminui¢ao do TCR na superficie da célula, o
que ocorre, em parte devido a fosforilagdo de um residuo de serina acima do motivo
dileucina no CD3y. O motivo dileucina liga-se a AP-2, que por sua vez recruta
maquinaria de endocitose dependente da clatrina levando a internalizagdo do TCR (53).
Apesar, do motivo dileucina dependente da serina do CD3y ser necessario para a
diminuicdo do TCR induzida por forbol-éster, ndo € necessario para a diminuigdo do
TCR induzida por anticorpos anti-CD3 ou por APCs com o pMHC apropriado. Nestes
casos, parecem estar envolvidos outros sinais endociticos (54). Adicionalmente Borrot
et al, demonstraram que o CD3g também contém sinais de endocitose, podendo a
internalizacdo do complexo TCR-CD3 ser originada por uma ou mais cadeias de CD3,
dependendo do tipo de estimulo de inducdo de internalizagdo (55). Outros
investigadores descreveram que a ligagdo TCR induz a separagao fisica da cadeia CD3(
do restante complexo TCR-CD3. Enquanto CD3{ permanece na superficie da célula, o
complexo TCRaBCD3eyed ¢ internalizado. Tendo sido demonstrado que o CD3( ¢
necessario para a manutengao da expressdo do TCR estavel na superficie (56). Segundo
alguns estudos, existe uma relagdo dindmica entre esta subunidade e o restante

complexo TCR-CD3, podendo apenas o CD3( ser transportado para o complexo de
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Golgi e ser substituido na superficie por outros recém formados (57). Assim foi
proposto um mecanismo molecular de diminui¢ao que ocorre em dois estddios: primeiro
a ligacdo do TCR induz a separagdo do CD3( do restante complexo, e segundo, parte
deste complexo revela motivos que sdo reconhecidos pela maquinaria vesicular
intracelular e sdo retidos e/ou redireccionados para degradagdo. A ligacdao origina uma
prevencao intracelular da reciclagem do TCR e ndo a indugdo da internaliza¢do do TCR.
A contribuicdo destes motivos para a reciclagem e diminuicdo ainda ndo foi
determinada. Mantém-se pouco claros os mecanismos subjacentes a diminui¢cdo do
TCR, assim como se ¢ necessaria para a activagdo dos linfocitos T, uma vez que
segundo alguns investigadores a internalizagao ¢ praticamente igual com e sem ligagao
do complexo ao pMHC, no entanto elevadas doses de pMHC demonstraram um
pequeno aumento da internalizagdo, mas que ndo explica a perda substancial do TCR da
superficie. Parece pouco provavel que a internalizagdo seja um pré-requisito para a
transducdo de sinal e activacdo dos linfocitos T (58), sugerindo que a rapida
internalizacdo ¢ requerida para direccionar uma série de sinais que facilitam a libertagao
do pMHC dos complexos TCR (59). Acreditando-se que a funcdo da diminuig¢do ¢
proteger os linfocitos T da sobre-estimulagdo (60). Seja qual for o caso, a degradacdo do
TCR parece ocorrer através de mecanismos dependentes dos lisossomas e do
proteossoma (59, 61). A contribuicdo da sinalizacdo do TCR para a internalizacdo e
diminui¢do também ainda ndo é conhecido, alguns estudos sugerem ¢ dependente da
proteina tirosina cinase (PTK), que em ultima instancia, resulta na degradagdo do TCR
(59, 62). No entanto, noutros estudos, inibidores de PTK nao afectam a diminuigao (63,
64). Estudando linfocitos T que expressam dois TCR distintos, investigadores
concluiram que apenas ocorre diminuicdo dos TCR activados pelo pMHC apropriado
(65, 66). Por outro lado, estudos demonstraram que os TCR ligados a antigénios,
superantigénios ou anticorpos anti-TCR ndo originaram apenas a diminui¢cao dos TCR
directamente activados, como também provocaram a co-modulagdo de parte dos TCR
ndo ligados (67, 68). Alarcon et al demonstraram que TCR nao ligados sao modulados
por um mecanismo que necessita da activacdo da proteina cinase C pelo TCR ligado
(69). Mais recentemente, estudos sugerem que a modulacdao de um TCR nao ligado ¢
altamente dependente da proteina cinase C e do motivo dileucina endocitose do CD3y,
ao contrario da internalizacdo do TCR ligado que ¢ PTK-independente (67). Alarcon et
al investigaram os mecanismos que medeiam a internalizacdo dos TCR ligados e co-

modulados e descobriram que apesar de TCR nao ligados serem internalizados por um
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processo dependente de clatrina, a internalizagao do TCR ligado ¢ dependente de lipidos
(68). A diminui¢do do TCR ¢ um processo muito complexo que envolve tanto os TCR
que estdo directamente envolvidos na ligagdo como os que ndo estdo, sendo

aparentemente internalizados através de vias endociticas distintas.

Diferenciagdo dos Linfocitos T

A diferenciacdo e maturacdo dos linfocitos T no timo ¢ um processo complexo e
muito controlado que se inicia com a migragdo das células progenitoras derivadas da
medula 6ssea e termina com a formagdo de linfocitos T capazes de reconhecer
antigénios no contexto de moléculas codificadas por genes do complexo MHC (63).
Para manutenc¢do da producdo e desenvolvimento dos linfocitos T € necessaria a entrada
continua no timo de progenitores hematopoiéticos, através da jun¢do corticomedular
(69, 70). Alguns dos descendentes dessas células ocupam a zona cortical perimedular
durante um prolongado periodo de tempo, antes de migrarem para a zona subcapsular
(71) onde ocorre a proliferagdo substancial (72, 73). A medida que ocorre a maturagio
procedem do cortex para a medula. As células epiteliais, células dendriticas, fibroblastos
e outros tipos celulares proporcionam diversos factores de crescimento e outras
moléculas essenciais para o desenvolvimento dos linfocitos T, incluindo IL-7 (Figura I.
6). A sinalizagdo de Notch também ¢ essencial durante o desenvolvimento intratimico,
nomeadamente diferencia¢do das linhagens B e T. Estudos demonstraram que a inibi¢do
de Notchl em progenitores hematopoiéticos resulta no desenvolvimento de linfécitos B
no timo (74). Recentemente foi demonstrado que o protoncogene LRF reprime a
expressao de Notchl. A supressdo de LRF resultou no desenvolvimento na medula
Ossea de linfocitos T aberrantes e diminuigdo dos progenitores iniciais de linfocitos B
(75). Notch e IL-7 cooperam na proliferacao das células e supressdo da linhagem ndo-T,
que permitira a progressao dos linfocitos T apds interacgdo com o microambiente
estromal (76). Diversos estudos também associam a via de sinalizacao Notch a eventos
de diferenciagdo ocorridos apdés o comprometimento da linhagem T, incluindo a
regulacdo do rearranjo do gene TCRP e decisdes de linhagem aff versus yd, ou CD4
versus CD8 (77). A diferenciacdo dos linfocitos T no timo ¢ fenotipicamente distinguida
pela expressao dos co-receptores CD4 e CD8, podendo ser duplos negativos (DN, CD4-
CDS8-), duplos positivos (DP, CD4+CD8+) ou simples positivos (SP, CD4+CDS8- ou
CD4-CDS8+). Os timodcitos DN podem originar linfocitos T que expressam af ou Oy

(78) (Figura I. 6). Os timocitos DP s3o as primeiras células na via de desenvolvimento a
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expressar o TCR na superficie. A sinalizagdo mediada pela interac¢do do TCR com
péptido-MHC determina o destino do seu desenvolvimento. Quatro processos diferentes
caracterizam esta seleccdo: apoptose (morte por negligéncia), selec¢do negativa,
seleccdo positiva e desenvolvimento linhagem especifica (78,79). Maioria dos timocitos
DP (~90%) expressam TCR mas a interaccao entre os complexos MHC-péptido proprio
¢ tdo fraca que os sinais intracelulares necessarios para a manutencao da viabilidade nao
sdo gerados, levando a morte por negligéncia. Numa pequena frac¢do de linfocitos T
imaturos (~5%) os TCR ligam-se muito bem aos ligandos-proprios, se deixarem o timo,
estes linfocitos podem provocar doengas autoimunes. A sinaliza¢do da ligacdo destes
TCR com ligandos MHC-péptidos promove a morte rapida por apoptose (seleccao
negativa). As células que expressam TCR, reconhecem ligandos-proprios e geram sinais
que tém intensidade intermédia relativamente aos que resultam em negligéncia ou
seleccdo negativa, iniciam um processo conhecido como selec¢do positiva, que resulta

na diferenciacdo em linfocitos maduros CD4+ ou CD8+ (figura 1. 6) (13).
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Figura 1. 6 - Progenitores linféides comprometidos surgem na medula dssea e migram para o timo. Inicialmente ndo
expressam TCR, nem CD4 e CD8 (DN; duplos negativos). Os timécitos DN diferenciam-se na regido subcapsular do
timo e podem ser subdivididos em 4 estidios: DN1, CD44'CD257; DN2, CD44'CD25"; DN3, CD44'CD25" e DN4,
CD44°CD25". No estadio DP (duplo positivo) interagem com células epiteliais corticais que expressam uma elevada
densidade de moléculas MHC classe-I e -II associadas a péptidos-proprios. O destino dos timécitos DP depende da
sinalizacdo mediada pela interac¢do do TCR com estes ligandos MHC-péptidos proprios. Uma fraca sinalizacdo
resulta em apoptose. Sinalizagdo muito forte promove apoptose aguda (selecgdo negativa). O nivel intermediario de
sinalizagdo inicia a maturagdo efectiva (seleccdo positiva). Os timocitos que expressam TCR que se ligam a
complexos péptidos-MHC classe-I tornam-se linfocitos T CD8+, enquando os que expressam TCR e que se ligam
péptidos-MHC-II tornam-se linfocitos T CD4+; estas células estdo prontas para migrarem da medula para os 6rgaos

linféides periféricos. Adaptado de Germain et al, 2002 (13).
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Os timocitos DP sdo os tnicos na linhagem de linfécitos T que expressam ambos
os co-receptores CD4 e CDS. Estas proteinas transmembranares apresentam dominios
extracelulares que promovem a ligacdo do TCR aos ligandos do MHC (ligam-se
especificamente a determinantes invariantes nas moléculas MHC classe-II e classe-I,
respectivamente) e dominios intracelulares a que aumentam a transdu¢ao do sinal TCR,
estes dominios intracelulares associam-se a proteina ndo receptora tirosina cinase LCK,
que inicia a transdugdo do sinal TCR quando enzimaticamente activada (80, 81, 82).

A especificidade de TCR para MHC durante a selec¢do positiva esta associada,
entre outros factores, a diferenciagdo selectiva para linhagem CD4 ou CDS,
nomeadamente o reconhecimento de moléculas MHC classe-I ou classe-II, que
promovem o comprometimento para a linhagem CD8 ou CD4, tornando-se linfocitos T
CD4+ ou CD8+ simples positivos (SP) (68).

Os 1% de timocitos que transitam com sucesso a seleccdo positiva e negativa
sofrem maturacao adicional que promove a saida regulada do timo. Apos a maturagdo
na periferia linféide, estes juntam-se aos linfocitos T maduros. A indugdo da tolerancia
propria entre quaisquer linfocitos T reactivos continua na periferia linféide por varios
meios, inclusive através da actividade dos linfécitos T reguladores (83).

A populagdo de linfécitos T maduros periféricos recircula do sangue para a linfa
e volta novamente, para o baco e nddulos linfaticos, procurando invasores. Este ¢ um
processo cuidadosamente controlado, regulado pela expressdo de receptores nos
linfocitos e pela expressdo ou formacao de adressinas pelos elementos estromais (84,

85).

Rearranjo do gene TCR: exemplo TCRS

Os linfocitos T maduros s@o caracterizados pela capacidade do TCR reconhecer
péptidos especificos apresentados pelas moléculas MHC classe-I ou classe-1I. Para
responder a qualquer antigénio particular, a populacao de linfocitos T periféricos deve
ser muito diversa. Esta heterogeneidade ¢ originada durante a diferenciacdo dos
linfécitos T no timo (86).

Durante a maturagdo das cadeias af} (e y0) dos linfocitos T, a justaposicao de
varios segmentos de genes origina a formacdo das cadeias TCRa e TCRP3 ou TCRy e

TCRO.
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A recombinacao dos segmentos V(D)J do TCR ¢ iniciada pelo reconhecimento
das sequéncias sinal de recombinagdo (RSSs) que flaqueiam os segmentos codificantes.
As RSSs consistem em sequéncias de heptameros (CACAGTG) e nonameros
(ACAAAAACC ou GGTTTTTGT) separados por sequéncias menos conservadas de 12
ou 23 pb. Durante a maturagao, os linfocitos pré-T expressam transitoriamente os genes
RAG1 e RAG2 para fundir os segmentos V, (D) e J (122). As RAG-1 ¢ RAG-2
cooperam no reconhecimento de RSSs, que actuam como local de reconhecimento para
a recombina¢do VDJ e marcam os pontos onde ocorre a recombina¢do somatica. A
recombinagdo apenas ocorre nos segmentos de gene flanqueados pelos diferentes
espagadores (regra 12-23) (87). Assim, os segmentos do gene V flanqueados a 3" por
um espacador de 23 pb pode recombinar com segmentos D ou directamente com
segmentos J, cada um deles flanqueado a 5" por um espagador de 12 pb. O rearranjo do
TCRB e TCRD ¢ um processo em dois passos, em que o segmento D primeiro
recombina-se com o segmento J e depois o segmento V recombina-se com D-J (Figura
I. 7). Como os genes TCRA e TCRG nao apresentam o segmento D, nestas duas cadeias
apenas ocorre a recombinagdo V-J.

A fusdo entre segmentos distintos V, (D) e J, assim como as diferentes
combinagdes de juncdo dos segmentos, originam uma vasta variedade de sequéncias de
nucledtidos da cadeia TCRf. A presenga de polimorfismos nos segmentos génicos da
linhagem germinal que codificam o dominio variavel do TCR também contibui para a
elevada diversidade.

A recombinagdo entre os segmentos pode ser feita com dele¢do ou inversdo, com
formacgdo da “jun¢do codificante” e “jun¢do sinal”. Uma maior diversidade também ¢
conseguida pela adicao de nucledtidos N e P ndo codificados na linhagem germinal, na
regido de jungdo durante o desenvolvimento dos linfocitos T. A deoxinucleotido
transferase terminal incorpora aleatoriamente deoxinucledtidos na jungdo codificante
dos segmentos durante o rearranjo (nucleétidos N) (88). Além disso, a estrutura em lago
resultante do inicio da quebra da dsDNA sera clivado, levando a formacdo de
extremidades coesivas, que resultardo na inser¢do de sequéncias palindromicas
(nucledtidos P) entre os segmentos rearranjados.

A juncdo das regides V(D)J codificam o CDR3 hipervariavel (84). Os CDRs
(CDR1 e CDR2 nos genes V ¢ CDR3 na jungao V(D)J) sdo regides com elevada
variabilidade, sdo o local de ligacdo do antigénio, com o CDR3 posicionado no centro

do local de ligacao do antigénio para o contacto directo com o MHC-péptido.
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A diversidade ¢ também originada pela combinagdao das cadeias individuais
TCRa e TCRB ou TCRy e TCRO, estimando que desta forma poderao ser produzidos
10" diferentes TCR (87).

Quando ocorre a recombinagdo dos segmentos V(D)J, ou seja, um rearranjo
produtivo, ha a expressdo de uma cadeia 3 na superficie da célula. Isto resulta em sinais
de regulacdo negativos para o interior da célula que previnem outros rearranjos V(D)J,
por um mecanismo chamado de exclusdo alélica, o qual garante que um clone de
linfocitos T expresse uma tUnica cadeia 3 na superficie celular (89). Acredita-se que a
exclusdo alélica ocorra devido a mudangas na acessibilidade dos segmentos génicos V[3.
No rearranjo da cadeia a ndo ha a participacdo de mecanismos de exclusdo alélica, ou
seja, pode haver a expressdo de mais de uma cadeia o na superficie celular, devido,
provavelmente, ao grande niimero de segmentos génicos Vo e Jo e também devido a

auséncia de segmentos de diversidade (D).
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Figura 1. 7 - Rearranjo do gene TCRB. A RAG medeia a recombinag@o do /ocus TCRB, num processo de 2 passos,
em que o segmento diversidade (D) primeiro recombina-se com o segmento jungdo (J), seguido da recombinagdo do
segmento variavel (V) com o bloco DJ. Adaptado de Hodges et al, 2003 (26).

Linfocitos T maduros

Como consequéncia da selec¢do timica, mais de 98% dos timdcitos morrem
durante a maturacdo. Os linfocitos T que sobrevivem deixam o timo e formam o
reportério de linfocitos T periférico, caracterizado pela expressao de diversos receptores

na superficie (13, 90, 91). O receptor dos linfécitos T, conforme referido, confere ao
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linfocito especificidade no reconhecimento dos antigénios (92). Um pequeno grupo de
linfocitos T periféricos apresenta um TCR alternativo que ¢ composto por cadeias y e 0,
os linfocitos Tyd. Estes linfocitos aparentemente reconhecem antigénios directamente,
ndo necessitam da apresentacdo pelas MHC ou outras moléculas e ndo dependem do
processamento dos antigénios. A diversidade do TCRyd € limitada, sugerindo que os
ligandos para o TCRyd sdo conservados e invariantes.

A expressao dos co-receptores CD4 e CD8 ¢ exclusiva de linfécitos T pos-
timicos maduros, os quais ligam-se, respectivamente, a locais invariantes de MHC
classe-II ou -1 das células apresentadoras de antigénios (APCs), estabilizando o
complexo MHC-péptido-TCR durante a activagdo dos linfocitos T (91). Os dominios
citoplasmaticos de CD4 e CDS8 estdo constitutivamente associados a cinase tirosina
p56lIck da familia src a qual fosforila os motivos de reconhecimento no complexo CD3
(ITAM), promovendo a activagdo de linfocitos T.

Os linfocitos T CD4+ funcionam como reguladores de outras células do sistema
imunitario através da secregdo de citocinas ou através do contacto directo célula-célula,
pelo que, sao denominados T Aelper (Th). Os linfocitos T CD8+ eliminam células-alvo
infectadas, sendo por isso denominados linfocitos T citotoxicos. Os linfocitos T CD4+ e
CD8+ recirculam do sangue periféricos para os orgaos linfoéides secundarios a procura
de antigénios.

Os linfécitos T que emergem do timo sdo naive, ou seja, nunca estiveram em
contacto com antigénios-especificos. Em Humanos, estes linfocitos sdo caracterizadas
fenotipicamente pela expressdo da isoforma CD45, denominada CD45RA (93),
normalmente a recirculagdo ¢ limitida ao sangue e aos tecidos linféides secundarios, no
entanto, em algumas doencas autoimunes poderdo acumular-se cronicamente nos
tecidos inflamados. Quando activados, proliferam e diferenciam-se em células efectoras
especializadas. A diferenciacdo ¢ caracterizada por diversas alteragdes fenotipicas e
funcionais, como alteracdes na capacidade migratoria, na sobrevida, e na secrecdo de
citocinas efectoras (ex. IL-4 e IFN-y). A maioria dos linfocitos T naive activados
tornam-se células efectoras de curta duragdo, no entanto alguns poderao fazer parte dos
linfocitos T de memoria de longa duragdo. Estes linfocitos podem ser caracterizados
pela expressdo da isoforma, CD45, denominada CD45RO, respondem rapidamente a

antigénios e apresentam diversas funcdes efectoras (93).
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Durante a estimulagdo dos linfocitos T, o reconhecimento do complexo péptido-
MHC pelo TCR induz o agrupamento do TCR e de outros receptores da superficie, ¢
activada uma cascata de sinalizacdo que resulta em alteragcdes transcripcionais dos
linfocitos T.

A activagdo dos linfocitos T naive depende de um segundo sinal, que geralmente
¢ fornecido pelas APCs nos orgdos linféides secundarios. Diversos trabalhos
demonstraram que a glicoproteina CD28 de 44 kDa ¢ a principal molécula co-
estimulatdria envolvida na activagao (94).

Ao contrario dos linfocitos T naive, os linfocitos T de memoria ndo necessitam
da coestimulagdo para a activagdo e o antigénio especifico pode ser apresentado por

APCs ndo profissionais (94).

Linfocitos NK

Os linfocitos “natural killers” (NK) sao células linféides que ndo necessitam de
imunizacdo ou pré-activacao, reconhecem e eliminam células-alvo através da produgdo
de quimiocinas e citocinas.

Apesar de serem tradicionalmente classificados como células do sistema
imunitario inato, sdo funcional, morfologica e fenotipicamente similares aos linfécitos T
e sdo frequentemente descritos como linfocitos grandes granulares (95).

A actividade dos linfocitos NK ocorre de forma antigénio ndo-especifica,
mediada por diferentes receptores de superficie inibidores e activadores.

Através de citometria, os investigadores estabeleceram que os linfécitos
humanos NK, no sangue periférico, podem ser identificados pela inexisténcia da
expressdo na superficie de antigénios especificos de outras linhagens, incluindo CD3
(linfécitos T), CD14 (mondcitos e macrofagos) e CD19 (linfocitos B) e pela expressado
positiva de CD56 (96).

Actualmente, a funcdo de CD56 ainda ¢ desconhecida e a maioria, senao todos,
os linfocitos NK no sangue periférico, expressam CD56. Assim, os linfocitos NK

humanos, sdo geralmente identificados pelo fen6tipo CD3- CD56+.

Receptores de NK
A reactividade dos linfocitos NK ¢ controlada pelo balanco da activacao
regulatéria e moléculas de superficie inibidoras que interagem com moléculas HLA

especificas, na superficie das células-alvo.
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Os genes que codificam os receptores NK podem ser divididos em complexo de
receptores de leucocitos (LCR) e complexo natural kiler (NKC). O LCR esté localizado
no cromossoma 19q13.4 e codifica os membros da superfamilia imunoglobulina (IgSF),
enquanto NKC encontra-se no cromossoma 12pl13.1 e codifica as proteinas
transmembranares tipo II, moléculas aparentadas a lectina tipo-C (familia CD9%4 e
NKG2) (97).

Os receptores da familia aparentada a lectina tipo-C encontram-se no
cromossoma 12, s3o heterodimeros formados por uma subunidade CD94
covalentemente ligada a diferentes cadeias codificadas pelo gene da familia da NKG2
aparentada a lectina tipo-C (98, 99, 100). O CD9%4 ¢ produto de um gene nao
polimoérfico e ndo apresenta dominio citoplasmatico, para a transdugdo de sinais (101).
Os dominios extracelulares e citoplasmaticos das moléculas NKG2 sdo estruturalmente
diversos, apresentando diferencas no reconhecimento do ligando e na transdu¢do do
sinal (102, 103). Actualmente estio bem caracterizados os membros da familia
NKG2/CD9%4 inibitorios (NKG2A, NKG2B) e activadores (NKG2C, NKG2E) (104). O
complexo CD94/NKG2A liga-se a moléculas nao classicas MHC classe-1 HLA-E (105)
Esta molécula liga-se a péptidos lider derivados de HLA-A, HLA-B, HLA-C, e HLA-G,
assim, CD94/NKG2A monitoriza a expressao das moléculas HLA classe-I na superficie
das células (106). As moléculas NKG2A e B apresentam grupos de ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) que actuam como inibidores (107,
108, 109), enquanto NKG2C, NKG2D, e NKG2E nao apresentam ITIMs e transmitem
sinais de activacao (110, 111) (Figura I. 8). A molécula NKG2C esta associado a DAP-
12 (DNA-activating protein) e a ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activating
motif) que fornece sinais de activacdo celular (110) (Figura I. 8). A molécula NKG2D
ndo se associa a CD94, o dominio intracelular ndo tem motivos de sinalizacdo e requer a
associacao a subunidade DAP-10, que apesar de nao apresentar ITAMs contém um
local de ligacdo para recrutamento da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K), necessaria para
a transducao do sinal (107, 108) (Figura I. 8). A molécula NKG2E ¢ semelhante a
NKG2C, no dominio citoplasmatico (112), que permite a associagdo com proteina
DAP-12 (113). Aparentemente, NKG2F pode regular a activagdo através da competi¢ao
com os outros receptores como NKG2C e NKG2E pela DPA-12. No entanto a exacta

fungdo ainda nao ¢é conhecida (113).
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Figura I. 8 - Receptores activadores e inibidores da familia aparentada a lectina tipo-C. Os receptores da familia
aparentada a lectina tipo-C sdo formados por heterodimeros das familias CD94 e membros da familia NKG2
inibitorios (NKG2A) e activadores (NKG2C), ligados por pontes dissulfito e que reconhecem a molécula MHC
classe-I ndo classicas HLA-E. NKG2A contém ITIMs que transmitem sinais através de SHP-1/2 e medeiam sinais
inibitérios. O NKG2C apresenta um dominio transmembranar carregado positivamente que interage com DAP-12 ¢
transmite sinais activadores através de membros da familia Syk. O NKG2D ¢ o unico membro da familia NKG2 que
ndo se associa a CD94, liga-se a ligandos MHC-like como da familia MICA, MICB e ULBP, através do seu dominio
transmembranar carregado positivamente. NKG2D associa-se a molécula DAP-10 que contém motivos YXNK para
ligar-se a cinase PI3-k e enviar sinais activadores. Adaptado de Farag et al, 2002 (114).

Os receptores KIRs estdo localizados na regido complexo de receptores de
leucocitos no cromossoma 19p13.4 e pertencem a IgSF. Estes receptores reconhecem
especificamente HLA-A, HLA-B, e HLA-C e produzem sinais estimuladores e
inibidores, dependendo da sequéncia do seu dominio intracelular. Os KIRs inibitorios e
activadores tém dominios extracelulares semelhantes, consequentemente, ligam-se a
ligandos semelhantes. Estes receptores apresentam uma cadeia simples com dois ou trés
dominios semelhantes as imunoglobulinas (KIR2D ou KIR3D, respectivamente), e
podem ser subdivididos KIR com caudas citoplasmaticas longas (i.e., KIR2DL e
KIR3DL) ou com caudas citoplasmaticas curtas (KIR2DS and KIR3DS). KIRs com
caudas citoplasmaticas longas geram um sinal inibitorio, enquanto com caudas
citoplasmaticas curtas geram um sinal de activacdo. Os receptores inibitérios
apresentam ITIMs no dominio citoplasmatico. Apos a ligacdo, estes ITIMs tornam-se
fosforilados nos residuos de tirosina, através da familia das cinases src, permitindo o
recrutamento das tirosinas fosfatases SHP-1 (e possivelmente SHP-2). A SHP-1 ¢ capaz
de desfosforilar multiplos alvos na via de activagao ITAM, mediando o sinal negativo.
Ao contrario dos receptores inibitdrios, os receptores activadores apresentam cauda

curta e emitem sinais activadores, através da associacdo com proteinas adaptadoras.
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Quando activados os KIRs estdo ligados, a familia cinase src fosforila o ITAM que
contém a molécula adaptadora que, por sua vez, liga-se e activa a familia das tirosinas
cinases Syk que desencadeia uma cascata de activagdo (Figura I. 9). Os KIRs inibitdrios
tém maior afinidade para os ligandos MHC classe-I e a co-ligagio de ambos os
receptores activadores e inibidores resultam numa rede de sinais negativos seguido da
ndo-activacdo dos programas funcionais dos linfocitos NK (ex: citotoxicidade) (108,
115).

Outro grupo de receptores inibitorios que pertence a IgSF ¢é constituido pelos
receptores ILTs, também conhecido por LILRs. As moléculas de superficie ILT sao
codificadas por genes localizados no cromossoma 19 e constituem uma familia de
receptores de activagdo e inibi¢do, sdo principalmente expressas em células mieldides,
dendriticas e linfécitos B. O ILT1 (LIR7) € um receptor expresso em células mieldides e
linféides mas que ndo apresenta ITIMs, ILT2 ¢ expresso em linfocitos NK e interage

directamente com um largo espectro de moléculas HLA classe-1 (117, 118).
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Figura 1. 9 - Receptores KIR inibicao e activagdo. Os receptores KIR apresentam 2 ou 3 dominios imunoglobulina
(2D ou 3D) e uma longa cauda citoplasmatica (L), com motivos ITIM ou uma curta cauda citoplasmatica (s) e um
dominio transmembranar carregado positivamente que interage com ITAM que contém a molécula adaptadora DAP-
12. Quando o KIR inibitério se liga ao seu ligando HLA, as cinases da familia Src fosforilam o ITIM, permitindo a
ligacdo das fosfatases de tirosina SHP-1 (e possivelmente SHP-2) através dos dominios SH2. SHP-1 pode
desfosforilar multiplos alvos através da via activadora ITAM, mediando os sinais negativos. Pelo contrario, quando
os KIR activadores estdo ligados, as familia das cinases src fosforila os ITAM que contém a molécula adaptadora
DAP-12, que por sua vez sse liga e activa as cinases da familia da tirosina Syk, desencadeando a cascata de activacéo.
Dado que os KIRs inibitérios apresentam elevada afinidade para os ligandos MHC classe-1, a coligagdo entre
receptores de activacdo e de inibi¢@o resulta numa rede de sinais negativos e nio ha activagdo dos linfocitos NK (ndo
ha citortoxicidade, nem secrecdo de citocinas). Adaptado de Farag et al, 2002 (114).
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Apesar dos receptores KIRs e CD94/NKG2 serem importantes na mediacao da
citotoxicidade dos linfocitos NK contra péptidos apresentados por MHC classe-I, foram
reportados receptores de activagdo sem especificidade aparente para estas moléculas
(apesar de muitos actuarem como co-activadores € ndo como estimuladores directos).

Nos Humanos, um grupo de receptores denominados receptor de citotoxicidade
NK (NCR) (119, 120) e o NKG2D foram descritos como sendo importantes no
reconhecimento de células tumorais MHC-independentes. Foram identificados 3 NCRs:
NKp46, NKp44 e NKp30. Os NKp46 e NKp30 sdo expressos constitutivamente em
todos os linfocitos NK do sangue periférico e apesar de inicialmente serem descritos
como restritos dos linfocitos NK, foi demonstrado também podem ser expressos em
linfocitos NKT apds estimulagdo com IL-15 (6, 119, 120). O NKp44 pode ser detectado
em linfocitos Tyd e ndo € expresso em linfocitos NK ndo activados mas a expressdo
aumenta apds estimulagdo com IL-12 (121), podendo ser importante para a
citotoxicidade (122). Estes receptores transmitem sinais através da ligacdo a ITAMs que
contém CD3( e/ou FceRly e estdo envolvidos no reconhecimento de diversas células

tumorais, apesar dos ligandos ainda nao serem totalmente conhecidos.

Identificacéo fenotipica linfocitos NK

Os linfécitos NK podem ser subdivididos em 2 populagdes, baseado nos niveis
de expressdo de CD56: os que expressam elevados niveis, os CD56bright e os que
expressam niveis reduzidos, os CD56dim (123).

Os linfocitos NK CD56dim expressam elevados niveis de CD16. Esta populagao
representa cerca de 90% dos linfocitos NK do sangue periférico e sdo potentes células
efectoras citoliticas. Os linfocitos NK CD56dim CD16bright, ndo activados expressam
receptores com afinidade intermédia para a IL-2 e IL-15 e a proliferacdo in vitro ¢é fraca,
mesmo com elevadas doses de IL-2. Estas citocinas aumentam a capacidade dos
linfocitos destruirem células-alvo dependentes de anticorpos. Pelo contrério, linfocitos
NK CDS56bright, que representam a populagdo minoritaria no sangue, ndo expressam
CD16 e nao sdo células com potencial citolitico. No entanto, quando activadas, estas
células secretam grandes quantidades de diversas citocinas, como IFN-y, TNF-a, TNF-
B e IL-10, apresentando citotoxicidade igual ou superior aos linfocitos NK CD56dim.
Ao contrario dos linfocitos NK CD56dim, os CD56bright expressam receptores com
elevada afinidade para IL-2 e expandem-se em resposta a baixas doses de IL-2, in vitro

e in vivo (124, 125). As diferentes caracteristicas fenotipicas sugerem que estas duas
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populagdes apresentam diferentes fungdes in vivo. Enquanto os linfocitos NK CD56dim
aparentemente sdo células efectoras citolicas, CD56bright parecem ter fungdes
reguladoras, estas fungdes reguladoras sdo mediadas pela secrecdo de citocinas, como
resposta a diversos estimulos (126).

A citotoxicidade e a expressao dos antigénios CD16 e CD56 sdo caracteristicas
adquiridas pelos linfocitos NK, no seu ultimo estadio de diferenciagcdo. Enquanto que o
antigénio CD16 nem sempre esta presente nos linfocitos NK diferenciados, o antigénio
CD56 constitui um marcador imunolégico importante destas células.

Os linfocitos NK CD56bright nao activados sdo grandes células agranulares,
que expressam elevados niveis de CD94/NKG2 da familia aparentada a lectina tipo-C e
apenas uma pequena frac¢ao expressa receptores KIR (18). Por outro lado, os linfocitos
NK CD56dim apresentam abundancia de granulos citoliticos no citoplasma e elevada

expressao de ambos os receptores da familia aparentada a lectina tipo-C e KIR (127).

Estrutura CD56

A molécula de CD56 humana, também conhecida como NCAM-1 (neural cell
adhesion molecule — 1), pode surgir sob trés formas, com diferentes pesos moleculares:
180 kDa, 140 kDa e 120 kDa. Cada uma destas proteinas ¢ expressa preferencialmente
em determinados tecidos e estadios do desenvolvimento embrionario (128). No tecido
neural sdo expressas as isoformas de 180 e 140 kDa, no tecido muscular apenas ¢
expressa a isoforma de 120 kDa e no tecido hematopoiético € expressa exclusivamente a
isoforma de 140 kDa (129).

Nos tecidos hematopoiéticos normais, a NCAM-1 ¢ expressa
predominantemente nos linfocitos NK, mas também em cerca de 5% dos linfocitos T do
sangue periférico (130).

As diversas isoformas diferem também nos dominios intracelulares e na
associa¢do a membrana (Figura I. 10). A isoforma transmembranar NCAM-A apresenta
um peso molecular de aproximadamente 180 kDa, tem uma longa cauda citoplasmatica,
¢ uma proteina integral e por isso relativamente méovel na membrana citoplasmatica. A
NCAM-B tem o peso molecular de cerca de 140 kDa, apresenta pequena cauda
citoplasmdtica, ¢ também uma proteina integral e mdével na membrana. A parte
citoplasmatica destas duas proteinas (180 kDa e 140 kDa) permite a interac¢do com
moléculas do citoplasma e a modulag@o por fosforilagdo de serinas e treoninas (130). A

isoforma NCAM-C apresenta um peso molecular de aproximadamente 120 kDa e esta
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ancorada a membrana apenas através de fosfatidilinisitol glicano, sendo a mais mével
de todas as isoformas (130) (Figura I. 10).

A porgao extracelular de todas as isoformas contém cinco segmentos contiguos e
apresentam uma sequéncia homologa entre si, que ¢ também comum aos membros
pertencentes a familia das imunoglobulinas e dois segmentos homoélogos a fibronectina
tipo III (F3) (Figura 1. 10). O dominio extracelular contém ainda seis locais onde pode
ocorrer a N-glicosilagdo (o grau de glicosilagdo depende do tipo de célula a que
pertence a NCAM-1) e um local de ligacdo ao acido polissidlico (PSA), localizado no

ultimo dominio homologo (Ig5) (128, 129).
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Figura I. 10 - A NCAM-1 apresenta trés isoformas: NCAM120, NCAM140, NCAM180. NCAM-A tem um peso
molecular de cerca 180 kDa, apresenta uma longa cauda citoplasmatica. A NCAM-B com peso molecular de cerca de
140 kDa tem pequena cauda citoplasmatica. A isoforma NCAM-C apresenta um peso molecular de aproximadamente
120 kDa e esta ancorada a membrana apenas através de fosfatidilinisitol glicano (GPI). As trés isoformas apresentam
uma regido extracelular com cinco segmentos contiguos, com sequéncias homologa entre si, comum aos membros
pertencentes a familia das imunoglobulinas e dois segmentos homologos a fibronectina tipo II1.

Gene CD56

No minimo o gene do CD56 pode originar trés mRNAs de 6,8 a 7,2 kb, de 6,2
kb e 4,2 kb que codificam respectivamente os polipéptidos de 180 kDa, 140 kDa e 120
kDa. Este gene esta localizado na porg¢ao distal do braco longo do cromossoma 11, na
banda q23.1, apresenta 19 exdes major e 6 exdes mais pequenos (131, 132). As porgdes
Ig e G3 sdo codificadas pelos exdes 1-14. As isoformas transmembranares, NCAM-A e
NCAM-B sio, adicionalmente codificadas pelos exdes 16-19 e exdes 16, 17 e 19,
respectivamente, que correspondem as regides transmembranares e as caudas
citoplasmaticas, com diferentes comprimentos. A isoforma NCAM-C ¢é apenas

codificada pelo exdo 15 que corresponde ao GPI (Figura I. 11). As trés isoformas major
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podem apresentar sequéncias codificadas por um exao de 30 pares de bases, VASE
(Variable Alternatively Spliced Exon).
O NCAM apresenta modificagdes pds-tradugdo, sendo que, a mais significativa

¢ a adicdo de cadeias longas de PSA na porg¢do 5 de Ig (128, 129).

CD56 120 Kd: exdes 1-15

Igl  Igll Iglll IgIV IgvV  F3I F3IL GPI

TS B2 - 15—

CD56 140 Kd: exdes 1-14, 16-17, 19

Igl TIgll IglI IgIV  IgV  F3I  F3II T™™M C

CD56 180 Kd: exdes 1-14, 16-19

Iel Igll IgIII IgIV Igv  F3I F3II TM C

Figura L. 11 - Representacdo esquematica do gene CD56 humano que codifica as trés isoformas: 120 kDa, 140 kDa e
160 kDa. Ig I-V representa os dominios com homoélogos as imunoglobulinas, F3-1 e F3-II correspondem aos
dominios homologos a fibronectina tipo III, TM séo os dominios transmembranares ¢ C representa os genes que
codificam as caudas citoplasmaticas. Adaptado de Gattenlohner et al/, 2009 (133).

Fungdo do receptor CD56

Originalmente o receptor CD56 foi caracterizado como mediador de adesdo
célula-célula e célula-matriz, de natureza homofilica ou heterofilica, regulando o
contacto membrana-membrana necessario para iniciar interac¢des especificas entre
moléculas, actualmente também ¢ considerado um receptor de sinalizagdo com
influéncia na adesdo celular, migracdo, proliferacdo, apoptose, diferenciagdo,
sobrevivéncia e plasticidade sinaptica (133).

Fisiologicamente, ¢ expresso abundantemente durante o desenvolvimento
embrionario, sendo importante na formagao de estruturas celulares e na fixacao a locais
morfoldgicos especificos. Em fases mais tardias desempenha importantes fun¢des na
neurogenese, na migragdo neural, tanto nos linfécitos NK, como num subconjunto de
linfocitos T e em células neuroendoécrinas. Em doencas humanas, o CD56 é um

marcador imunohistologico especifico para diagnostico de tumores malignos do sistema
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nervoso (ex: meduloblastoma e astrocitoma), linfomas malignos de linfocitos NKT e

carcinomas neuroenddcrinos (133).

CDI6

Os linfocitos NK também sao caracterizados pela expressao do antigénio CD16
(FcyRIID). Este antigénio € uma glicoproteina com baixa afinidade para a IgG livre, esta
envolvido num dos mecanismos de activagdao dos linfocitos NK e ¢ expresso na forma
transmembranar. E uma molécula de adesdo homofilica pertencente a IgSF, associa-se
de modo ndo covalente a homodimeros e a heterodimeros da familia de moléculas de
sinalizacdo, formando o complexo oligomérico do receptor dos linfocitos NK que
medeia a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC). Em Humanos o
CD16 pode-se associar a FceRIy e/ou CD3C (134, 135, 136).

Cerca de 90% dos linfocitos NK do sangue periférico exprimem elevados niveis
de CDI16, correspondendo a sub-populagdo CDS56dim, os restantes 10% exprimem
pouco ou ndo exprimem o antigénio CD16 e correspondem a populagdo CD56bright
(137). Como tal, a auséncia de CD3 ¢ a presenca de CD56 e/ou de CD16 sdo critérios
usados na identificacdo dos linfécitos NK no Homem, embora nem o CD16, nem o

CD56 identifiquem todos linfocitos NK humanos (138, 139).

Linfécitos NK: imunidade inata ou adaptativa?

Nos mamiferos a resposta imunitaria contra a infecgdo ¢ mediada através dos
sistemas inato e adaptativo. Tipicamente as células do sistema imunoldgico inato sdo a
primeira linha de defesa contra agentes patogénicos e estdo aptas para responder de
forma consistente a infec¢ao, independentemente de uma exposi¢do prévia, ou seja, nao
apresentam memoria de activagdo prévia, respondendo rapidamente, desaparecendo
apods poucas horas ou dias. Pelo contrario, as células do sistema imunolédgico adaptativo
tém memoria imunoldgica e apresentam duas caracteristicas basicas: a especificidade
para o antigénio e a resposta amplificada numa exposicdo subsequente. As células deste
sistema imunoldgico apresentam os genes do receptor rearranjado para o
reconhecimento dos diferentes antigénios. Pelo contrario os linfécitos NK apresentam
um reportério limitado da linhagem germinal que codifica receptores para o
reconhecimento do alvo (140).

Estudos descrevem que os receptores NK tém a capacidade de reconhecer

antigénios especificos. O receptor Ly49H expresso num subconjunto de linfocitos NK
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de murinos reconhece o ligando viral m157 do citomegalovirus murino (CMVM),
aparentemente ndo reconhece ligandos virais codificados por outros virus e nenhuma
glicoproteina relacionada com m157 foi identificada noutro virus, apesar de ndo ser
possivel excluir completamente que Ly49H reconhecera ligandos codificados por outros
patogéneos além do CMVM. A especificidade deste receptor para ml57 foi
demonstrada utilizando uma estirpe mutante CMVM, com o gene ml157 deletado,
verificando-se que ndo houve resposta dos linfocitos NK Ly49H+, nestes Ratinhos
infectados (141, 142).

Em Humanos, também foram descritos subconjuntos especificos de linfocitos
NK que aumentam preferencialmente durante a infecgdo por CMV (143, 144, 145).
Perante estes estudos e uma vez que a especificidade ¢ descrita como o reconhecimento
de um receptor imunitario para um unico ligando codificado por um agente patogénico
especifico, que ndo ¢ partilhado por outros agentes patogénicos, alguns investigadores
consideram que os linfocitos NK também demonstram especificidade imunitaria, pelo
menos para o Ly49H, e que partilham desta caracteristica das células do sistema
imunoldgico adaptativo (140).

Sun et al, utilizaram um modelo de ratinhos infectados com CMVM, para
demonstrar que assim, como os linfocitos T, os linfocitos NK tendo o receptor Ly49H
proliferam 100 vezes mais no bago e 1000 vezes mais no figado apods a infec¢do e que
estes linfocitos NK permaneram no hospedeiro varios meses ap6s a infeccao (141). Os
linfocitos NK de memoria apresentam a capacidade de serem reactivados e de
produzirem citocinas, apresentando desgranulagdo mais robusta que os linfécitos NK
ndo activados de ratinhos naive. A transferéncia adoptiva destes linfocitos NK para
animais naive, seguido de exposicao viral resultou num vigoroso aumento destes NK de
memoria € maior proteccdo imunitdria. Assim, os linfocitos NK demonstraram
residirem em multiplos 6rgaos como células de memoria de longa duracao (141),
prontas para desenvolver respostas secundarias robustas contra invasores patogénicos.

Outro estudo realizado recentemente suporta a ideia de que quando ha uma
activagdo prévia os linfécitos NK exibem a capacidade intrinseca de responder mais
vigorosamente apoOs reactivagdo por citocinas ou via ligacdo a receptores NK de
activacdo, sugerindo a capacidade de reterem memoria de activagao prévia (146).

Os linfécitos NK produzem citocinas como IFN-y durante a inflamagdo para
proteger o hospedeiro devido aos elevados niveis de IFN tipo-I ou IL-12 e IL-18 (147,

148). Esta caracteristica ¢ partilhada pelos linfocitos T CD8+ de memoria, que
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apresentam a mesma capacidade para secretar citocinas na auséncia de antigénio
cognato (149, 150). Além do mais, pode ser estabelecido um paralelismo funcional
entre os linfocitos NK e T CD8+, quando um linfécito NK reconhece um ligando
cognato na superficie da célula-alvo, medeia a citotoxicidade (normalmente, pela
libertagao direccionada de perforina e grazima) e secreta citocinas efectoras (como IFN-
v) de uma forma idéntica aos linfécitos T CD8+ efectores € de memoria (151).

Com base nestes estudos, que sugerem que os linfocitos NK apresentam
caracteristicas dos sistemas imunoldgicos inato e adaptativo, mediando respostas
especificas semelhantes ao sistema adaptativo assim como nao-especificas semelhantes
ao sistema inato, investigadores consideram que estes linfocitos representam uma ponte
funcional e evolutiva entre os dois sistemas. Uma diferenca fundamental entre os
linfocitos NK versus linfocitos T e B ¢ a capacidade destas células gerarem um
reportério quase infinito de receptores antigénio-especificos, enquanto os linfocitos NK
estdo limitados aos receptores que sdo codificados pelos genes pré-existentes no

genoma (140).

Subunidades y, e 6 do complexo TCR-CD3

Apesar dos rearranjos do TCR distinguirem os linfocitos NK dos linfocitos T,
varias similaridades foram observadas entre estes dois tipos de linfocitos, verificando-se
que, para além da expressdo de FceRly e CD3(, os linfocitos NK podem também
expressar as subunidades y, € e & do complexo TCR-CD3 (5, 152, 153).

Os linfocitos NK maduros de Ratinhos e Humanos foram inicialmente descritos
como nao expressando CD3y, CD36 ou CD3¢ (154, 155), apenas CD3C em associagdo
com FcyRIII (CD16) (5). A subunidade CD3( ¢ fosforilada apds ligagdo a FcyRIII e
pensa-se que estd envolvida na transducdo do sinal de FcyRIII em linfécitos NK
humanos (156, 157). Andlises da sequéncia de DNA de linfécitos NK maduros
comparados com linfocitos T maduros demonstraram que as subunidades CD3( sdo
estruturalmente idénticas (158).

Philips et al reportaram que linfocitos NK fetais/embrionérios € uma pequena
percentagem de linfocitos NK do sangue do corddo umbilical de Humanos expressam
niveis substanciais de CD36 e CD3e que se associam e formam complexos no
citoplasma mas aparentemente ndo sdo transportados para a superficie. No entanto,

apesar de terem sido detectados baixos niveis de mRNA de CD3e em clones de
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linfoécitos NK humanos maduros ndo foram encontradas evidéncias da expressao da
proteina CD3¢ nestas células (5). Os linfocitos NK do sangue adulto periférico de
humanos expressam niveis intracitoplasmaticos de CD3e apds activagdo mas
apresentaram niveis praticamente indetectaveis de CD3e em linfocitos ndo activados
(5). Adicionalmente linfocitos NK avidrios activados também expressam polipéptidos
CD3¢ intracitoplasmaticos (159).

Estes resultados suportam o conceito que os linfocitos NK e T sdo originados de
um precursor comum que expressa componentes do complexo CD3, podendo ocorrer
diminui¢ao durante a maturag¢do. Em alternativa, podera sugerir que linfocitos NK fetais
CD36+ e CD3e+ representam um subpopulagdo distinta que ¢ pedominante no feto mas
substituida por uma populacdo de linfocitos NK adultos CD36- e CD3eg-, apds a

embriogenese (154).

Rearranjos do gene TCRy

Em 2006, foi reportado que os genes do TCRy estdo rearranjados em
aproximadamente 5% e 1% dos linfocitos NK isolados do bago de ratinhos neonatais e
adultos, respectivamente. Os rearranjos TCRy dos linfécitos NK aparentemente sdo
timo-dependentes, uma vez que ndo foram detectados em ratos nude (160).

Na tentativa de detectarem diferencas sugestivas entre as vias de
comprometimento da linhagem NK, compararam a expressao dos genes TCRy,
verificando que os linfocitos NK de ratinhos neonatais apresentam uma expressao
maior, relativamente a linfocitos NK adultos. Estes resultados poderdo sugerir que um
subconjunto de linfécitos NK desenvolve-se no timo a partir de timocitos imaturos que
apresentam genes TCRy rearranjados (160).

Apos ter sido detectada a recombinase V(D)J em precursores NK murinos,
investigadores foram verificar se os linfocitos NK humanos também poderiam
apresentar o TCR rearranjado, encontrando evidéncias que o TCRD estava rearranjado
em 3.2-36% de linfocitos NK da periferia mas ndo noutros leucdcitos ndo-linfoides,
sugerindo que os linfocitos podem apresentar um passo na diferenciagdo com a V(D)J
recombinase activa, semelhante aos linfocitos T e B. Os rearranjos do TCRG nos
linfocitos NK humanos, no entanto, foram muito reduzidos comparativamente aos
linfocitos T, sugerindo um controle mais apertado neste gene. Estas observacdes nao

poderdo ser atribuidas a contaminagdes de linfécitos T e NKT uma vez que estes
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rearranjos foram detectados em linfocitos NK de ratinhos TCRBS -/- (160, 161), assim
como num paciente atimico, com sindrome Di George (162). Nas linhagens T ¢ B os
erros na recombinacao V(D)J estdo associados a leucemias fatais, nos linfocitos NK
continuam a desconhecer-se as implicagdes para a sua biologia tanto em circunstancias

normais como na doenga (163).

Receptores NK em linfocitos T

Diversas glicoproteinas tém sido referidas como receptores NK tanto por serem
predominantemente expressas, como por inicialmente terem sido descobertas na
superficie destes linfocitos, nomeadamente Ly49, KIR, CD94, NKG2, 2B4 (CD244),
DX5 (CD49b), CDIl16, CD56, NKR-P1 (CDI161) e a familia do receptor de
citotoxicidade NK (NCR) (151). No entanto, estes receptores NK podem ser expressos
em subpopulagdes de linfocitos T, assim como noutras células. Apesar destes ndo serem
expressos em linfocitos ndo activados (linfocitos T TCRaf naive) sdo frequentemente
adquiridos apds activagdo, predominantemente nos linfécitos T CD8+ mas também nos
linfocitos TCD4+. Por outro lado, receptores NK s3o frequentemente detectados em
linfocitos T TCRyd, mesmo sem activagdo. Num estudo realizado por Stewart et al.
(164) foi detectada a expressao de NK1.1, 2B4, NKG2D, NKG2A, e Ly49 em linfocitos
T TCRYyd, de ratos. Adicionalmente, NKp46, que ¢ considerado um dos receptores mais
selectivos expressos nos linfocitos NK, foi detectado na superficie de cerca de 60%
destes linfocitos NK1.1+yd-TCR+T. Estes investigadores reportaram uma correlacao
inversa entre a expressao na superficie do complexo CD3-TCRyd e NK1.1 (assim como
outros receptores NK). Assim, se ndo forem utilizados métodos muito sensiveis de
deteccdo para analisar a expressio de CD3 e TCR, estas células podem
inapropriadamente ser identificadas como linfocitos NK em vez de linfocitos T TCRys.

O estudo de linfocitos intraperitoneais isolados do instestino delgado de
pacientes com doenca celiaca revelou populagdes oligoclonais de linfocitos T CD8+
TCRa que apresentavam menor expressdao de TCR-CD3 na superficie e abundancia de
receptores NK, sugerindo que os linfocitos foram re-programados para adquirir
receptores impossibilitando que desempenhem fungdes normalmente mediadas pelos
linfécitos NK (165).

A partilha de receptores expressos por linfocitos NK e T dificulta a distingdo

entre estas duas populagdes celulares. Uma diferenca ¢ o rearranjo do loci TCR, este

28



CAPITULO I. INTRODUCAO

rearranjo gendmico ¢ irreversivel, sendo um marcador clonal de todos os progenitores
dos linfocitos T, mesmo para os que adquirem receptores NK apds activagdo, sem este

processo torna-se praticamente impossivel a distingdo entre estes dois tipos de células

(166).

Desenvolvimento dos linfécitos NK

Assim como os linfocitos T, os linfocitos NK sdo originados a partir de células
estaminais hematopoiéticas. Os precursores hematopoiéticos foram identificados em
diversos locais como timo, baco e nodulos linfaticos, durante as fases intra-uterina ou
fase adulta.

Alguns estudos sugerem que, em adultos, a medula dssea ¢ o principal local
onde os linfocitos NK sdo originados. O microambiente da medula d6ssea proporciona
uma fonte rica em citocinas e factores de crescimento capazes de suportar o crescimento
in vitro e contém células estromais que sdo importantes para a sua completa maturagao.
Adicionalmente, foram encontrados precursores dos linfocitos NK (pNKs) na medula
ossea (167). Os mecanismos detalhados pelos quais os pNKs se desenvolvem em NK
maduros ainda ndo foram completamente elucidados. Os linfécitos NK adquirem um
fendtipo de superficie caracteristico assim como fungdes efectoras citoliticas durante o
processo de diferenciagdo. A caracterizacdo dos intermedidrios durante a diferencia¢do
depende principalmente dos marcadores na superficie, NK1.1, DX5 e Ly49 em
Ratinhos ¢ CD161, CD56, CD16 ¢ KIRs em Humanos. Em geral, a diferenciagdo dos
linfécitos NK a partir das células estaminais hematopoiéticas pode ser dividido em pNK
e NK maduros (mNK), dependendo dos marcadores de superficie (167).

Em Ratinhos, os pNKs s3o uma linhagem negativa e sdo determinados pela
expressdo de CD122, a subunidade 3 comum do receptor IL-2/IL-15. Através deste
receptor, a IL-15 envia sinais para a maturagdo dos linfécitos NK, que depois adquirem
NK1.1, DX5 e varios receptores funcionais como CD94-NKG2 e Ly49. Uma vez
maduros apresentam elevada expressao de CD11b e CD43 (167).

Em Humanos, os pNKs sdo produzidos através de factores de crescimento de
células estromais como o ligando c-kit e F1t3 e sdo caracterizados pelo fenotipo
CD34brightCD122+CD56-. Estes precursores respondem a IL-15 tornando-se NK
maduros que contém diversos receptores inibitorios e activadores.

Tanto em Humanos como em Ratinhos, o microambiente da medula 6ssea é uma

fonte de citocinas que facilita a diferenciacdo e contém células que permitem a
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maturacao (168). Ratinhos nude (congenitamente atimicos), pacientes com Sindrome Di
George ou homens timectomizados ou ratinhos e homens esplectomizados,
aparentemente apresentaram valores normais de linfocitos NK funcionais, sugerindo
que nem o timo, nem o bago sdo essenciais para a formacdo dos linfécitos NK. Os
linfécitos NK também estdo presentes no figado, local de produgdao de pNKs na vida
fetal, mas desconhece-se se é o local de desenvolvimento na vida adulta. E possivel que
o timo, o figado e/ou bago tenham influéncia na diversificacdo dos linfocitos NK,
resultando na heterogeneidade (167).

Assim, nas ultimas décadas, tornou-se geralmente aceite que o desenvolvimento
dos linfécitos NK ocorria no microambiente da medula 6ssea (167, 169). No entanto,
esta possibilidade dos linfocitos NK serem derivados da medula Ossea e os
intermediarios deslocarem-se para os tecidos periféricos onde ocorreria a maturagao,
nunca foi totalmente comprovada (167). Uma completa e continua via de diferenciagao
na medula 6ssea, que definitivamente, demonstraria a diferenciagdo in sifu, nunca foi
descrita.

A deteccdo de CD56bright nos nodulos linfaticos e amigdalas (i.e. tecidos
linféides secundarios ou TLS), poderdo apoiar a ideia de que o desenvolvimento dos
linfécitos NK nao ocorre na medula 6ssea. Os linfocitos NK CD56bright sao mais
abundantes nos TLS comparativamente aos NK CD56dim encontrados na medula 6ssea,
sangue e baco (169). Segundo Lanier et al os linfocitos CD56bright sio menos maduros
que os linfocitos CD56dim (170) e um estudo recente descreve que CD56bright, em
contacto com fibroblastos poderao diferenciar-se em CD56dim (171). A activacao dos
linfocitos CD56bright nos TLS aumenta a expressdo dos receptores NK, que sdo
caracteristicos do subconjunto CD56dim (172).

Enquanto que na medula 6ssea e sangue foram encontradas baixas quantidades
de linfocitos pré-NK CD34+CD45RA+, nos TLS foram detectados elevadas
concentragdes, tornando-se o primeiro subconjunto CD34+ descrito nestes tecidos.

As elevadas quantidades de linfocitos pré-NK CD34+CD45RA+, os linfocitos
NK CD56bright detectados nos TLS comparativamente com as quantidades detectadas
na medula 6ssea e sangue, assim como a abundancia de células dendriticas e outras
APCs que expressam a IL-15 (174), necesséaria para a maturagdo dos linfocitos NK
(175, 176, 177), sugerem que poderdo ser o local de desenvolvimento in vivo dos

linfocitos.
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A pesquisa nos TLS de populacdes de células fenotipica e funcionalmente
distintas, que representam estddios do desenvolvimento dos linfocitos NK via
CD34+CD45RA+HPCs at¢ CD3-CD56bright in situ foi um sucesso (178).

Utilizando um sistema de cultura in vitro, consistindo em linfoécitos CD56bright
purificados e fibroblastos humanos, Chang et a/ demonstraram que anticorpos que
bloqueiam a interacgdo entre CD56 e o receptor do factor de crescimento do fibroblasto-
1 originaram uma diminui¢do significativa na formacdo de linfécitos NK CD56dim,
sugerindo que CD56 desempenhar fun¢des importantes na promoc¢ao da fase final da

maturacao (179).

Funcao dos linfécitos NK

A funcio da citotoxicidade dos linfocitos NK no controlo de agentes patogénicos
intracelulares ¢ bem conhecida, e é demonstrada por infec¢des viricas muito graves ou
fatais em casos reportados de deficiéncia de linfocitos NK (180, 181, 182). Existem
também diversas evidéncias que os linfocitos NK matam células malignas (183).
Existem dois mecanismos de citotoxicidade dos linfocitos NK: a deposi¢do de granulos
liticos nas células-alvo e a expressao de ligandos como TNF e ligando Fas (184, 185).

Os linfocitos NK também contribuem para a resposta imunoldgica inata através
da produgdo de citocinas, incluindo IFN-y que apresenta diversas fung¢des, incluindo
accdes anti-virais e anti-bacterianas, promog¢dao de respostas Thl, supressdo da
proliferacdo de células infectadas ou transformadas, estimulacdo da expressdo de MHC
classe-1 e maturagdo de células dendriticas (186, 187). Outra citocina importante
libertada pelos linfocitos NK ¢ a TNF-a (188, 189). Dependendo da situacdo, também
podem expressar citocinas anti-inflamatérias, como TGF-B e IL-10, e factores
hematopoiéticos GM-CSF (granulocyte- macrophage colony-stimulating factor) e 1L-3,
e promover respostas Th2 através da produgdo de IL-5 e IL-13 (188, 190).
Adicionalmente, os linfocitos NK também podem produzir diversas quimiocinas,
incluindo MIP-1a (macrophage inflammatory protein-1c), MIP-3 e RANTES (191). A
estimulagdo com diferentes citocinas induz respostas especificas.

Apesar de incialmente se pensar que as funcdes citotoxicas e a produgdo de
citocinas ocorriam sem sensibiliza¢do inicial, um estudo recente demonstrou que as

respostas dos linfocitos NK contra agentes patogénicos bacterianos ou viricos requer a
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accdo das células dendriticas, envolvendo a apresentacdo cruzada da IL-15 ligada a

membrana, nos 6rgaos linfoides secundarios (192).

Linfocitos NKT

Os linfécitos NKT sdo uma subpopulacao de linfécitos que desempenham
funcdes regulatérias importantes e que apresentam receptores caracteristicos dos
linfocitos T (TCR) e NK (NKI.1 marcador de Ratinhos ou CD161 marcador de
Humanos). No entanto alguns linfécitos NKT poderdo ndo expressar NK1.1 (193). A
expressdo podera depender da maturacdo, do estado de activagdo, da localizagdo nos
tecidos e da expressao de outros receptores.

Esta populagdao de linfocitos ¢ heterogénea e a defini¢do precisa ainda
permanece problematica. Actualmente ¢ subdividida em trés populagdes, designadas: 1)
linfocitos NKT cléassicos que sdo CD1d-dependentes e apresentam uma resposta forte a
a-GalCer (glycosphingolipid a-galactosyl ceramide), 2) linfécitos NKT nao-classicos
que também sdo CD1d-dependentes, no entanto apresentam TCR semi-diversos e 3)
linfocitos NKT-/ike que sdo CDl1d-independentes e cuja maioria depende do MHC

classe-I classico (Figura 1.12).
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Figura I. 12 - Subpopulagdes de linfocitos NKT. Os linfocitos NKT podem ser divididos em CD1d-dependentes,
podendo ser classicos e ndo-classicos e os CD1d-independentes. Adaptado de Fundamentos de Imunologia, 2007
(194).
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Linfécitos NKT CD1d-dependentes

As proteinas CD1 sdo moléculas que apresentam antigénios lipidicos aos
linfocitos T. A estrutura ¢ semelhante ao MHC classe-I, com uma cadeia pesada que se
associa a 2-microglobulina para formar um heterodimero, expresso na superficie das
APC (195).

O locus CDI1 esta localizado no cromossoma 1 e contém cinco genes distintos:
CDI1A, -B, -C, -D, and -E. As proteinas codificadas por estes genes podem ser divididas
em trés grupos: grupo 1 onde estdo incluidos CDla, CDl1b, e CDlc; grupo 2 que
consiste em CDI1d e o grupo 3 que ¢ constituido por CDle. Nos Humanos e noutros
mamiferos todas as isoformas podem ser expressas (CDla-e), enquanto os Ratinhos
apenas expressam CD1d. Curiosamente, o CD1d ¢ altamente conservado nas varias
espécies e entre Humanos e Ratinhos sendo um excelente modelo para o estudo de
CD1d humanos nos linfocitos NKT (196).

Os linfécitos NKT CDl1d-dependentes podem ser classificados como: NKT
classicos ou invariantes tipo I e NKT ndo-classicos ou variantes tipo II.

Em Ratinhos, a sobpopulagdo de linfécitos NKT invariantes apresenta rearranjos
da regido variavel Val4 com a regido juncdo Jal8, formando uma regido invariante
determinante de complementaridade 3o (CDR3a) — que ¢ referida como Val4i TCR
(NKT-invariantes). Estes linfocitos co-expressam preferencialmente V8.2, VB7 ou
VB2 com Val4i, sdo autoreactivos para os MHC classe-I nao-classicos CDId,
apresentam uma forte resposta a a-GalCer. Estes linfocitos T Val4i ndo expressam
CDS8, sao CD4+ ou duplamente negativos DN (197).

Crowe et al, através de resulados de ensaios in vivo evidenciaram que oS
linfécitos NKT NKI1.1 que expressam TCR Vol4 invariantes quando activados
diminuem a expressao do complexo CD3-TCR, podendo tornar-se praticamente
indistinguiveis dos linfocitos NK (198).

Nos Humanos, existe uma populagdo semelhante de linfécitos T CD161+ que
também reconhece antigénios glicolipidos, como isoglobotrihexocilceramida endégena
(1Gb3) e a-GalCer, em associacdo com a MHC classe-I CD1d, sdao autoreactivos e
produzem ambas as citocinas Thl e Th2. Expressam regides V que sdo homologas as
que sdo expressas pelos linfocitos T Val4i de Ratinhos, incluindo VP11 (semelhante a
V8.2 de Ratinhos) e apresentam rearranjo de Va24 a Jal5, que forma CDR3a, sendo
também muito similar a Val4i. Estes linfocitos sdo menos frequentes em Humanos do

que em Ratinhos e podem ser CD8+ (197). Quando activados produzem interferao IFN-
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vy e IL-4. Além da produgdo de citocinas, também apresentam actividade citolitica
(Tabela I. 1).

Os linfocitos NKT nao-classicos, reconhecem lipidos apresentados por CD1d
mas nao reconhecem a-GalCer, os TCR que estas células expressam sdo mais varidveis
(oligoclonais), os linfocitos ndo sdo verdadeiramente policlonais, no entanto, incluem
populacdes que expressam Va3.2-Ja9/V8 ou Va8/VR8 TCR (197) (Tabela L. 1).

Assim como linfécitos Val4i, também sdo linfocitos T CD1d autoreactivos mas

expressam TCR mais diversos e podem ser CD4+ ou DN (197).

Linfécitos NKT CD1d-independentes (NKT-like)

Uma terceira categoria de linfocitos NKT, os linfocitos NKT-/ike, incluem
linfocitos que ndo sdo dependentes de CD1d, apresentam TCR diversos ¢ podem ser
CD8+, CD4+ ou DN (Tabela I. 1).

A expressdao de NK1.1 pode ser um marcador para activagdo dos linfocitos T
convencionais, em Ratinhos. Em Humanos, a frequéncia de linfécitos T
CDI161+TCRB+ ¢ mais elevada do que a frequéncia dos linfocitos T Va24i. Alguns
linfocitos T CD161+ que expressam TCR mais diversos também sdo CD1d reactivos,
mas muitos poderdo pertencer a subpopulacdes de linfocitos T de memoria
convencionais (197).

Os linfocitos NKT CD8+ apresentam uma actividade NK-/ike citotdxica contra
multiplos tumores e sdo CD1-d independentes (199, 200).

Estudos demonstraram que a citotoxicidade ¢ aumentada por moléculas co-
estimulatérias, podendo ser muito importantes na resposta contra células cancerigenas,
regulando o sistema imunitario inato para o desenvolvimento de uma resposta
adaptativa anti-tumoral. Assim, representam uma populagdo unica com elementos de
restricdo desconhecidos, com producdo de elevadas quantidades de IFN-y, sendo a
actividade citotoxica aumentada pela molécula co-estimuladora B7 presente nas células
tumorais (200).

Em Ratinhos, a maioria destes linfocitos expressa TCRaf3 e sdo abundantes no
figado, escassos no timo e praticamente indetectaveis nos restantes 6rgdos linfoides,
incluindo medula 6ssea. No entanto também foram identificados entre os linfocitos

intestinais intraepiteliais (IELs). Apesar da maioria expressar TCRa3 alguns expressam
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TCRyd mas a maioria ndo expressa CD4 ou CD8 (DN) e uma minoria expressa apenas
CD8 (201).

Virtualmente todos os linfécitos NKT CD8+ presentes no figado, tanto os que
expressam TCRaf3 como TCRyd apresentam receptores de activagdo, sugerindo um
estado de activagdo. Os linfocitos T activados que sdo submetidos a processos de
apoptose acumulam-se no figado (202) e ¢ possivel que estes linfocitos NKT
apoptdticos também se acumulem neste orgao.

Um estudo recente sugere que a elevada percentagem de linfocitos NKT nao-
classicos intrahepaticos (CDld-independentes), poderd dever-se em parte, a
diferenciag¢do de linfocitos T CD8+, evidenciando que os linfécitos CD8+ CD56- em
cultura com IL-15 desenvolveram expressdao de CD56 e NKp46, marcador de linfocitos
NK (6).

Eberl et al identificaram uma populacao de linfécitos NKT CD8+ em Ratinhos,
mais elevada no bago e medula 6ssea (esta evidéncia foi também demonstrada por
outros grupos) (202, 203, 204) e mais reduzida no figado e timo e descreveram um
fenotipo naive para os linfécitos NKT CD8+ do baco. Sugerindo a possivel existéncia
de pelo menos dois subtipos de linfocitos NKT CD8+: os NKT CD8+ com fenotipo
naive, detectados preferencialmente no baco (203, 204, 205) e os NKT CD8+ com um
fenotipo activado, que se acumulam maioritariamente no figado.

Em concordancia com estes dados estd o facto de terem sido identificados no
figado em Humanos, linfocitos NKT-like CD8+ sem TCRVa24 e que expressam
marcadores de activacao, como CD69, exibindo uma forte citotoxicidade contra varias
linhagens celulares tumorais (206).

Assim, apesar de menos conhecida, hoje sabe-se que esta populagdo heterogénea
de linfocitos NKT CD8+ expressam um reportorios diverso de TCR e apds estimulagdo
produzem IFN-y e ndo IL-4, apesar das diferencas, apresentam receptores dos linfocitos
NK classicos e dos linfocitos T CD8+ convencionais.

A grande maioria destes linfocitos NKT CD8+ nao apresenta CD8f3 e expressa o

homodimero CD8ac..
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Tabela 1.1 Classificacdo dos linfocitos NKT

Categoria

Linfécitos NKT CD1d- dependentes

CD1d-

Tipo Tipo I: Linf6citos NKT

independentes

Tipo II: Linfocitos NKT Linfécitos NKT-like

cldssicos néo classicos
Molécula
apresentadora CDhl1d CD1d MHC classe-1, outras
de antigénios
Reactividade a GalCer ND ND
. Val4-Ja18 (Ratinhos) Semi-diverso mas alguns .
Cadeia TCRa Vo24-Jo.18 (Humanos) Vo3.2-Jo9 (ratinhos) Diverso
. V8.2, VB7 e VB2 (Ratinhos) Semi-diverso mas alguns .
Cadeia TCRP VB11 (Humanos) VB8 (Ratinhos) Diverso
CD4+ e DN (Ratinhos)
Subconjuntos CD4+, CD8+ e DN (Humanos) CD4+ e DN (Ratinhos) CD4+ ou CD8+ CD49B
IL17RB+/- (Ratinhos)
Produgdo IL-4 Sim Sim Nio
Produgdo IFNy Sim Sim Sim
+ (linfoécitos maduros nao
Receptores activados) - n

NK1.1 (CD161) -/low (linfécitos imaturos ou

pds-activacgio)
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CAPITULO II. OBJECTIVO

O objectivo deste trabalho foi estudar a expressdo e rearranjo do gene TCRf} em

linfécitos NK ex vivo isolados do sangue de dadores saudéveis.

Objectivos especificos:

-Testar a pureza dos linfécitos NK purificados por separacdo imunomagnética
através da marcagdo extracelular e intracelular, com o anticorpo anti-CD3 ou anti-TCRf

conjugado com PE e anti-CD56 Alexa 488.
- Isolar o mRNA a partir dos linfocitos NK purificados obtidos por separacio
imunomagnética e verificar a expressio do mRNA do CD56 (marcador dos linfocitos

NK) e do TCRJ (receptor dos linfécitos T), por PCR.

- Isolar o DNA dos linfocitos NK isolados e determinar os rearranjos do gene

TCRp, para determinar se a populagdo ¢ monoclonal, oligoclonal ou policlonal.
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CAPITULO III. MATERIAIS E METODOS

Preparacao das amostras

As células foram isoladas de buffy-coats (sacos de colheita de sangue
enriquecidos em leucdcitos), processadas no Instituto Portugués de Sangue, a partir de
sangue de dadores saudaveis. Isolou-se as células mononucleares do sangue periférico
(PBMC), por centrifugagdo em gradientes de densidade. Assim, primeiro diluiu-se em
PBS (1:1) (13 mM Na,HPO,4, 7 mM NaH,P04.2H,0, 100 mM NaCl — pH 7.1) e apos
adicdo em Lymphoprep (Nycomed, Norway), centrifugou-se a 2200 rpm durante 30
minutos a temperatura ambiente. As células mononucleares foram recolhidas do anel da
interface, lavadas com solucdo PBS e centrifugadas a 1500 rpm, 10 minutos.

A lise dos globulos vermelhos contaminantes foi efectuada através da adigcdo de
solucdo de lise (10 mM Tris, 150 mM NH4Cl — pH 7.4) pré-aquecida a 37 °C e incubada
a mesma temperatura durante 10 minutos.

As células foram novamente lavadas com PBS e centrifugadas a 1500 rpm
durante 10 minutos.

Para isolar PBL incubou-se em placas de petri 50x10° PBMC durante a noite e
adicionou-se 10 ml de RPMI (5% FBSi + 1% antibiotico/antimicético, Gibco
Invitrogen, UK). Apos a incubagdo, os PBL foram recolhidas, lavados com solugdo

salina PBS e contados numa camara de Neubauer.

Isolamento de linfocitos NK
1. Seleccdo negativa de linfocitos NK através da depleccdo de CD3
Marcagdo magnética

Apos centrifugar os PBL durante 10 minutos a 1500 rpm, ressuspendeu-se em 80
ul de Wash Buffer (WB: PBS pH 7.2, 0.5% BSA e 2 mM EDTA) por cada 107 células e
adicionou-se 20 ul de microesferas com anticorpo anti-CD3 humanos (Cat. #130-050-
101, Miltenyi Biotec, Germany), incubou-se a 4 °C durante 15 minutos com agitagao 2-
3 vezes, lavou-se com 1-2 ml de WB por 108 células e centrifugou-se novamente 10

minutos a 1500 rpm. Pipetou-se o sobrenadante e ressupendeu-se em WB (500 pl por

108 células).
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Separagdo magnética

Para a separagdo magnética utilizou-se o separador MACS (MidiMACS
separator) e uma coluna LD, ambos de Miltenyi Biotec.

Adicionou-se 2 ml de WB na coluna, para lavar e aplicou-se a suspensdo de
células. Lavou-se a coluna com 2x1ml de WB, recolhendo-se para novo tubo as células
nao marcadas e contou-se o niumero de células.

Para se obter maior pureza repetiu-se a deplecdo de CD3 e aplicou-se numa nova

coluna de deplecdo. No fim, passou-se por uma 3% coluna lavada.

2. Seleccao positiva CD56
Marcagdo magnética

Para a selecc¢do positiva dos linfocitos CD56+ primeiro centrifugou-se as células
durante 10 minutos a 1500 rpm e ressuspendeu-se em WB. Posteriormente foram
adicionados 60 pl de microesferas com anticorpo anti-CD56 (Cat. #130-050-401,
Miltenyi Biotec) por 108 células, incubou-se a 4 °C durante 15 minutos, com agitagio 2-

3 vezes. Lavou-se com 5 ml WB por 108 células e centrifugou-se 10 minutos a 1500

rpm.

Separagdo magnética

Para a separagdo magnética utilizou-se o separador MACS (MidiMACS
separator) e uma coluna LS.

Primeiro lavou-se a coluna com 3 ml de WB e aplicou-se a suspensao de células,
seguido de lavagem com 3x3ml de WB. As células ndo marcadas recolhidas foram
rejeitadas. Pipetou-se 5 ml de WB para a coluna e efectuou-se imediatamente o flush-
out recolhendo as células marcadas para um novo tubo.

Para aumentar a pureza preparou-se uma nova coluna LS, lavando-a com 3 ml
de WB, a qual foi aplicada a suspensdo de células. Apos lavagem com 3x3ml de WB,
rejeitou-se o efluente. Adicionou-se mais 5 ml de WB na coluna e efectuou-se o flush-
out recolhendo as células marcadas para um novo tubo.

Procedeu-se a contagem das células.
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Isolamento de linfocitos T
Marcagdo magnética

Centrifugou-se os PBL durante 10 minutos a 1500 rpm e ressuspendeu-se em 80
ul de Wash Buffer (WB: PBS pH 7.2, 0.5% BSA e 2 mM EDTA) por cada 107 células.
Adicionou-se 20 pl de microesferas com anticorpo anti-CD3 humanos (Cat. #130-050-

101, Miltenyi Biotec, Germany) e incubou-se a 4 °C durante 15 minutos com agitagdo

2-3 vezes, lavou-se com 1-2 ml de WB por 108 células e centrifugou-se novamente 10

minutos a 1500 rpm. Pipetou-se o sobrenadante e ressupendeu-se em WB (500 pl por

108 células).

Separagdo magnética

Para a separagdo magnética utilizou-se o separador MACS (MidiMACS
separator) e uma coluna LD (Miltenyi Biotec).

Adicionou-se 2 ml de WB na coluna, para lavar e aplicou-se a suspensdo de
células. Lavou-se a coluna com 2x1ml de WB, recolhendo-se para novo tubo as células
nao marcadas. Efectuou-se o flush-out para recuperagdo dos linfocitos CD3+ e contou-
se o nimero de células.

Repetiu-se a deplecdo de CD3 e aplicou-se numa nova coluna de deplecdo. No

fim, passou-se por uma 3% coluna lavada.

Citometria de fluxo

A avaliagdo da pureza foi realizada por citometria de fluxo, utilizando-se o
citometro de fluxo Epics XL (Beckman Coulter) e o software WinMDI2.8. O sistema
foi definido para a avaliacdo de 10.000 mil células na regido dos linfécitos (R1) (ver
Figura IV.1 B) em cada determinacao.

Para determinagdo do grau de pureza dos linfécitos NK efectuou-se marcagao
dupla, com anticorpos primarios conjugados com os fluorocromos Alexa 488 (FL1) e
ficoeritrina (PE) (FL2), conforme esta indicado na Tabela III.1. O anticorpo irrelevante
foi usado como controlo negativo e o anticorpo anti-Bcl, como controlo positivo na
marcagao intracelular.

Os resultados foram analisados através do grafico de tamanho/granulosidade
(FSC/SSC) e grafico de fluorescéncia: FL1/FL2: para avaliagdo das caracteristicas das

células.
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Tabela I11.1- Anticorpos utilizados na marcacio para analise por citometria de fluxo.

Anticorpo especifico Clone Fluorocromo Fabricante  Diluicdo
CD56 MOPC-21 Alexa 488 BD Pharmingen 1:20
CD3 UCHT-1 RPECy5 DAKO 1:10
CD3 BW265/56 PE Miltenyi Biotec 1:10
Irrelevante S43.10 PE Miltenyi Biotec 1:10
TCRp BW242/412 PE Miltenyi Biotec 1:10
Bcel, 100 PE Invitrogen 1:10

Marcacdo Extracelular

Efectuou-se a marcagio extracelular de 0.1-1x10° células com 50 pl anticorpos
dissolvidos em PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3, apds centrifuga¢do durante 2 minutos a
1100 rpm, em placas de 96 pocos. Incubou-se com os anticorpos durante 30 minutos a 4
°C. Centrifugou-se durante 2 minutos a 1100 rpm e lavou-se adicionando-se
PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3. Centrifugou-se novamente (2 minutos a 1100 rpm). Por
fim adicionou-se PBS 200 pl e transferiu-se para um tubo FACS, contendo 200 pl de
PBS.

Marcacéo Intracelular

Para fixar as células adicionou-se formaldeido 4% em PBS durante 10 minutos,
a temperatura ambiente, no escuro. Lavou-se as células duas vezes com
PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3, adicionou-se a solugdo de  permeabilizagdo
(PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3 com 0.2% saponina) e incubou-se durante 30 minutos, a
temperatura ambiente, no escuro. Centrifugou-se durante 3 minutos a 1100 rpm.

Adicionou-se 50 pul de anticorpo em solugdo de permeabilizacio
(PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3 com 0.2% saponina) e incubou-se 30 minutos no escuro.
Lavou-se 3 vezes, a primeira com 150 pl e as restantes seguintes com 200 pl de solugdo
de permeabilizagdo e lavou-se uma vez com 200 pl PBS+0.2%BSA+0.1%NaN3,
adicionou-se 200 pl de PBS e transferiu-se para um tubo FACS, contendo 100 pl de
PBS.

Extracciao do RNA total

A extraccdo de RNA total foi efectuada para os linfocitos NK isolados, os

linfécitos do sangue periférico (PBL), a linha celular de gliomablastomas (U251)
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(gentilmente cedido pelo Prof. Doutor Hassan Bousbaa), a linha celular de hepatoma
humano (HepG2), através do Kit RNeasy Mini-Qiagen (Qiagen, Germany).
Isolou-se 0 RNA total dos linfocitos NK obtidos de cada amostra utilizando o

Kit RNeasy Mini-Qiagen. Centrifugou-se as células durante 5 minutos a 2500 rpm.

Adicionou-se 350 pl de RTL (para < 5x106) de células (antes de utilizar a solugdo RTL
adicionou-se -mercaptoetanol), agitou-se durante 2 minutos e homogeneizou-se. Para o
isolamento do RNA adicionou-se de 350 pl de etanol a 70%, homogeneizou-se e
transferiu-se 700 ul para uma coluna RNeasy spin. Centrifugou-se durante 15 segundos
a 13.000 rpm (rejeitou-se o residuo recolhido no tubo). Adicionou-se 700 pl Buffer
RWI a coluna RNeasy spin, centrifugou-se durante 15 segundos a 13.000 rpm (rejeitou-
se novamente o residuo recolhido no tubo). Juntou-se 2 vezes 500 pl de RPE a coluna
RNeasy spin tendo-se centrifugado primeiro durante 15 segundos a 13.000 rpm e depois
2 minutos a 13.000 rpm (rejeitando-se o fluxo recolhido no tudo). Por fim, para a
eluicdo do RNA adicionou-se entre 30 pul de RNase free water a coluna RNeasy spin e
centrifugou-se durante 1 minuto a 13.000 rpm.

O RNA foi armazenado a -20°C

Quantificagcdo por espectrofotometria

O grau de pureza do RNA foi calculado através da razdo da absorvancia
260nm/280nm, sendo a obtencdo dos valores ideais entre 1.9-2.0, que refectem a
reduzida contaminac¢do de proteinas.

A quantificacdo da concentracdo de RNA foi efectuada por espectrofotometria
através da determinagdo da absorvancia a 260 nm e calculou-se a concentragdo através
da féormula [RNA] ng/ul = A260 x factor dilui¢do x 40.

A quantificacdo também foi realizada através do aparelho Nanodrop. Neste caso
aplicou-se 1 ul da amostra (ndo diluida) directamente no pedestal do Nanodrop,
obtendo-se directamente a informacdo da concentragdo de RNA e do grau de pureza
(260 nm/280 nm).

A integridade do RNA foi verificada por electroforese em gel de agarose 1.2 %,
utilizando-se TAE 1x (Tris-acetato-EDTA) e 20 pg/ul de brometo de etideo. O
marcador de peso molecular utilizado foi MassRuler DNA™ ladder (#SMO0403,

Fermentas). Aplicou-se 200 ng de amostra e para visualizacdio do RNA no gel de
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agarose o utilizou-se 2 pl de 6x MassRuler™ DNA Loading Dye (#R0621, Fermentas),
e o restante de agua para um volume total de 12 pl.

A qualidade das amostras de RNA foi determinada através da visualizacdo de

duas bandas, indicando a preservagao do RNA ribossomico (rRNA 28 S e rRNA 18S).

Sintese de cDNA

A partir do RNA total extraido das amostras sintetizou-se o cDNA, utilizando o
Kit iScript ¢cDNA Synthesis (BioRad) Em cada tubo de microcentrifuga foram
adicionados 4 ul de 5x iScript Reaction Mix, 1 nl iScript Reverse Transcriptase, 1000
ng da amostra de RNA e o restante de RNase free water para completar os 20 pl. A
solucao foi incubada: 3 minutos a 25 °C, 30 minutos a 42 °C ¢ 5 minutos a 85 °C, no

termociclador MJ Mini (Biorad).

Determinacio da expressio de mRNA de GAPDH, TCRp e CD56 por PCR

A partir da sintese do cDNA determinou-se a expressao de CD56 (marcador dos
linfocitos NK), TCRP (marcador dos linfécitos Taf) e como controlo positivo o
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase), para os linfocitos NK isolados e para
os linfocitos do sangue periférico (PBL) usados como controlo positivo. Como
controlos negativos foram utilizadas a linha celular de gliomablastomas (U251), a linha
celular de hepatoma humano (HepG2) e um branco, onde se adicionou dgua em vez de
cDNA.

Para a amplificacao foram utilizados os primers indicados na Tabela III.2.

Tabela I11.2- Primers utilizados para amplificacao dos genes de interesse.

Gene Primer Forward Primer Reverse Produto (pb)
CD56 5 TTGTGAATGTGCCACCTACC 3 5 TTCTTCGCTGCTGATGTTCC 3 437

TCRBC 5 CTTTACCTCGGTGTCCTACC 3’ 5 TCAGAAATCCTTTCTCTTGACC 3’ 139

GAPDH 5 TGATGACATCAAGAAGGTGG 3 5'CACTGAGTACCTAATCACAG 3 101

Num tubo de microcentrifuga de 200 pl, foram adicionados 2.5 ul Buffer 10xs
(Citomed, Portugal), 2 pul de MgSO4 20 mM (Citomed), 0.5 pl de ANTP 10 mM cada

um (Citomed), 0.2 ul de Tag DNA polimerase 50 U/10 pl (Citomed), 16.8 ul de agua
RNase free, 0.5 ul de primer Reverse 10 uM e 0.5 ul de primer Forward 10 uM, 2 ul de
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cDNA. O tubo foi transferido para o termociclador MJ Mini (BioRad) e submetido ao
seguinte programa:

Passo 1: 94 °C - 3 minutos

Passo 2: 94 °C - 20 segundos

Passo 3: 55 °C - 30 segundos

Passo 4: 72 °C - 30 segundos

Passo 5: repeticao 34 vezes a partir do passo 2

Passo 6: 72 °C — 2 minutos

Passo 7: 15 °C - 30 minutos.

Os produtos da amplificagdo foram corados e analisados por electroforese em
gel de agarose 1.2 % em TAE 1x (Tris-acetato-EDTA) com 20 pg/ul de brometo de
etideo. Aplicou-se 20 ul de cada amostra, com 4 ul de 6x MassRuler™ DNA Loading
Dye (#R0621, Fermentas) e utilizou-se como marcador de peso molecular o MassRuler

DNA™ Jadder (#SM0403, Fermentas).

Sequenciacio da regiio amplificada do cDNA TCRp

O produto de PCR com 139 pb correspondendo a regido amplificada do cDNA
do TCRp foi enviado a empresa Stabvida para ser sequenciado, com o objectivo de
confirmar se corresponde ao segmento do gene TCRf3, da regido C1 (constante) (Figura
1. 1). Os primers Forward e Reverse foram também enviados, para que fosse efectuada

a sequenciacao de ambas as cadeias

Ctttacctcgggtaagtaagcccttccttttcctcteccctectctcatggttcttgacctagaaccaagge
atgaagaactcacagacactggagggtggagggtgggagagaccagagctacctgtgcacaggtacccac
ctgtccttcctccgtgccaacagtgtectaccagcaaggggtectgtctgccaccatectctatgagatce
ctgctagggaaggccaccctgtatgctgtgctggtcagecgeccttgtgttgatggeccatgogtaagecagga
gggcaggatggggccagcaggctggaggtgacacactgacaccaagcacccagaagtatagagtccctgce
caggattggagctgggcagtagggagggaagagatttcattcaggtgcctcagaagataacttgcacctc
tgtaggatcacagtggaagggtcatgctgggaaggagaagctggagtcaccagaaaacccaatggatgtt
gtgatgagccttactatttgtgtggtcaatgggccctactactttctctcaatcctcacaactcctgget
cttaataacccccaaaactttctcttctgcaggtcaagagaaaggatttctga

Figura III. 1 — Sequéncia de parte da regido constante (C1) do TCR, retirada da base de dados NCBI: a
verde estdo representados dois intrdes, a azul esta representada a regido do gene amplificada com 139 pb
e a amarelo os primers utilizados.

Os resultados da sequenciagdo foram analisados através da utilizacdo do
programa Chromas version 1.43. A partir do programa BLAST efectuou-se o

alinhamento do segmento sequenciado, com o segmento do gene do TCRp.
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Isolamento do DNA dos linfocitos NK

Para isolamento do DNA utilizou-se o Kit Citogene (Citomed). As células foram
primeiro centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e removeu-se o sobrenadante.
Depois adicionou-se 300 pl solucdo cell lysis e ressuspendeu-se. Juntou-se 1.5 pl de
solugdo RNAse A ao lisado celular, misturou-se e incubou-se a 37 °C durante 15
segundos. Apos arrefecer adicionou-se solugdo 100 pl de Protein Precipitation e agitou-
se no vortex, centrifugou-se durante 3 minutos a 13.000 rpm e decantou-se o
sobrenadante para um novo eppendorf contendo 300 pl isopropanol a 100 %, misturou-
se ¢ centrifugou-se novamente durante 1 minuto a 13.000 rpm. Rejeitou-se o
sobrenadante e adicionou-se 300 pl de etanol a 70 %. Depois de misturar centrifugou-se
1 minuto a 13.000 rpm. Novamente rejeitou-se o sobrenadante e depois de deixar secar
ao ar durante 15 minutos, adicionou-se 50 pl a solu¢do DNA Hydratation, por fim
incubou-se a 65 °C durante 1 hora.

A razdo entre as leituras a 260 nm e 280 nm foi utilizada como indicativo do
grau de pureza. A quantificacdo da concentracdo de DNA foi efectuada por
espectrofotometria através da determinacdo da absorvancia a 260 nm e calculou-se a
concentragdo através da formula [RNA] ng/ul = A260 x factor diluicao x 50. Através do
aparelho Nanodrop também foi possivel efectuar-se a quantificacdo. Neste caso,
aplicou-se 1ul da amostra (ndo diluida) directamente no pedestal, obtendo-se os valores
concentracdo de DNA e o grau de pureza (260 nm/280 nm).

A integridade do DNA foi verificada por electroforese em gel de agarose 1.2 %,
utilizando-se TAE 1x (Tris-acetato-EDTA) e 20 ug/ul de brometo de etideo.

Aplicou-se 200 ng de amostra, 2ul de 6X MassRuler™ DNA Loading Dye
(#R0621, Fermentas) e o restante de agua, até completar 12ul.. O marcador de peso
molecular utilizado foi MassRuler DNA™ [adder (#SM0403, Fermentas). Armazenou-
se 0 DNA a -20 °C.

Determinacio dos rearranjos do gene TCRp

Para determinagio dos rearranjos do TCRp foi utilizado o IdentiClone™ TCRB
Gene Clonality Assay (InVivoScribe Technologies, USA), em que primeiro é efectuado
o PCR, através de 4 mater mixes, incluidas no Kit, em que cada uma contém multiplos

primers que tétm como alvo regides conservadas do gene TCRB. Posteriormente ¢
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efectuada a deteccdo e andlise dos segmentos amplificados através da Differential

Fluorescence Detection.

PCR

Foram utilizados quatro multiplex (tubo A, B, C e Specimen Control Size
Ladder) de master mixes, tendo como alvo a regidao VDJ do gene TCRp.

Os primers utilizados nos tubos A ¢ B t€ém como alvo a regido varidvel (V) e a
regido juncdo (J); os primers do tubo C tém como alvo as regides diversidade (D) e
jungdo (J) (Tabela III. 3 e Figura III. 2). A master mix Specimen Control Size Ladder
tem como alvo multiplos genes e originam produtos de diversos tamanhos:
aproximadamente 100, 200, 300, 400, e 600 pares de bases. Esta master mix ¢ utilizada
para assegurar que a qualidade e a quantidade de DNA utilizado sdo adequadas para a
obtengao de resultados validos (Tabela III. 3).

Para cada um dos tubos A, B, C utilizaram-se amostras diferentes de DNA
isolado dos linfocitos NK, em duplicado (sendo a concentragdo indicada entre 100-400
pg/ml). Utilizou-se um controlo monoclonal (IVS-0004), um controlo policlonal (IVS-
0000) e um controlo negativo (agua). Para o tubo do Specimen Control Size Ladder
utilizaram-se amostras diferentes de DNA isolado das células NK, um controlo
monoclonal (IVS-0004), um controlo policlonal (IVS-0000) ¢ um controlo negativo
(agua).

Nos tubos A e B foram adicionados 0.45 pl de AmpliTaq Gold DNA polimerase
(Applied Biosystems) por reac¢do a cada master mix, ao tubo C e Specimen Control
Size Ladder foram adicionadas 0.25 pl de AmpliTaq Gold DNA polimerase por reac¢ao
a cada master mix. As amostras foram amplificadas num termociclador Biorad CFX
manager e o programa utilizado foi o seguinte:

Passo 1: 95°C - 7 minutos

Passo 2: 95°C - 45 segundos

Passo 3: 60°C - 45 segundos

Passo 4: 72°C - 90 segundos

Passo 5: repeticdo 34 vezes a partir do passo 2
Passo 6: 72°C - 10 minutos

Passo 7: 15°C sempre
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Differential Fluorescence Detection

Os primers utilizados estavam conjugados com fluorocromos (Tabela III. 3) que
produzem diferentes espectros de emissdo apds excitacdo por um laser, no aparelho de
electroforese capilar. Diferentes cores de fluorescéncia correspondem a diferentes
regides alvo. Para a deteccdo de fluorescéncia diferencial enviaram-se as amostras para
a empresa Stabvida. Os resultados foram analisados através do software Peak Scanner

version 1.0 (Applied Biosystems, USA).

Tabela I11.3- Regido alvo dos primers, cor e tamanho dos produtos esperados cada master
mix

Master Mix Controlo Tamanho produto
(nucleétidos)

Azul (JB2) Policlonal 240-285

TuboA VB +Ip1/2 Verde (JB1) Monoclonal 295

Policlonal 240-285
Tubo B VB +Jp2 Azul (JB2) Monoclonal 253

Azl (Jp2)  Policlonal  170-210 (DB2), 285 (DB1)
Tubo € DB+JBL2 e (Jp1)  Monoclonal 295

Specimen Control Size Multiplos

Azul Policlonal 100, 200, 300, 400, 600
Ladder genes

TUBO A: 23 VP primers + 6 Jp1 primers e 3 IP2 primers

VB Dp
-
Primers VP Frimers Jp
TUBO B: 23 VP primers + 4 IP2 primers
| IIE.
Primers Vp Primers Jp
TUBO C: 2 Dp primers + 13 IP primers
Primers Dp Primers Jp

Figura III. 2 - Representacdo simplificada do gene do TCR rearranjado, com os primers utilizados nas
master mixes dos tubos A, B e C e as fluorescéncias emitidas (primer Reverse: azul e verde).
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Avaliacao da pureza dos linfécitos NK isolados por técnicas magnéticas

ApOs o processo de separagdo imunomagnética dos linfocitos NK, foi
determinado o nivel de pureza por citometria de fluxo.

Primeiro avaliou-se a pureza no total de células isoladas (Figura IV. 1A).

Como controlo negativo foi utilizado um anticorpo irrelevante, que nao
apresenta especificidade para nenhuma proteina humana e permite determinar a
fluorescéncia basal emitida, padronizando o limite acima do qual os sinais de
fluorescéncia sdo interpretados como positivos ou verdadeiros e ndo apenas ligagdes
ndo especificas.

Para determinagao da percentagem de pureza dos linfocitos NK na totalidade dos
eventos definiram-se os quadrantes, tendo-se verificado valores de pureza (CD56+CD3-
) 94.7%+7.5% (média £SD, n=5). Em média obteve-se 4.7%+7.7% de linfocitos CD56-
CD3- e apenas 0.5%+0.6% de linfocitos CD3+ (Figura IV.1 A).

Posteriormente analisaram-se os mesmos parametros de pureza dentro da regidao
dos linfécitos. Assim, os linfocitos isolados foram avaliados através de um grafico de de
pontos (dot plot), relativamente ao seu tamanho FS (Forward Scatter) e a complexidade
citoplasmatica e granulosidade SS (Side Scatter), delimitando uma regido denominada
R1 com as células de interesse, conforme ilustrado na Figura IV.1 B.

Para determinacdo da percentagem de pureza dos linfocitos NK na regido dos
linfocitos (R1) definiram-se os quadrantes, tendo-se verificado que em média se obteve
98.9%+0.7% (média = SD, n=5) de linfocitos CD56+CD3-, enquanto a percentagem de
linfécitos CD56-CD3- foi 0.9% +0.6% e de linfocitos CD3+ foi apenas 0.1%=* 0.2%
(Figura IV.1 B).

Na Tabela IV.1. estdo representadas as percentagens de linfocitos CD3+

contaminantes, obtidos nas diferentes experiéncias.
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Figura 1V. 1 - Determinacdo do grau
de pureza dos linfocitos NK isolados
por técnicas magnéticas. A) Grafico de
densidade onde estdo representados o
controlo negativo e a percentagem de
linfécitos NK isolados (na totalidade de
eventos, ou seja sem regido). B) Grafico
de pontos (dot plof) com delimitagdo da
regido de linfocitos de interesse, R1, e
grafico de densidade onde estdo
representados o controlo negativo e a
percentagem de linfocitos NK isolados
(na regido R1). Os graficos
apresentados correspondem a uma
experiéncia representativa, de um total
de 5 experiéncias.
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Tabela IV.1 Percentagem de linfocitos CD3+ (marcacgio extracelular) apds isolamento dos

linfocitos NK.

Experiéncias

Exp.1

| Exp.2

Exp.3

'Exp. 4

Exp.5

% Linfécitos CD3+
(naR1)

0.6

0.1

Nota: Na Exp. 1 foi realizada apenas uma seleccdo negativa CD3+; nas restantes experiéncias dupla

deplecdo CD3+.

Os anticorpos anti-CD3 utilizados na marcacio para citometria reconhecem um

epitopo diferente do anticorpo anti-CD3 acoplado as esferas magnéticas.

Para averiguar a capacidade dos clones de anticorpos anti-CD3 humanos

utilizados (UCHT-1 e BW265/56) em detectar linfocitos CD3+ isolados ap6s marcacao

das células com esferas imunomagnéticas, procedemos a marcacao extracelular de

linfécitos CD3+ recuperados da coluna LD.
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Na Figura IV. 2 podemos observar que o clone BW256/56 marca a populacao de
linfétitos CD3+ com elevada intensidade e perfeitamente separada do controlo negativo.
O mesmo foi observado para o clone UCHT-1 (ndo mostrado), indicando que ambos os
anticorpos utilizados detectam um epitopo CD3 diferente do epitopo reconhecido pelo

anticorpo utilizado nas esferas magnéticas (Figura IV.2).

1023

0.1% 0.1%, 14.2%

FS
IRR-PE
CD3-PE

14.7% % 12% 1%

1023

SS

CD56-Alexa 488

Figura IV. 2 - Analise da capacidade do clone de anticorpos anti-CD3 humano BW265/56 em detectar linfocitos
CD3+ isolados apds marcagdo das células com esferas imunomagnéticas (marcacéo extracelular). Grafico de pontos
(dot plot) com delimitag@o da regido de linfécitos de interesse, R1, e grafico de densidade onde estdo representados o
controlo negativo e a percentagem de linfocitos CD3+ isolados (na regido R1).

Expressao de TCR e CD3 em linfécitos NK ap6s purificacio imunomagnética

A pureza dos linfocitos NK foi também determinada apds marcag¢do dupla
TCRPB/CD56 e CD3/CD56 quer a nivel extracelular quer a nivel intracelular. Como
controlo positivo da permeabilizagdo (na marcagdo intracelular) utilizou-se o anticorpo
anti-Bcl2, e como controlo negativo o anticorpo irrelevante.

Para a marcagdo extracelular, apos delimitagdo da regido dos linfocitos de
interesse (R1) verificou-se que a percentagem de linfocitos TCRB+ foi de 0.3%, de
CD3+ foi de 0.1% e de Bcl2 foi de 1% (Figura IV. 3).

Para a marcagdo intracelular definiu-se também a regido dos linfécitos a
analisar, regido R1 (Figura IV. 4). A percentagem de marcagdo da proteina intracelular
Bcl2 (controlo positivo) foi de aproximadamente 86.5%, enquanto que a percentagem
de TCRpP intracelular foi 0.1%. A percentagem de CD3 intracelular foi de
aproximadamente 10.6%, sendo cerca de 2% de CD3high e de 8.6% CD3low (Figura
IV.4).
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Figura IV. 3 - Expressdo extracelular de TCRB e CD3 em linfocitos NK purificados. Os linfocitos NK foram
isolados por separagdo imunomagnética e marcados para citometria de fluxo — marcacdo extracelular (ver Material e
Meétodos). Os graficos de densidade estdo todos analisados na regido R1.
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Figura IV. 4 - Expressdo intracelular de TCR e CD3 em linfocitos NK purificados. Os linfocitos NK foram isolados
por separa¢do imunomagnética e marcados para citometria de fluxo — marcagao intracelular (ver Material e Métodos).
Os graficos de densidade estdo todos analisados na regido R1.

Expressao de mRNA do CD56, TCRf e GAPDH por PCR

Ap6s a obtengao de linfocitos NK isolou-se o0 RNA Total. O rendimento obtido
foi de 1.5+0.1 pg/10° linfocitos NK (média+DP, n=4).

51



CAPITULO IV. RESULTADOS

Por PCR determinou-se a expressao do mRNA do gene CD56, dos linfocitos NK
isolados e dos PBL (controlo positivo), comprovando-se que ambos os tipos celulares
expressam o gene CD56, através da visualizacdo de uma banda com aproximadamente
437 pb (Figura IV. 5). A banda obtida a partir do mRNA amplificado dos PBL
apresentou uma intensidade inferior relativamente a dos linfocitos NK.

Conforme esperado, constatou-se a expressao TCR[3 nos PBL (controlo positivo)
verificando-se uma banda com cerca de 139 pb, correspondente ao tamanho do
segmento do cDNA do TCRp amplificado.

No branco (sem cDNA) e no controlo negativo HepG2 nao se verificou qualquer
amplificacdo. No controlo negativo U251 observou-se uma banda mas com cerca de
450 pb, que corresponde a amplificagdo do DNA (uma vez que o RNA utilizado
apresentava contaminagdo com DNA).

Nos linfocitos NK isolados, contrariamente ao esperado, verificou que
expressavam mRNA do gene TCRp, visualizando-se uma banda de 139 pb, com
tamanho igual ao segmento do gene TCRp (Figura IV. 5 e Figura III-1).

Conforme expectavel constatou-se a expressao de GAPDH, obtendo-se uma
banda com cerca de 101 pb, para todos os tipos celulares (Figura IV. 5).

Estes resultados obtidos foram concordantes em todas as experiéncias
efectuadas, tendo-se sempre constatado a expressdo do mRNA do TCRJ dos linfocitos

NK isolados (Tabela IV.2).

CcD56 TCRp GAPDH
o (Y] (o]
S -0 - 0
c

¥xax SR S3avl &

SZozZmoTrIazoTa

437 pb

139 pb
101 pb

Figura IV. 5 — Expressdao de mRNA de CD56, TCRB ¢ GAPDH, nos diferentes tipos celulares. As linhas celulares
HepG2 e U251 foram utilizadas como controlos negativos, e os PBL como controlo positivo.
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Tabela IV.2 - Amplificacao do segmento do mRNA do TCRp e CD56 dos linfécitos NK
isolados.

Experiéncias Exp.1 Exp.-2 Exp.3 Exp.4
Expressdo de mRNA CD56 + + + +
Expressdo de mRNA TCRf + + + +

Sequenciacido da regiao TCRp amplificada nos linfocitos NK

Através da sequenciagdo da regido do TCRp amplificada a partir do cDNA dos
linfécitos NK, pretendia-se confirmar se a banda com 139 bp obtida, correspondia de
facto ao segmento da regido constante (C1) do gene TCRp.

Os resultados da sequenciagdo efectuada em ambas as cadeias encontram-se
representados na Figura IV. 6.

Os nucledtidos nao identificados “N” foram determinados a partir da cadeia
complementar. Apos a obtencao da sequéncia completa, comparou-se com a sequéncia
da regido constante retirada da base de dados do NCBI e através do programa BLAST
efectuou-se o alinhamento das sequéncias.

Os resultados da sequenciagdo comprovaram a totalidade de concordancia nas
sequéncias, i.e. 139/139 pb (ou seja 100%), confirmando-se que o segmento
amplificado com 139 pb a partir dos linfocitos NK isolados, corresponde ao segmento

do cDNA do gene TCRp (Figura IV. 7).

Cadeia Forward

50 100
T IHINHIN H HRGH FIGCIN IPT CINCTIG B O HCCTGCACGE ACG A COTIGTATGCTCTCCTRGTOAGCGOCCTICTC TTG TCGUATCETIALG TN 24/CG ITTTCTG2A

Ao ok

Cadeia Reverse
JENH JHHH RN EH GOOT TGH HEEACAGCATAC A TEOC CT IO TG MGG T A TG wEG TCC TGO AG WA GG OO T T 2 AT GG 2 A NG MG 2 GG TTTCTG

il

Figura IV. 6 - Sequenciagao do produto TCRf amplificado a partir de cDNA de linfocitos NK isolados. Resultados
obtidos através do software Chromas relativos a sequenciacdo das cadeias Forward e Reverse do segmento
amplificado (com 139 pb) dos linfécitos NK (ver Material e Métodos).
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>1cl1]16485
Length=139
Score = 257 bits (139), Expect = 4e-74
Identities = 139/139 (100%), Gaps = 0/139 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 CTTTACCTCGGTGTCCTACCAGCAAGGGGTCCTGTCTGCCACCATCCTCTATGAGATCCT 60
LEERRRREERR ettt e e e et e e et et et
Sbjct 1 CTTTACCTCGGTGTCCTACCAGCAAGGGGTCCTGTCTGCCACCATCCTCTATGAGATCCT 60
Query 61  GCTAGGGAAGGCCACCCTGTATGCTGTGCTGGTCAGCGCCCTTGTGTTGATGGCCATGGT 120
FEERRREEERRE e et e e et e e e e el
Sbjct 61  GCTAGGGAAGGCCACCCTGTATGCTGTGCTGGTCAGCGCCCTTGTGTTGATGGCCATGGT 120
Query 121 CAAGAGAAAGGATTTCTGA 139
(ARRRRNRRRRNRRNNNNY
Sbjct 121 CAAGAGAAAGGATTTCTGA 139

Figura IV. 7 - Alinhamento entre o segmento de 139 pb amplificado dos linfocitos NK isolados e do segmento da
regido constante do gene TCRJ, obtida através do banco de dados do NCBI.

Rearranjos do gene TCRp

A determinagdo dos rearranjos do TCRp foi realizada com o intuito de se
verificar a as células pertenciam a uma populacdo monoclonal, oligoclonal ou
policlonal.

Nas experiéncias realizadas obtiveram-se diferentes concentragdes de DNA,
conforme referido na Tabela IV. 3. A quantidade de linfocitos NK isolados em duas

experiéncias (Exp. 3 e 5) ndo foi suficiente para efectuar-se o isolamento de DNA.

Tabela IV. 3 Concentracao de DNA extraido dos linfocitos NK, nas diferentes experiéncias

realizadas.

Experiéncias Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 | Exp. 4 | Exp. 5

Concentracio de DNA 98 ng/ul 114 ng/ul - 400 ng/pl -

Os resultados obtidos para o tubo Specimen Control Size Ladder permitiram
assegurar que a quantidade e qualidade do DNA era suficiente para obtencdo de
resultados validos, tendo-se verificando picos com aproximadamente 100, 200, 300 e
400 pb (ndo mostrado). Contudo, apenas a partir de uma das experiéncias realizadas
(Exp. 4) foi possivel verificar-se que, a populacdo de linfocitos NK isolados parecia
corresponder a uma populacao oligoclonal (Figura IV. 8C), observando-se diversos
picos com 170-210 pb e 285-385 pb mas que, ndo apresentavam uma distribui¢do

gaussiana, conforme observado no controlo positivo policlonal (Figura IV. 7 B).
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Os resultados obtidos em duas das experiéncias (Exp. 1 e 2) realizadas nao
foram conclusivos, relativamente ao tipo de populagdo (monoclonal, oligoclonal ou
policlonal) a que pertenciam os linfocitos NK isolados (Tabela IV. 4). O que podera ter
sido devido a um problema de sensibilidade, uma vez que a quantidade de DNA isolado
nestas duas experiéncias foi bastante inferior a concentragao obtida na Exp. 4 (Tabela
IV. 3), correspondendo praticamente a concentragio minima recomendada para

realizacdo do experiéncia (100 ng/pl).

A}

2495 ph
B}

170-210 ph 285-325 ph
C)
|
x N
kel 'A...I:I-'.i-.c.-.-' y - 'm-.\u.“-.'-l'. “ Iﬁ-.«-—.
170-210 ph 285-325 ph

Figura IV. 8 Rearranjos do gene TCRp, ilustrando a distribui¢do dos diferentes comprimentos CDR3.
Padrao de picos obtido apds amplificagdo de DNA utilizando a master mix C (ver Materiais ¢ Métodos).
No grafico A) esté representado o controlo positivo monoclonal (verificando-se apenas um pico nos 295
pb), no grafico B) o controlo positivo policlonal (curva gaussiana 170-210 pb e 285-385 pb) e no grafico
C) esta representado o resultado dos rearranjos obtidos dos linfocitos NK isolados (Exp. 4). As setas
indicam determinadas populagdes que estdo mais representadas.

Tabela IV. 4 Rearranjos do gene TCRp nos linfécitos NK

Experiéncias Exp.1 Exp.2 Exp.4

Nao Nao +

Rearranjos do TCRR detectados detectados oligoclonal?
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CAPITULO V. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os linfécitos NK sdo tradicionalmente caracterizados por expressarem CDS56
e/ou CD16 e ndo expressarem o complexo TCR-CD3 ou apresentarem rearranjos do
gene TCR. O mecanismo de citotoxicidade destes linfocitos ¢ semelhante aos linfocitos
T CD8+ citotoxicos (CTL) (i.e. através da utilizacdo de perforina e granzima) e, assim
como os CTL e linfocitos T CD4+ Thl, secretam interferdo y (151). Para além destas
caracteristicas funcionais partilham com os linfocitos T, em particular com os linfocitos
T TCRyd e linfocitos T CD8+ activados, diversos antigénios de superficie. As
semelhancas fenotipicas entre as duas populagdes originaram a hipotese de que o
desenvolvimento destes linfocitos poderia estar relacionado e que poderiam partilhar um
precursor comum (5, 217).

No entanto, os rearranjos do gene TCRf tém sido descritos como o passo de
comprometimento irreversivel com a linhagem T e nunca foram detectados rearranjos
deste gene em linfocitos NK. Pelo contrario, foram descritos rearranjos do TCRy (160),
assim como transcri¢ao da linhagem germinal do TCR 3 e 6 em linfocitos NK de Ratos
e Humanos (208-210).

No seguimento destes estudos o objectivo deste trabalho foi estudar os rearranjos
do TCRp e a expressdo em linfocitos NK de dadores saudaveis.

Apds o isolamento dos linfocitos NK e marcacdo extracelular obteve-se uma
elevada percentagem de pureza de linfécitos NK, e uma percentagem de linfocitos T
CD3+ contaminantes muito baixa ou nula. Esta baixa percentagem ndo se deve a um
hipotético “encobrimento” do epitopo da molécula CD3 uma vez que, através da
marcagdo extracelular com anticorpos anti-CD3 verificou-se que os clones BW256/56 e
UCHT-1 (n2o mostrado) marcam a populagdo de linfocitos CD3+ com elevada
intensidade e separada do controlo negativo, indicando que ambos detectam um epitopo
CD3 diferente do epitopo reconhecido pelo anticorpo utilizado nas esferas magnéticas.

A determinagao da pureza dos linfocitos NK isolados, por marcagdo extracelular
TCRB/CD56 também revelou uma baixa percentagem de células TCRB+ (0.3%). Apods
marcacdo intracelular a percentagem de células TCRB+ obtida foi também muito baixa
(0.1%). No entanto para os linfocitos CD3+ obteve-se aproximadamente 10.6%, sendo
cerca de 2% CD3high e 8.6% CD3low. Esta diferenca entre a percentagem de proteina

CD3 extracelular e intracelular podera dever-se a presenga de subunidades CD3g

56



CAPITULO V. DISCUSSAO E CONCLUSAO

intracelulares em linfocitos NK, conforme descrito em diversos estudos, tendo sido
inicialmente demonstrado que CD3( e FceRIy estavam presentes nos linfocitos NK
humanos (211, 212, 157) e mais tarde foi descrita a expressdo das subunidades y, € e
do CD3. No entanto, ao contrario dos linfocitos T, a expressdao de CD3 ¢ restrita ao
citoplasma e regulada durante o desenvolvimento. Em Humanos, as subunidades
CD3yed foram detectadas em clones de linfocitos NK derivados do figado fetal e timo, e
linfécitos NK do sangue periférico aparentemente apenas expressam CD3g a superficie,
ap6s activacao (152, 213). Em Ratinhos a expressdao de CD3e também parece estar
limitada a linfécitos NK activados in vitro (214). Adicionalmente foi também
demonstrado que os linfocitos NK avidrios expressam CD3g intracitoplasmatico. Assim,
de acordo com estes resultados concluiram que os linfocitos T e NK humanos derivam
de um precursor bipotente comum que expressa CD3¢ intracitoplasmatico durante o
desenvolvimento (213).

Recentemente Smedt et al também reportaram a deteccdo de cerca de 3-5% de
linfocitos NK com CD3 citoplasmatico, isolados do sangue periférico e demonstraram
que linfocitos NK com CD3+ citoplasmatico poderdo ser originados de células
progenitoras que recebem sinalizagdo Notch/DL (Delta-/ike) nos estadios iniciais do seu
desenvolvimento (215). Adicionalmente estudos sugerem que os linfocitos NK que
expressam CD3¢ + citoplasmadtico sdo caracteristicos de diversos linfomas (216).

Assim, a presenca de linfocitos NK que expressam CD3 citoplasmatico,
nomeadamente isolados do sangue periférico de Humanos, estd descrita em diversos
estudos e poderd explicar as diferengas entre as percentagens de CD3 obtidas apds
marcagao intracelular e extracelular que obtivemos (215).

Depois de isolados os linfocitos NK, comprovou-se, conforme esperado, a
expressio de mRNA do CD56 por PCR. No entanto, contrariamente ao expectavel,
também foi detectada a expressdo de mRNA do TCRf nos linfocitos NK, confirmando-
se apoOs sequenciagdo que correspondia ao segmento do gene TCRJ, verificando 100%
de similaridades. Em todas as experiéncias realizadas a expressdo de mRNA do TCRf
foi detectada, nos linfocitos NK isolados. Estes resultados sugerem que nestes linfocitos
NK, o gene TCRJ encontra-se rearranjado, pois s6 assim seria possivel a sua transcri¢ao
para RNA.

O rearranjo do TCRPB em linfocitos NK até ao momento ainda nio foi

confirmado por nenhum estudo. No entanto Veinotte et al/ demonstraram que
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aproximadamente 5% dos linfocitos NK do baco de Ratinhos neonatais ¢ 1% em
adultos, apresentam o gene TCRy rearranjado, sendo detectados niveis semelhantes em
Ratinhos TCRBS duplos knockout (excluindo a possibilidade de contaminagdes), este
grupo concluiu que o mais provavel € que estes linfocitos NK TCRy+ sejam originados
de precursores de linfocitos T DN2 uma vez que € neste estadio que se inicia o rearranjo
do gene TCRy (160, 217). Os rearranjos dos genes TCRy e & ocorrem pelo menos um
estadio antes do gene TCRP e de acordo com o estudo de Veinotte et a/ ndo foram
detectados rearranjos do gene TCRP em linfocitos NK, sendo geralmente aceite que
uma vez rearranjados ambos os genes TCRy e 6 ou o gene TCRP dos timocitos, estes
tornem-se comprometidos para a linhagem T e perdem o potencial NK. Estes resultados
também contestam a suposi¢do comum, que os rearranjos do gene TCR marcam o
comprometimento irreversivel dos linfocitos com a linhagem T, uma vez que poderao
ser originados linfocitos NK apds a recombinagdo VI (160).

No seguimento da observagdo de que o gene do TCRp se encontra rearranjado
nos linfocitos NK isolados, pretendeu-se através da determinagdo dos rearranjos,
identificar se pertenciam a populac¢des policlonais, oligoclonais ou monoclonais, uma
vez que cada rearranjo VDJ ¢ tnico e os rearranjos do gene do TCR originam produtos
com sequéncia e tamanhos uUnicos. Quando o DNA de uma populacdo policlonal ¢
amplificado utilizando primers que amplificam na regido V-J, ¢ originada uma curva de
distribuicdo Gaussiana de produtos de amplificagdo com tamanhos esperados, esta curva
reflecte uma populacao heterogénea de rearranjos V-J. Para uma populagdo monoclonal
o resultado ¢ a amplificacdo de um ou dois produtos. A utilizacdo de diversos primers,
tendo como alvo diferentes regides da regido VDI, possibilita a identificagdo da maioria
dos rearranjos clonais, uma vez que os genes dos TCR sdo polimorficos, utilizando uma
unica sequéncia de primers seria dificil amplificar todos os segmentos conservados da
regido VDIJ. Através da verificacdo dos rearranjos foi possivel constatar que, em pelo
menos uma das experiéncias, os linfocitos NK pertenciam a uma populacao oligoclonal,
visualizando-se alguns picos com 170-210 pb e 285-385 pb mas estes ndo
representavam uma curva gaussiana. Provavelmente devido a um problema de
sensibilidade nao foi possivel determinar o tipo de populagdo a que pertenciam os
linfocitos NK isolados em duas das experiéncias, nas quais a quantidade de DNA
isolado foi correspondente a quantidade minima recomendada para a realizagdo da

experiéncia.
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O reportorio de receptores expressos pelos linfocitos T e NK dificulta a distingao
entre os dois tipos celulares. No entanto, actualmente os rearranjos do gene TCRf sao
considerados a marca hereditaria, irreversivel e o marcador clonal em todos os
descendentes dos linfocitos T, mesmo daqueles que adquirem receptores NK apos
activacdo, sendo para muitos investigadores a Unica distingdo entre as populacdes
celulares (166).

Estudos recentes referem que os linfécitos T do sangue do corddao umbilical e
dos hepatocitos apos estimulados com IL-15 poderdo expressar os receptores NCRs,
como NKp46 que se pensava inicialmente serem restritos dos linfocitos NK (6, 199).

Apesar de serem necessarios mais estudos, a deteccdo da expressao de mRNA
do TCRP em linfécitos NK podera desafiar a convicgdo de que os rearranjos do gene

TCRp representam a verdadeira distingdo entre os linfocitos T e NK.
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