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“How many times must a man look up

before he can see the sky?

The answer, my friend, is blowin' in the wind”

Bob Dylan, Blowin' in the wind, 1963
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Resumo

O controlo de respostas imunes patologicas (autoimunidade, alergia, rejeicdo de
transplantes) tem sido um dos principais objectivos dos imunologistas. Apesar dos avangos
recentes, a maioria dos tratamentos actuais ainda procura diminuir a imunidade e inflamagao
em vez de reestabelecer o estado saudavel da tolerancia imunolégica.

Recentemente mostrou-se, em estudos animais, que uma subpopulacdo de células T, as
células T reguladoras (Treg) podem suprimir respostas imunes especificas para antigénio
levando a um estado de tolerancia. O racio entre estas células e as células agressivas tem sido
associado ao desenvolvimento ou prevengdo de doengas imunitarias.

O objectivo deste trabalho ¢ testar a hipotese que o tratamento de um modelo animal de
asma alérgica com a administragdo de anticorpo monoclonal nao depletante anti-CD4, conduz
a tolerancia através da indugdo de células Treg Foxp3", ou em alternativa pela eliminacio de
células agressivas especificas para o alergénio.

Os nossos resultados in vivo mostram que o tratamento com anti-CD4 quer nos modelos de
asma alérgica, quer em animais DO11.10 Rag'/', parece levar a uma eliminagdo de células
agressivas especificas para o alergénio. No entanto, o uso de anti-CD4 in vitro, tal como a
activacdo in vitro com baixas concentragdes de antigénio, leva a indugdo de células Treg.
Estes dados sugerem que a activacao de células T em condigdes suboptimas conduz a indugéo
de células Treg.

Os resultados mostram que o tratamento de modelos animais de asma alérgica com o
anticorpo monoclonal ndo depletante anti-CD4 previne o desenvolvimento das manifestacdes
de doenga, caracteristicas de uma resposta Th2 patologica. No entanto, embora se pudesse
pensar, com base nos estudos in vitro, que esta prevencdo se devesse a indugdo de tolerancia
pela conversio de células Treg Foxp3", os resultados sugerem que o estado de tolerancia se
deve predominantemente a reducdo do numero de células agressivas especificas para o

alergénio.
Palavras-chave

Tolerancia; Células T reguladoras; Anticorpos monoclonais; Eliminacdo de células

agressivas; Alergia.
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Abstract

The control of immune responses causing pathology (autoimmunity, allergy, transplant
rejection) has been one of the main objectives of immunology. Despite recent advances, most
current treatments still aim to downmodulate immunity and inflammation, rather than to re-
establish the healthy state of immunological tolerance.

In recent years, animal studies have shown that a subpopulation of T cells named regulatory
(Treg) can suppress antigen-specific immune responses leading to a state of tolerance. The
balance between aggressive T cells and Treg has been implicated in the control of
autoimmunity, allergy and transplant rejection.

The objective of this work is to test the hypothesis that treatment of an animal model of
allergic airways disease with anti-CD4 monoclonal antibody will lead to tolerance through the
induction of Foxp3" Treg cells or, alternatively, through the elimination of aggressive
allergen-specific cells.

Our results show that treatment with anti-CD4 monoclonal antibody of mouse models of
allergic asthma, as well as treatment of DO11.10 Rag”™ mice, seems to preferentially eliminate
allergen-specific aggressive T cells. In addition, in vitro studies have shown that suboptimal T
cell activation, either in the presence of the therapeutic monoclonal antibody or with low
concentrations of allergen, leads to Treg induction. Our in vivo experiments demonstrate that
treatment with anti-CD4 monoclonal antibody prevents the manifestations of allergic disease,
typical of a pathologic Th2 response. Although we may thought that this amelioration of the
disease would result from Treg conversion, our data suggest that the state of tolerance is
primarily due to a reduction of the number of aggressive cells rather than Foxp3™ Treg cell

induction.

Key-Words

Tolerance; Regulatory T cells; Monoclonal antibody; Elimination of aggressive cells;

Allergy.
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Introducao

O sistema imunitdario

Todos os seres vivos estdo continuamente expostos a agressoes vindas do seu ambiente. Na
maioria destes, 0 mecanismo de resposta a infeccoes e danos celulares fica a cargo da
imunidade inata. A imunidade inata utiliza receptores codificados no genoma que reconhecem
padrdes moleculares comuns a diferentes patogénios'. Os vertebrados superiores, para além
da imunidade inata, possuem também imunidade adquirida. As células fundamentais da
imunidade adquirida sdo os linfocitos. Os linfocitos B segregam anticorpos, os linfocitos T
CDS8" ligam-se directamente as células alvos, matando-as através de granzimas e perforina,
enquanto os linfocitos T CD4" orquestram e mobilizam outras células para os seus alvos
através da produgio de citocinas™.

Com base em ensaios funcionais e estudos de expressdo proteica, as células T CD4" foram
inicialmente divididas em dois grupos, Thl e Th2, desempenhando fun¢des diferentes na
defesa do organismo e segregando diferentes grupos de citocinas, para além das ThO — células
naives percursoras ndo diferenciadas. As células Thl caracterizam-se por expressarem o
factor de transcri¢do T-bet, produzindo interferdo gama (IFN-y) e factor de necrose tumoral
alfa (TNF-a)). Desempenham um papel fundamental na estimulagdo da fagocitose e na defesa
contra microorganismos intracelulares. As células Th2 expressam o factor de transcrigdo
Gata-3 produzindo interleucina 4 (IL-4), IL-5 e IL-13 e tém um papel importante na defesa
contra parasitas extracelulares”™. Recentemente, com a descoberta de células T CD4" que
produzem IL-17, sentiu-se a necessidade de alargar o grupo das células T auxiliares,
designando-se estas ultimas como Th17. Estas células caracterizam-se também por expressar
um factor de transcricao especifico — o RORyt — e sdo importantes na defesa contra bactérias
extracelulares™"”.

No entanto, os linfocitos, apesar da sua ac¢do na defesa do organismo, podem ser também
causadores de doengas, como a alergia e a autoimunidade. Enquanto as células Thl e Th17
podem mediar doencas autoimunes e inflamatorias, as células Th2 estdo associadas a alergia e
asma’.

O controlo das repostas imunitarias patologicas tem sido um dos principais objectivos dos
imunologistas. Nos tltimos anos, um outro subtipo de células T CD4" designadas células T
reguladoras (Treg) tornou-se um dos principais alvos de investigacdo, uma vez que se revelou
eficiente na prevencdo de doencas de base imunoldgica e na manutengdo do estado de
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tolerancia imune, isto €, o estado em que o sistema imunitario ndo responde a antigénios’.



Células T reguladoras naturais

Durante a maturacdo dos linfocitos T no timo, os timodcitos expressam uma grande
diversidade de receptores de antigénio de células T (TCR). Apenas as células que expressam
TCRs que reconhecem com moderada afinidade péptidos do proprio associados ao complexo
maior de histocompatibilidade (MHC) se podem diferenciar em linfocitos maturos, num
processo chamado de seleccao positiva. As células cujos TCRs ndo se liguem ou liguem com
demasiada afinidade sdo levadas a morte celular programada (morte por negligéncia ou por
seleccdo negativa, respectivamente) .

Durante a selecgio timica, forma-se uma subpopulacio de células T reguladoras CD4" que é
altamente especializada na supressdo das células T autorreactivas que escapam a seleccdo
negativa. Uma deficiéncia nesta populacdo (numero ou funcdo) leva ao aparecimento de
doencas autoimunes e outras doencas inflamatérias em seres humanos e outros animais’. Esta
populacdo expressa constitutivamente o factor de transcri¢do foxp3, um gene chave no seu
desenvolvimento e funcdo” . A maioria das células Treg expressa também constitutivamente
a molécula CD25 (cadeia o do receptor de IL-2)'". No entanto, todas as células T expressam
transitoriamente CD25 apés a sua activagdo. Evidéncias sugerem que o CD25 ndo é apenas
um marcador para o estado de activagdo cronica das Treg mas sim uma molécula crucial para
a sua geragao, sobrevivéncia e funcdo’.

Em ratinhos deficientes em linfocitos, a transferéncia de uma suspensao de células T CD25
leva ao aparecimento de varias doengas autoimunes enquanto que a transferéncia
concomitante de células CD4"CD25" previne o desenvolvimento destas doencas''. Ratinhos
deficientes em Foxp3, tal como os seres humanos com o mesmo defeito, sdo desprovidos de
células Treg e desenvolvem doencas inflamatérias que os conduzem a morte prematura’ ',
Este sindrome pode ser prevenido, em animais experimentais, pela transferéncia de Treg de
outros animais’ ou pela transdugdo retroviral de células CD4"CD25™ com foxp3*'’. Assim, a
tolerancia periférica ao proprio ¢ mantida por células Treg CD4 CD25 Foxp3" que suprimem
activamente a activacdo e expansdo de populagdes potencialmente patogénicas, reactivas
contra o proprio, que se encontram normalmente presentes no sistema imunitario’.

As células transduzidas com foxp3 deixam de produzir IL-2 (citocina que promove a
proliferacdo das células T) mas passam a expressar moléculas associadas com as células Treg
como o CD25, o CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4) ¢ o GITR
(glucocorticoid-inducible tumor necrosis factor receptor family-related gene)'. O Foxp3
mostra assim ser um gene “mestre” do controlo do desenvolvimento e fun¢do das células Treg

CD4'CD25" naturais, indicando também que o desenvolvimento natural destas é em parte



geneticamente programado’. Nota-se também um paralelo com outras populagdes de células
CD4" como as Thl, Th2 e Thl7 cuja diferenciacio é controlada por um gene “mestre”,

respectivamente T-bet, Gata-3 e RORyt.

Geragado de células T reguladoras

Os animais com TCR transgénico e deficientes para o gene Rag sdo ideais para o estudo da
geracao de células Treg. Estes animais nao conseguem produzir TCRs funcionais a partir dos
seus genes e, como tal, todas as células T expressam apenas o transgene nelas inserido. O
desenvolvimento no timo sem a presenga de um ligando apropriado resulta numa populagio
de células T exclusivamente Foxp3 negativas'’. E assim possivel seguir a conversio de
células T CD4'Foxp3™ em células Treg sem haver interferéncia da expansdo de Treg pré-
existentes.

Varios laboratorios apresentaram resultados de indugdo de Treg sob condic¢des
“tolerogénicas”, utilizando diferentes modelos animais bem como diferentes técnicas de
indugdo. Um modelo amplamente utilizado ¢ o ratinho transgénico com TCR especifico para
ovalbumina (OVA) de galinha no fundo genético RAG™. In vitro obteve-se a conversio de
células T Foxp3™ em Foxp3" pela adicdio de TGF-B (transforming growth factor beta) as
culturas'” ou pela activagdo das células T com uma baixa concentragio de péptido'”. Neste
ultimo ¢ de notar que as células B sdo melhores a promover esta conversdo do que as células
dendriticas (DC), as células apresentadoras de antigénio (APC) por exceléncia. E provavel
que o facto de as células B ndo serem capazes de fornecer toda a sinalizacdo de co-
estimulagdo e consequentemente uma activacdo tdo potente quanto as DCs influencie esta
observagdo'”. In vivo ¢ possivel induzir tolerancia oral a OVA, fornecendo-a na 4gua de
beber. Esta tolerdncia ¢ acompanhada pela formagio de células Foxp3™'®. Recentemente,
também neste modelo, foi descrito o papel do acido retinoico (RA) na indugdo de células
Foxp3". Sendo um composto produzido por DCs, foi descrito que a adi¢do de RA a culturas
com TGF-B aumenta a percentagem e a estabilidade de células que sdo convertidas em
Foxp3™".

O modelo de TCR especifico para antigénios especificos do macho em fundo genético de
RAG™ foi utilizado para documentar o uso de anticorpos monoclonais (mAb — do inglés
monoclonal antibody) na indugdo de células Treg em transplantes. Fémeas de ratinho foram
transplantadas com pele de machos singénicos e tratados com anti-CD4 ou anti-CD40L
(CD154)"*"”. Em ambos os casos se observou a indugio de tolerancia ao transplante associada

ao aparecimento de células Treg. In vitro, a estimulagdo com DCs na presenga de anti-CD4



mADb levou a indugdo de células Treg que expressam Foxp3 tal como observado in vivo™. Na
mesma estirpe demonstrou-se que a exposi¢do a um ligando peptidico alterado também leva a
geragdo periférica de Treg e tolerdncia dominante ao transplante’’ . Também neste modelo
animal se verificou que o TGF-f ¢ importante para a indugdo de Treg, tanto in vivo como in
vitro, pois a indugdo das células Treg deixa de se verificar na presenga de mAb neutralizante
anti-TGF-p”’.

Viérias experiéncias in vivo confirmaram a importancia da persisténcia do antigénio no
sistema para a indugdo de Treg. Em ratinhos com o TCR transgénico para a Hemaglutinina
(proteina expressa na capside do virus /nfluenza) esta persisténcia foi conseguida utilizando
mini-bombas osmoticas de péptido (libertam pequenas quantidades de péptido em periodos de
tempo pré-determinados)”” ou o uso do anticorpo anti-DEC205 em fusdo molecular com o
péptido (esta fusdo leva o péptido directamente as DCs e permite maior vida média em
circulagdo)”’. No modelo de TCR especifico para antigénios especificos do macho também se
verifica a importancia da persisténcia do antigénio. Neste modelo, células de fémea foram
transferidas para um macho Rag'/ " onde convivem permanentemente com o antigénio de
macho para o qual sdo especificas” .

A activacio de células T CD4 " naive com DCs imaturas, ou DCs expostas a reagentes que
impedem a sua total maturacio, parece também levar a inducdo de células reguladoras™.
Entre os reagentes que interferem com a maturacdo das DCs encontram-se a IL-10"°, 10,25~
dihidroxivitamina D3 (vitamina D3)*” ou LF 15-0195.

Para além da populagio CD4 CD25 Foxp3" foi também descrita uma populagdo reguladora
produtora de IL-10 e Foxp3™ que é designada de Trl. Esta populacdo forma-se na periferia
com estimulagdo antigénica num meio rico em IL-10 e parece caracterizar-se pela expressao
do factor de transcricio ROG™.

Foi recentemente proposto que a inducdo periférica de Treg devera depender das condigdes
em que se da a activacdo das células naive a semelhanca dos fendmenos que acontecem no
timo™". O reconhecimento do antigénio no timo com bastante avidez leva a formacdo de Treg.
No entanto, a partir de um limiar de activacdo, os timocitos sofrem seleccdo negativa e
consequente indugio de apoptose'”. Na periferia, se uma célula T encontrar o antigénio num
ambiente que promova a sua total activagdo, a célula sera convertida num dos seus fenotipos
agressivos para iniciar uma resposta imune. Se, pelo contrario, o ambiente for suboptimo para
activagdo, entdo o fendtipo adquirido sera regulador’’ (Figura 1A). De acordo com esta

hipdtese, uma baixa concentragdo de péptido, um ligando do péptido alterado, DCs imaturas
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Figura 1: Activag@o subdptima para a inducdo periférica de células Treg. (A) A mesma célula com
TCR transgénico pode ser perifericamente convertida num fenotipo agressivo (Tg) ou regulador (Tgr)
conforme a sua activacgdo atinja o limiar critico (limiar de activagdo). (B) A activacdo em diversas

condi¢des subdptimas pode levar ao diferenciamento num fenétipo regulador Foxp3™.

ou moléculas que interferem com a sinapse imune (como os mAbs a-CD4 e a-CD40L) sdo
factores que contribuem para uma activagdo suboptima e consequente formagdo de Treg”
(Figura 1B).

O papel do TGF-B na conversdo de Treg pode dever-se a aumentar o limiar de activacao das
células T através da cascata Ca® -Calcineurina-NFAT"'**. A adi¢do de TGF-B inibe o influxo
de calcio levando a uma hipo-reactividade a estimulagdo. O knock-out do gene do TGF-p,

Tgfbl tem o efeito contrario (aumento do influxo de calcio e hiper-reactividade)’' .

Inducao de tolerancia dominante

Entende-se por tolerancia dominante o estado em que a tolerdncia imune ¢ activamente
mantida’. Este estado estd associado, tal como a sua manuten¢do, a ac¢do de células T
reguladoras geradas pelos varios processos acima descritos.

Este estado de tolerancia dominante ¢ qualitativamente diferente do estado de tolerancia
induzido em transplantes apds o desenvolvimento de quimerismo hematopoiético misto
(quando células hematopoiéticas do dador e do receptor coexistem apds transplante de medula
6ssea)’’. Quando ¢ utilizada medula 6ssea para induzir tolerdncia a orgdos, o estado de
tolerancia resultante ¢ recessivo, resultando da eliminacdo de células aloreactivas e ndo da
expansdo de células reguladoras’™. Noutros estudos verificou-se também que a tolerdncia
dominante depende do balango entre Treg e agressivas, sendo essencial na sua indug@o néo so6
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a expansdo de células Treg mas também a eliminacio de células agressivas’°.



Objectivos do trabalho

Este trabalho tem como objectivo testar a hipdtese de que o tratamento de um modelo
animal de asma alérgica com a administracdo de anticorpo monoclonal ndo depletante anti-
CD4, conduz a um estado de tolerancia através da indugdo de células Treg Foxp3', ou em
alternativa pela eliminacao de células agressivas.

Foram utilizados como modelos animais, ratinhos BALB/c em que apenas uma infima
percentagem das células responderd ao alergénio (OVA), e ratinhos DO11.10 em que a
maioria das células CD4" tem um TCR transgénico especifico para um péptido da OVA.

Utilizaram-se também animais DO11.10 Rag'/ " onde todas as suas células T CD4" tém o
receptor transgénico, ndo tendo células Treg, CD8" ou B. Consequentemente, nio
desenvolvem manifestacdes alérgicas por ndo produzirem anticorpos. No entanto, sdo uteis
para ensaios in vitro e in vivo onde se avalia o impacto da administracdo de mAb anti-CD4

ndo depletante na indugio de células Treg CD4" Foxp3".



Materiais € Métodos

Animais
Colonias de ratinhos DOll.lO.Ragl'/', DOI11.10 e BALB/c foram mantidas em condicdes
livres de patogénios (SPF) no biotério do Instituto Gulbenkian de Ciéncia. Os animais foram

utilizados entre as 6 e as 8 semanas de vida.

Sensibilizacdo

Cada animal recebeu, de acordo com o protocolo descrito no texto, por injeccdo intra
peritoneal (i.p.) uma solugao de 20 pg (BALB/c e DO1 1.10.Rag1'/') ou 10 pg (DO11.10) de
albumina do ovo (OVA, grade V; Sigma, St Louis, EUA), cujos vestigios de endotoxina
foram removidos com uma coluna DetoxyGel (Pierce, Rockford, EUA), suspensa em 2.0 mg
de hidréxido de aluminio livre de endotoxina (Alu-gel-S, Serva, Heidelberg, Alemanha). A
re-exposi¢ao intra-nasal ao alergénio foi feita com 50 pg de OVA em solucdo salina livre de

patogénios, em trés dias consecutivos, e o sacrificio feito 24 horas apos a ultima re-exposicao.

Anticorpos e reagentes

O anticorpo monoclonal anti-CD4 (YTS177) ndo depletante’” foi purificado a partir do
sobrenadante das células do hibridoma expandido em caixas Integra CL1000 (IBS, Chur,
Suiga). A purificagdo foi levada a cabo por precipitacio com 50% de sulfato de amonio,
dialisado contra PBS, e a pureza e integridade das cadeias leve e pesada analisada por gel de
electroforese SDS. O hibridoma foi gentilmente cedido pelo Professor Herman Waldmann
(Oxford, Reino Unido). O péptido de OVA 323-339 (H2N-ISQAVHAAHAEINEAGR-OH)
foi sintetizado e purificado por HPLC (New England peptide LLC, Gardner, MA, EUA). O
TGF-B1 humano recombinante (também reconhecido pelos receptores de TGF-3 murinicos)

foi comprado a R&D Systems (Minidpolis, MN, EUA).

Lavagem broncoalveolar (BAL)

As vias respiratorias foram suavemente lavadas 3 vezes através da traqueia com 1 ml de PBS
frio com 10% BSA (Sigma). O BAL foi centrifugado a 1200rpm durante 5 minutos, o
sobrenadante recolhido e as células ressuspensas em PBS com 10% BSA. As células foram
contadas num hemacitémetro e diluidas para 4x10* por ml, procedendo-se ao cytospin das
mesmas numa centrifuga Cytospin2 Shandon (Shandon Southern Products, Reino Unido). A
contagem diferencial de células foi realizada em amostras de cyfospin coradas com Giemsa-
Wright (Sigma). Pelo menos 200 células de cada amostra foram contadas para determinar a

frequéncia relativa de cada tipo celular.



Ensaios in-vitro

Para determinar as respostas de células T de animais DOll.lO.Rag'/', esplendcitos destes
animais foram suspensos em PBS com 2% de FBS e separados utilizando CD4" T cell
isolation kit (MACS, Miltenyi Biotec, Alemanha), de acordo com o protocolo do fabricante.
Posteriormente foram colocados a 2x10* células/200 ul por pogo em meio RPMI 1640 com
10% FCS. Células dendriticas derivadas de medula 6ssea de BALB/c (geradas em cultura de
7 dias com GM-CSF murino recombinante’™) foram utilizadas como estimuladoras (2x10*
células/200 pl poco). Péptido de OVA 323-339, anti-CD4 mAb ou rTGF- foram adicionados
as culturas como especificado no texto. Depois de 7 dias, as culturas foram recuperadas,
marcadas e analisadas por citometria de fluxo.

Foram também montadas culturas com estimulagdo de antigénio utilizando os mAbs anti-CD3
(145-2C11; BD Pharmingen, San Diego, EUA) e anti-CD28 (37.51; eBioscience, San Diego,
CA, EUA). Placas de 96 pocos foram incubadas durante 3 horas com diferentes proporcdes
(descritas no texto) de anti-CD3 e controlo de isotipo anti-CD4 canino (YKIX302)"’ numa
concentragdo final de 3 pg/ml. Apés lavagem das placas com PBS, células CD4" de animais
DOll.lO.Rag'/', isoladas como descrito acima, foram colocadas a 5x10* células/200 ul por
po¢o em meio RPMI 1640 com 10% FCS. anti-CD28 foi adicionado a todos os pogos a
concentracdo final de 2 ug/ml e rTGF-p foi adicionado a alguns pogos a concentracao final de
5 ng/ml. Depois de 3 ou 7 dias, as culturas foram recuperadas, marcadas e analisadas por

citometria de fluxo.

Quantificag¢do de imunoglobulinas e citocinas

Os niveis de IgG1 e IgE especificas para OVA no soro foram determinados por ELISA
utilizando: IgG1 (SouthernBiotech, Birmingham, EUA) com standard IgGl anti-OVA
(Serotec, Oxford, Reino Unido); IgE Opteia kit (BD Pharmingen) com standard IgE anti-
OVA (Abcam, Cambridge, Reino Unido).

Foi efectuada a quantificagdo de citocinas em homogenatos de pulmio recém colhidos. O
tecido pulmonar foi recolhido, homogeneizado a 100 mg/ml em HBSS (Gibco, Carlsbad,
EUA), centrifugado a 800g durante 10 minutos e utilizou-se o sobrenadante puro para os
ensaios de ELISA. Os ELISAs para citocinas foram executados utilizando os kits: I1L-10, IL-
13, TNF-a e IFN-y (Peprotech, Londres, Reino Unido); IL4 e IL-5 Opteia (BD Pharmingen)

seguindo as instru¢des dos fabricantes.



Histologia

Os pulmdes foram perfundidos com uma solu¢do de formalina a 4% (Sigma), recolhidos e
seccionados. Para a coloracdo utilizou-se hematoxilina/eosina e as células produtoras de muco
foram reveladas utilizando a marcacao de 4cido periddico-Schiff (PAS). As fotografias foram

tiradas utilizando o microscopio Leica DM2500 e a camara Leica DFC420.

Andlise por citometria de fluxo

As células foram marcadas para analise por citometria de fluxo com CD25-Alexa488 (PC61;
produzido e conjugado in house) e o mAb especifico para o TCR de DO11.10 KJ1-26-PE
(BD Pharmingen). Para bloquear os receptores Fc foi usado o mAb 2.4G2 a 10 pg/ml
(produzido in house). As células foram lavadas em PBS com 0,01% de NaN3, 2% de soro
fetal bovino (FBS, Gibco), fixadas, permeabilizadas ¢ marcadas usando o Set Foxp3-APC
(FJK-16s; eBioscience). A aquisi¢do de células foi obtida utilizando os citdmetros
FACSCalibur ¢ FACSCanto (BD Biosciences) ambos com dois lasers de excitagao (488nm ¢
633nm). A analise dos resultados foi feita nos softwares BD CellQuest e BD FACSDiva (BD
Biosciences) respectivamente. Uma regido de andlise foi colocada em forward e side scatters

para eliminar células invidveis.

Marcacgdo intracelular de citocinas

Células dos ganglios linfaticos do mediastino recém colhidas foram estimulados durante uma
hora com 50 ng/ml de PMA e 500 ng/ml Ionomicina (Sigma) em RPMI com 10% FCS.
Adicionou-se depois Brefeldina A (Sigma) durante duas horas. As células foram marcadas
com CD25-PE-Cy7 (PC61.5; eBioscience) e KJ1-26-Streptavidina (eBioscience) e Biotina-
PerCP (BD Pharmingen). As células seguiram o mesmo procedimento descrito anteriormente
para citometria de fluxo, sendo marcadas intracelularmente com Foxp3-APC (FJK-16s;
eBioscience), IFN-y-FITC e IL-10-PE (XMG1.2 e JES5-16E3 respectivamente; BD
Pharmingen) ou IL-4-FITC e IL-17A-PE (BVD6-24G2 e eBiol7B7 respectivamente;

eBioscience). A analise foi realizada por citometria de fluxo como descrito.

Andlise estatistica

A significancia estatistica foi determinada usando o teste ndo-paramétrico T de Student de
duas-caudas (Mann-Whitney) e a analise de correlagdo utilizando o teste de Spearman. A
analise estatistica foi realizada utilizando o Prism 4.0 (GraphPad, San Diego, EUA) e valores

de p <0.05 foram considerados significativos (*, P <0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001).



Resultados

Blogueio do co-receptor CD4 com mAb ndo depletante previne a sensibilizagdo alérgica em
ratinhos BALB/c.

Utilizando um modelo animal bem estabelecido para alergia“m‘41

, mostrou-se que o anticorpo
monoclonal nao depletante cujo alvo € a molécula CD4, co-receptor das células T, € eficiente
na prevenc¢ao da sensibilizagdo alérgica.

Fémeas BALB/c foram sensibilizadas com duas injecgdes i.p. de OVA-alum nos dias 1 e
14 e re-expostas intra-nasalmente com 50 ng OV A nos dias 20, 21 e 22 (Figura 2A). O grupo
de animais tratados foi injectado com 1 mg i.p. de anti-CD4 um dia antes e um dia depois de
cada administracdo de OVA-alum. Os animais foram sacrificados 24 horas apods a ultima re-
exposicao intra-nasal.

Os animais tratados com anti-CD4 t€ém uma reduc¢do de cerca de 1000 vezes no niimero de
eosinofilos do BAL quando comparados com os animais sensibilizados (n=5, P <0,05, Figura
2B). A auséncia de infiltrado inflamatoério nas vias respiratorias em animais tratados com anti-
CD4 foi também confirmada por histologia (Figura suplementar 1). A coloracdo PAS das
células produtoras de muco revelou um aumento destas células nos animais sensibilizados que
ndo se verifica nos animais tratados (Figura suplementar 1). O tratamento també&m previne a
formagdo de imunoglobulina (Ig) E total e IgG1 especifica para OVA, ambas caracteristicas
de uma resposta Th2 (n=5, P <0,001, Figura 2C). O tratamento ndo induz um desvio para a
producdo de IgG2a, que depende da resposta Thl, ndo detectada em qualquer grupo de
animais (ndo mostrado). A concentracdo de citocinas em homogenato de pulmao (figura 2D)
mostra que o tratamento com anti-CD4 causa uma redu¢do das citocinas tipicas de uma
resposta Th2 nos animais tratados (n=5, P <0,01 para a IL-4; P <0,001 para a IL-13) para
niveis semelhantes aos observados em animais naive. O aumento da IL-5 ndo ¢
estatisticamente significativo. E importante notar que nio ha uma mudanga para um padrio
Thl uma vez que as citocinas IFN-y e TNF-a apresentam valores semelhantes nos animais
sensibilizados ¢ nos animais tratados. Em relagdo a IL-10, o aumento nos animais
sensibilizados e diminui¢do nos tratados € surpreendente ¢ nunca verificada noutras repeti¢des
do trabalho.

Em relacdo aos génglios linfaticos do mediastino, hd um aumento do niimero de células
totais nos animais sensibilizados que diminui nos animais tratados com anti-CD4, embora o
nimero de células totais em animais tratados com anti-CD4 seja superior ao nimero de

c¢lulas de animais naive. Este aumento do numero total de células é acompanhado pelo
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aumento do nimero absoluto de células Foxp3"™ nos animais sensibilizados. Quando tratados
com anti-CD4 os animais apresentam uma reducio das células Foxp3" também para niveis
quase basais (Figura 2E). Relacionando o niimero total de células e o numero de células
Foxp3" observa-se uma diminui¢do da percentagem de células Foxp3" nos animais tratados
em relacao aos sensibilizados e destes em relacdo aos naive (Figura 2E). A analise de
citocinas intracelulares nestas células revela um pequeno aumento na IL-10 e no IFN-y nos
animais tratados, enquanto a IL-4 e a [L-17A parecem manter-se na mesma percentagem nos
animais tratados e sensibilizados (Figura suplementar 2). No entanto estes valores sdo

pequenos em todos os casos, e o seu significado bioldgico questionavel.

Blogueio do co-receptor CD4 com mAb ndo depletante previne a sensibilizacdo alérgica em

ratinhos DO11.10.

Machos DO11.10 foram sensibilizados com uma injeccao i.p. de 10 pg OVA-alum no dia 1
e re-expostos intra-nasalmente com 50 pg OVA nos dias 5, 6 e 7 (Figura 3A). O grupo de
animais tratados foi injectado com 1 mg i.p. de anti-CD4 um dia antes e um dia depois da
administracdo de OVA-alum. Os animais foram sacrificados 24 horas apds a ultima re-
exposicao intra-nasal.

Os animais tratados com anti-CD4 tém uma diminui¢do do niimero de eosinofilos cerca de
100 vezes, assim como uma reducdo no numero de linfocitos. A auséncia de infiltrado
inflamatorio nas vias respiratorias em animais tratados com anti-CD4 foi também confirmada
por histologia (Figura suplementar 3). A coloragdo PAS das células produtoras de muco
revelou um aumento destas células nos animais sensibilizados que ndo se verifica nos animais
tratados (Figura suplementar 3). Em relagdo as imunoglobulinas, ndo se verificam diferengas
significativas entre os dois grupos, provavelmente porque ao fim de 7 dias ndo houve tempo
de ocorrer a mudanga de isotipo apos a ocorréncia do centro germinal®™ (Figura 3C). Em
relagdo as citocinas do homogenato de pulmao, verifica-se uma diminui¢do nas citocinas
tipicas de Th2: IL-13, IL-4 e IL-5 nos animais tratados (Figura 3D, n=4, P <0,01 para IL-4 ¢
IL-5; P <0,001 para IL-13). Mais uma vez parece nao haver uma mudanga para Th1l uma vez
que as diferencas observadas para INF-y ndo sdo estatisticamente significativas. Em relacdo a
citocina IL-10, mais uma vez se verifica uma diminui¢do do grupo dos sensibilizados para o
grupo dos tratados.

As células dos ganglios linfaticos do mediastino apresentam um padrdo semelhante ao

encontrado nos animais BALB/c. Apesar de em termos de percentagem ndo haver grandes
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diferengas entre o nimero de células que expressam Foxp3, em termos absolutos nota-se um
decréscimo significativo no niimero de células dos animais tratados, tanto células Foxp3
como células Foxp3™ (Figura 3E e 3F). Verifica-se que a grande maioria das células que

expressam Foxp3 também expressam a molécula CD25 (Figura 3F).

A activagdo in-vitro das células T em condigdes suboptimas leva a conversdo de Treg.

Para testar a hipotese de que o mecanismo de accdo do mAbs esta relacionado com a
inducdo de Treg, desenhou-se um ensaio in vifro para monotorizar a conversdo de células T
naives especificas para OVA em células Treg. Para isto foram usadas células de animais
DO11.10 Rag'/' que, como descrito anteriormente, ndo conseguem rearranjar oS genes
endégenos do TCR e como tal ndo possuem células CD4'CD25 Foxp3". Todas as células T
destes animais reconhecem o péptido de OVA 323-339 no contexto de H-2¢

Células CD4" de DO11.10 Rag'/ " foram estimuladas com DCs derivadas de medula 6ssea
singénica e diferentes concentragdes de péptido. Observou-se que a activagao das células T na
presenca do mAb anti-CD4 ndo depletante leva a conversdo de células T naive em células
Treg Foxp3'. Esta conversdo esta inversamente correlacionada com o nivel de activagdo das
células T, o que suporta a hipdtese de que a indugdo periférica de Treg necessita de uma
estimulagdo antigénica suboptima (Figura 4A). A activagdo na presenca de concentracoes
sucessivamente mais baixas de péptido ou sucessivamente maiores de mAb anti-CD4 ndo
depletante leva a uma diminuicdo da intensidade média de fluorescéncia (MFI) de CD25 e um
aumento da frequéncia de células Foxp3" (Figura 4A). No entanto, mesmo nestas condi¢des
suboptimas de activagdo, as células que expressam Foxp3 também expressam CD25, o que
sugere uma interac¢do produtiva com uma DC (Figura 4 D).

Foi demonstrado anteriormente que a adicdo de TGF-B a culturas de células T ¢é capaz de
induzir a conversio de células T naive em células Treg'*". A adi¢do de 5 ng/ml de rTGF-B a
cultura in vitro altera o padrdo de conversdao de Treg (Figura 4B). As condig¢des suboptimas
que na auséncia de TGF- exogeno eram as mais eficientes para a conversao de Treg (Figura
4A), com a adicdo de rTGF-f as culturas deixam de ser as mais favoraveis. No entanto, o
TGF-B endogeno parece ser importante para a conversao de Treg, ja que a neutralizagdo desta
citocina leva a uma diminuicdo da percentagem de células convertidas em condic¢des
suboptimas onde rTGF-f ndo ¢ adicionado a cultura (Figura 4C e 4D).

A adicdo de rTGF- tem um impacto maior no aumento da eficiéncia de conversdo de Treg

em condigOes Optimas de estimulacdo. Foram desenhadas culturas in vitro utilizando como
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estimulagdo para as células CD4" anti-CD3 ligado as placas e anti-CD28 solavel. Diluiu-se
sucessivamente o anti-CD3 em controlo de isotipo (YKIX) as razdes de 1:0, 1:1, 1:9, 1:99 ¢
0:1 para uma concentracao final de 3 pg/ml e utilizou-se o anti-CD28 a concentrag¢do de 2
pg/ml. As culturas foram deixadas 3 e 7 dias com 5 ng/ml de rTGF-$ e 3 dias com e sem
rTGF-p. Verificou-se que em condi¢oes Optimas de activagdo (100% e 50% de anti-CD3) e na
presenca de rTGF-B ha uma conversio de 20 a 50% das células em Foxp3™ (Figura 5A e 5C).
No entanto, quando as condi¢des deixam de ser as ideais, deixa de ser verificar esta
conversdo. E de notar que apesar do pico de conversio, na presenca de rTGF-B, para a maior
concentracdo de anti-CD3 se verificar ao dia 3, para as duas condi¢des seguintes de diluicdo
do anti-CD3 existe maior conversao ao dia 7 (Figura 5A e 5B). Com apenas 1% e 0% de anti-
CD3 ndo se observa conversdo na presen¢a de rTGF-f tanto ao fim de 3 como ao fim de 7
dias (Figura 5A).

Observa-se que na auséncia de rTGF-B, em condi¢des Optimas (100% anti-CD3), ndo ha
conversio de células naive em células Foxp3'. No entanto, quando estas condi¢des deixam de
ser as ideais (50% e 10% anti-CD3), ¢ mimetizando o que se observa com o péptido, na
auséncia de TGF-f verifica-se conversdo ao nivel que se encontrava nas culturas com péptido

(Figura 5C e 5D).

Bloqueio do co-receptor CD4 com mAb ndo depletante em animais DOI11.10 Rag'/ " elimina

células agressivas.

Uma vez que se observa a inducdo de células Treg in vitro utilizando mAbs, foram
desenhadas 3 experiéncias in vivo para testar a hipotese de que os mAbs induzem Treg in vivo
em animais DO11.10 Rag'/'.

Animais DO11.10 Rag'/' foram sensibilizados com uma injec¢do i.p. de 20 pg OVA-alum
nos dias 1, 3 e 5 e nos mesmos dias alguns animais foram tratados com uma injec¢éo i.p de
500 pg de anti-CD4 (Figura 6A). Os bacos e ganglios linfaticos mesentéricos foram
recolhidos ao dia 12 e analisados por citometria de fluxo. Apesar de ndo haver inducdo de
células T Foxp3® (Figura 6C), houve uma diminui¢io na percentagem de células que
expressam o marcador celular KJ1-26, isto ¢, células T CD4" com um TCR especifico para
OVA (Figura 6B, n=5, P <0,01).

Pensando-se que a sensibilizagdo teria sido realizada com uma dose demasiado elevada de
OVA, duas novas experiéncias foram desenhadas. Uma das experiéncias tentou reproduzir o

que se passou nas culturas in vitro. DCs foram pulsadas durante 24 horas com 0,01 pM de
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péptido e de seguida injectadas i.p. nos animais aos dias 1, 5 e 10. Foi injectado o maior
numero de células recuperadas (Figura 7A). Nos mesmos dias de injeccdo das células, um
grupo de animais foi também injectado i.p. com 500 pug de mAb ndo depletante anti-CD4. Ao
fim de 14 dias foram recolhidos os bagos e os ganglios linfaticos mesentéricos. Verificou-se
que apesar de nos ganglios linfaticos mesentéricos ndo haver diferenga na percentagem de
células que expressam Foxp3', no bago nota-se alguma diferenca (Figura 7C). No entanto,
estas percentagens sdo muito baixas considerando percentagens obtidas com outros
procedimentos. Em relagdo ao numero de células agressivas, a percentagem destas diminuiu
nos animais tratados com anti-CD4 em relacdo aos animais sensibilizados com OVA, tanto
nos ganglios linfaticos mesentéricos como no baco (Figura 7B, n=4, P <0,05).

A terceira experiéncia in vivo com os animais DO11.10 Rag'/' tentou reproduzir o
procedimento realizado com os ratinhos DO11.10. Os animais foram sensibilizados com 20
pug de OVA-alum no dia 1 e um grupo de animais recebeu no dia imediatamente anterior e
posterior ¢ no dia 4 uma injec¢do de 500 ug de mAb nao depletante anti-CD4. Os 6rgaos
(bago e ganglios linfaticos mesentéricos) foram recolhidos e analisados por citometria de
fluxo ao dia 7 (Figura 7D). Apesar de ndo haver indugdo de células T reguladoras Foxp3"
(Figura 7F) ao fim de 7 dias, verifica-se que nos ganglios linfaticos mesentéricos existe uma
reducdo da frequéncia de células CD4" agressivas (n=5, P < 0,01) que ndo se verifica nos

células do bago (Figura 7E).
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Figura 2: Prevencdo da sensibiliza¢do alérgica em ratinhos BALB/c utilizando mAb anti-
CD4. (A) Fémeas BALB/c foram sensibilizadas com 20 pg OVA-alum i.p. e re-expostas
intra-nasalmente com 50 pg OVA em soro fisiologico nos dias indicados. Alguns animais
foram tratados com 1mg de mAb i.p. como descrito. (B) Composicdo celular do BAL.
Animais tratados com anti-CD4 tém cerca de 1000 vezes menos eosinofilos no BAL (n=5, P
<0,05). (C) Quantificacdo de IgE total e IgG1 especifica para OVA no soro, realizado por
ELISA. Os animais tratados com anti-CD4 revelam uma redugdo significativa das
imunoglobulinas tipicas de respostas imunes Th2. (D) As citocinas de Th2 IL-13 (n=5, P
<0,001) e IL-4 (n=5, P <0,01) bem como a IL-10 estdo reduzidas aos niveis basais nos
homogenatos de pulmdo dos animais tratados com anti-CD4. Nao se observaram alteracdes
significativas aos niveis de IL-5, IFN-y e TNF-o. (E) Numero de células totais e CD4"
Foxp3" nos ganglios linfaticos do mediastino dos animais tratados com anti-CD4 diminui para

o nivel dos animais saudaveis.
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Figura 3: Prevencdo da sensibilizagdo alérgica em ratinhos DO11.10 utilizando mAb anti-
CD4. (A) Machos DO11.10 foram sensibilizados com 10 pug OVA-alum i.p. e re-expostos
intra-nasalmente com 50 pg OVA em soro fisiologico nos dias indicados. Alguns animais
foram tratados com 1mg de mAb i.p. como descrito. (B) Composi¢ao celular do BAL.
Animais tratados com anti-CD4 tém cerca de 100 vezes menos cosindfilos no BAL. (C)
Quantificacdo de IgE total, IgG1 e IgG2a especifica para OV A no soro, realizado por ELISA.
Nao se observam diferencas estatisticamente significativas. (D) Nao foram observadas
diferencas no nivel de IFN-y e uma pequena diminui¢ao no nivel de TNF-a nos homogenatos
de pulmdo de animais sensibilizados (cinzento), animais tratados com anti-CD4 (preto). As
citocinas de Th2: IL-13 (n=4, P <0,001), IL-5 e IL-4 (n=4, P <0,01) foram reduzidas.
Observou-se uma diminui¢do da citocina IL-10 nos animais tratados. (E) O niimero de células
totais, KJ1-16" Foxp3" e KJ1-16" Foxp3™ nos ganglios linfaticos do mediastino dos animais
tratados diminuiu em relagdo aos animais sensibilizados. (F) Graficos de citometria de fluxo
representativos da expressdo de Foxp3 em animais alérgicos (grafico da esquerda) e tratados
com anti-CD4 (grafico da direita). A grande maioria das células que expressam Foxp3 sdo

CD25".
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Figura 4: Anti-CD4 impede a activacdo optima de células T levando a inducdo de células
Treg Foxp3'. (A) Células CD4" de ratinhos DO11.10 Rag'/ " (2x10%/pogo) foram incubadas 7
dias com igual nimero de DCs derivadas de medula 6ssea singénica na presenca das
concentragdes indicadas de péptido 323-339 de OV A e de anti-CD4 nao depletante. As barras
e escala pretas representam a frequéncia de células Foxp3" determinadas por citometria de
fluxo. As barras e escala vermelhas representam a intensidade média de fluorescéncia (MFI)
de CD25. Existe uma correlacdo inversa entre MFI de CD25 e frequéncia de células Foxp3”
(R=-0,877, P <0,001). Os dados sdo representativos de duas experiéncias independentes com
triplicados para cada condi¢do. (B) As mesmas condi¢cdes mas com a adicdo de 5 ng/ml de
rTGF-B a cada pogo. (C) Estimulacdo durante 7 dias com 0,03 uM de péptido de OVA e 10
pg/ml de anti-CD4 na presenga ou auséncia de 100 pg/ml de mAb neutralizante anti-TGF-f3

(n=3, P <0,03) (D) Graficos de citometria de fluxo representativos da mesma experiéncia.
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Figura 5: A activacdo suboptima de células T conduz a indugdo de células Treg Foxp3™. (A)
Células CD4" de ratinhos DO11.10 Rag'/' (5x104/p0<;o) foram incubadas 3 e¢ 7 dias com 2
pg/ml de anti-CD28 e diferentes diluicdes de anti-CD3 em controlo de isotipo as razdes de
1:0, 1:1, 1:9, 1:99 e 0:1 para uma concentragdo final de 3 pg/ml. Foi adicionado 5 ng/ml de
rTGF-PB. Condigdes optimas de activacio (100% anti-CD3) induzem o pico de células Foxp3"
ao fim de 3 dias, mas condi¢des subdptimas (particularmente 10% anti-CD3) o valor mais
elevado € no dia 7. (B) Graficos de citometria de fluxo representativos do dia 3 (esquerda) e
dia 7 (direita) com 50% de anti-CD3 (em cima) ¢ 10% de anti-CD3 (em baixo). (C) O mesmo
tipo de cultura, com estimulacdo por 3 dias na presencga (barra branca) ou auséncia (barra
preta) de 5 ng/ml de rTGF-B. Em condi¢des suboptimas (50% e 10% anti-CD3) sem rTGF-3
observa-se a conversdo de células Treg. (D) Graficos de citometria de fluxo representativos
do dia 3 com rTGF-B (esquerda) e dia 3 sem rTGF-f (direita) com 50% de anti-CD3 (em
cima) ¢ 10% de anti-CD3 (em baixo).
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Figura 6: Sensibilizagdo na presenga de anti-CD4 leva a redugdo de células agressivas em
ratinhos DO11.10 Rag'/ ". (A) Ratinhos DO11.10 Rag'/ " foram sensibilizados em 3 dias ndo
consecutivos com 20 pg de OVA-alum. Nos mesmos dias de sensibilizagdo um grupo de
animais recebeu uma injeccdo de 500 pg de mAb ndo depletante anti-CD4. Os bagos e
ganglios linfaticos mesentéricos foram recolhidos no dia 12 e analisados por citometria de
fluxo. (B) Gréaficos de citometria de fluxo representativos da diminuicdo da percentagem de
células especificas para OVA nos animais tratados com anti-CD4 (cerca de 3% das células
sio KJ1-26") em relacdo aos animais sensibilizados (cerca de 15% das células totais sdo KJ1-
26") (n=5, P < 0,01). (C) Gréficos de citometria de fluxo da percentagem de células T Foxp3"
nos grupos descritos anteriormente. Nao existe uma populacio clara de células Foxp3™ em

nenhum dos dois grupos.
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Figura 7: Sensibilizacdo na presenca de anti-CD4 leva a deplecdo de células agressivas em
ratinhos DO11.10 Rag'/'. (A) Ratinhos DO11.10 Rag'/' foram injectados i.p. nos dias 1, 5 ¢ 10
com diferentes quantidades de DCs pulsadas com 0,01 uM de péptido. Nos mesmos dias de
injeccdo um grupo de animais recebeu uma injeccdo de 500 pg de mAb ndo depletante anti-
CDA4. Os bagos e ganglios linfaticos mesentéricos foram recolhidos no dia 14 e analisados por
citometria de fluxo. (B) A percentagem de células agressivas diminuiu nos animais tratados
com anti-CD4 em relagdo aos animais sensibilizados com OV A, tanto nos ganglios linfaticos
mesentéricos como no bago (n=4, P <0,05). (C) A percentagem de células Foxp3" aumentou
ligeiramente nos animais tratados mas mantendo-se em valores muito baixos. (D) Ratinhos
DO11.10 Rag'/ " foram sensibilizados por injec¢do i.p. no dia 1 com 20 pg de OVA-alum. Nos
dias 0, 2 e 4 um grupo de animais recebeu uma injeccao de 500 ug de mAb nio depletante
anti-CD4. Os bagos e ganglios linfaticos mesentéricos foram recolhidos no dia 7 e analisados
por citometria de fluxo. (E) Os animais tratados com anti-CD4 sofreram uma redugdo de
células agressivas especificas para OVA no baco (n=5, P <0,01). (F) A percentagem de
células Foxp3" nos ratinhos tratados nio se alterou em relacio aos animais sensibilizados,

quer nos bago quer nos ganglios linfaticos mesentéricos.
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Discussao

Os nossos resultados demonstram que o tratamento com mAb anti-CD4 ndo depletante leva
a um estado de tolerincia do sistema imunitario a um alergénio, que ndo depende
exclusivamente da indugio de célula Treg Foxp3'. Neste caso, parece ser mais importante a
redu¢do do numero de células agressivas especificas para o alergénio, o que vai conduzir a
uma reducdo das manifestagdes alérgicas. Noutros modelos de doenga imunitaria, como a
transplantacao, tem sido sugerido que o principal factor que determina o estado de tolerancia ¢
o balango entre o numero de células agressivas e reguladoras™. Pode assim induzir-se
tolerancia actuando em qualquer um dos dois componentes’. O tratamento com anti-CD4 nio
deixa, no entanto, de conduzir a inducao de algumas células Treg in vitro. Falta ainda provar
que os animais tratados com anti-CD4 permanecem imunocompetentes, 0 que parece ser o
caso de acordo com outras experiéncias efectuadas no nosso grupo.

Demonstramos que o bloqueio da molécula CD4, co-receptora das células T, com um mAb
ndo depletante previne a inflamacdo alérgica das vias respiratorias, nomeadamente a
acumulacdo de eosinodfilos e linfocitos nas vias aéreas, bem como a acumulacdo de citocinas
Th2 nos pulmdes e a hiperplasia de células produtoras de muco. Experiéncias executadas por
Ana Agua-Doce Nno nosso grupo mostram que o mesmo tratamento também previne a
hiperreactividade bronquica, a principal manifestagdo da asma alérgica.

Em animais BALB/c, a administracdo do anticorpo anti-CD4 leva a elimina¢do da produgdo
de imunoglobulinas especificas de uma resposta Th2. Para além da IgE total e da IgGl
especifica para OVA que sdo aqui apresentadas, outras experiéncias no nosso laboratdrio
confirmaram que também ocorre uma diminuicdo da IgE especifica para OVA. O aumento da
citocina IL-10 observado nos animais alérgicos ndo foi confirmado em experiéncias
posteriores. O tratamento com o mAb ndo depletante anti-CD4 leva a uma diminuicdo do
ntimero total de células dos ganglios linfaticos do mediastino bem como das células Foxp3"
em relacdo a animais alérgicos.

Em DO11.10, animais transgénicos com células T especificas para OVA, observa-se
também que a administragao do anticorpo previne a acumulagdo de eosindfilos no BAL e
diminui as citocinas Th2 nos pulmdes. E de notar que se nos animais BALB/c a citocina onde
se notava a maior diminui¢io era a IL-13 (que contribui para hiperreactividade bronquica™),
neste caso a diferenca mais evidente ¢ nos niveis da IL-5, a citocina que actua no
recrutamento dos eosinéfilos para o pulmdo™. Nota-se novamente um aumento da citocina

IL-10 nos animais sensibilizados. Em relacdo as imunoglobulinas, quer de Thl (IgG2a
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especifica para OVA), quer de Th2 (IgE total e IgG1 especifica para OVA) nao ha diferengas
significativas entre animais tratados ou animais sensibilizados. Isto deve-se, provavelmente, a
que o dia 7 seja muito precoce para detectar a mudanga de isotipo. O tratamento com o mAb
ndo depletante anti-CD4 leva a uma grande diminui¢do do niimero total de células especificas
para OVA dos ganglios linfaticos do mediastino, nomeadamente de células Foxp3™ em
relacdo a animais alérgicos, sugerindo que a eliminagao das células potencialmente agressivas
sera o principal mecanismo na preveng¢ado da inflamagao alérgica.

O sistema in vitro foi desenhado para validar a hipotese de que a activagdo subdptima de
células T leva a diferenciacdo de células Treg. Foram usadas células T provenientes de
animais que ndo sdo capazes de gerar células Treg naturais no timo, sendo que todas as
células T sdo especificas para o péptido 323-339 de OVA. Foi demonstrado que trazendo a
activagdo das células T abaixo de um certo limiar, por diminui¢do da concentragdo de péptido
ou aumento da concentragdo de mAb tolerogénico, consegue-se aumentar a conversdo de
células T reguladoras. A adicdo de TGF-P exdgeno, uma citocina essencial para a indugdo de
células Treg, reduz a eficiéncia da conversdo de Treg em condigdes suboptimas enquanto
aumenta a eficiéncia de conversdao em melhores condicdes de estimulacdo. Com efeito, sabe-
se que a adi¢do de TGF-B inibe o influxo de célcio, pela cascata Ca®*-Calcineurina-NFAT, o
que leva a uma hiporreactividade a estimulacdo e ao consequente aumento do limiar de

o . 313
activagio das células T°'*”

. Estes dados suportam o modelo de que o TGF-B facilita a
conversdao de Treg criando um ambiente suboptimo para a activagdo das células T. Quando
estas condigdes subdptimas ja existem, a adicdo de TGF-p leva ao aumento do limiar de
activagdo prevenindo a inducao de Treg.

As experiéncias in vivo com animais Rag'/' e a administracdo de anticorpos tolerogénicos
ndo levou a inducdo de células Treg como se esperava e como foi demonstrado em
transplantes alogénicos’’, mas levou a uma deplecio de células agressivas. No entanto, a
deficiente conversdo de células in vivo pode dever-se ao facto do antigénio ndo estar presente
no organismo por periodos tdo longos como no caso dos transplantes (fornecido pelo proprio
transplante)”, da tolerancia oral (em que o antigénio sem encontra constantemente na agua)'’
ou das experiéncias com mini bombas osméticas de péptido (entrega diaria do antigénio)™ ou
o anticorpo anti-DEC205 (aumenta o tempo de circulagio das DCs com péptido)”’. Nestas
experiéncias in vivo a diminuicdo do numero de células especificas para o alergénio pode, no
entanto, dever-se a um de trés mecanismos: (1) o anticorpo pode estar a depletar as células por

lise directa, apesar de ser um anticorpo ndo depletante’’; (2) o anticorpo pode estar a bloquear

a proliferacao das células agressivas na presenca de OVA; ou (3) o mecanismo de actuagdo do
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anticorpo pode ser morte celular induzida por activagdo. Este Ultimo mecanismo ¢ o que
pensamos que ocorra, uma vez que ja foi demonstrado anteriormente que o estado de
tolerdncia em transplantacdo necessita que ocorra a eliminagdo de células potencialmente
agressivas’ "

Apesar de pensarmos que o mecanismo que parece actuar in vivo com o tratamento com
anti-CD4 nao depletante seja a eliminacdo de células potencialmente agressivas especificas
para OVA, ndo o podemos afirmar. Uma vez que as trés experiéncias in vivo com animais
DO11.10 Rag'/ " foram desenhadas com base no pressuposto de que iriamos induzir células
Treg, os controlos necessarios para demonstrar que existe de facto uma eliminagao de células
especificas para antigénio ndo foram realizados. Para além dos grupos formados (animais
sensibilizados com OVA e animais sensibilizados com OVA e tratados com anti-CD4)
deveriam ter sido formados mais dois grupos que ndo eram necessarios para o primeiro
propoésito das experiéncias. Seria necessario um grupo naive, que nao levando qualquer
sensibilizagdo com OVA, permitiria saber os niveis basais das células especificas para OVA.
Para além deste grupo seria também necessario um quarto grupo controlo, em que os animais
apenas seriam tratados com anti-CD4 nunca sendo sensibilizados com OVA. Este grupo
permitiria saber o papel do anticorpo per se nas células, permitindo discernir se este nao
estaria a provocar a lise directa das células. Esta experiéncia encontra-se agora em curso.

Os nossos resultados mostram que o tratamento de modelos animais de asma alérgica com o
anticorpo monoclonal ndo depletante anti-CD4 previne o desenvolvimento das manifestacdes
de doenca, caracteristicas de uma resposta Th2 patoldgica. No entanto, embora se pudesse
pensar que esta prevencao se devesse a inducao de tolerancia pela conversao de células Treg
Foxp3", os resultados sugerem que o estado de tolerancia se deve predominantemente a
reducdo do nimero de células agressivas. Pretendemos validar esta hipotese em experiéncias

futuras.
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Anexos

Hematoxilina/eosina

Naives

ﬁm‘-f ”‘:%15 ,:'”ﬁ‘- i‘*
o ‘("ﬁ SORN
TS
? f o J

OVA

OVA + anti-CD4

100x 400x 100x

Figura suplementar 1: Reducdo da infiltragdo inflamatoria e do aumento das células
produtoras de muco em animais tratados com mAb anti-CD4 ndo depletante. Seccdes
histologicas de tecido de pulmao de animais BALB/c foram coradas com hematoxilina/eosina
ou PAS. Tecido de animais tratados com anti-CD4 mostra uma reducdo do infiltrado
inflamatorio nas vias respiratorias para niveis semelhantes ao observado em animais nao
sensibilizados com OV A (naive). Verifica-se também que nos animais tratados com anti-CD4
ndo ocorre uma hiperplasia das células calciformes produtoras de muco, como se observa nos

animais alérgicos.
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Figura suplementar 2: Padrio intracelular de citocinas em células T CD4" dos ginglios
linfaticos mesentéricos de animais BALB/c. A quantificagdo por citometria de fluxo do
padrdo intracelular de citocinas revela um pequeno aumento nas células que contém IL-10 e
IFN-y nos animais tratados (n=6, P <0,01), enquanto ndo se observam diferengas
estatisticamente significativas na propor¢ao de células positivas para IL-4 ou IL-17A entre

animais alérgicos e animais tratados com anti-CD4.
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Figura suplementar 3: Redu¢do da infiltragdo inflamatéria e do aumento das células
produtoras de muco em animais tratados com mAb anti-CD4 ndo depletante. Seccdes
histologicas de tecido de pulmdo de animais DO11.10 foram coradas com
hematoxilina/eosina ou PAS. Tecido de animais tratados mostra uma redugdo do infiltrado
inflamatorio nas vias respiratorias em relagdo aos animais alérgicos. Verifica-se também uma
reducdo do numero de células produtoras de muco nos animais tratados com anti-CD4 em

relacdo aos animais doentes.
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