ATIVACAO DE CELULAS T



CélulaT

1 semana no timo- células T virgens
(1-2 x 10° por dia em camundongo)

RN

Ativagdo ou "priming":
encontro inicial com MHC-
peptideo nos linfonodos

l

Expansdo clonal- células efetoras
(4-5 dias)

l

Vida longa (anos)

morte



Linfocitos T virgens saem do timo e circulam pelos
vasos sanguineos e linfdticos, passando por 6rgdos
linféides secundarios
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A ativagdo dos linfocitos T ocorre apenas nos orgdos
linfoides secundarios
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CélulaT

Contato com milhares de DCs
diariamente nos linfonodos

Selegdo eficaz de célula(s) especificas
para um antigeno

Number of
antigen- Emigration
specific | Trapping | Activation | of effector
cells in T cells
efferent
lymph
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Time after viral infection (days)
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Entrada das células T nos linfonodos
CélT virgem com CCR7 atraida por CCL21 (HEV e estroma linfonodo)
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Adesdo e entrada de célT no linfonodo

Circulating
lymphocyte enters Bi::,d:;g: :llﬁ:s‘eienc;in LFA-1 is activated by Activated LFA-1 ni;‘im:::‘a:‘izlt::
the high endothelial CD‘; 4 ailows chemokines bound to binds tightly to th elg miok node
venule in the lling i 3 extracellular matrix ICAM-1 b : P edesi
lymph node rolling interaction y diapedesis
LFA-1
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L-selectin

basement membrane

Lymph node

Figure 8-8 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

CCL21 ou CCL19 CCL21: LFA1 com mais afinidade por ICAM e
(MIP3b) mais LFA1 no contato (mobilidade da membrana)
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A saida da célT do linfonodo

&%@/E Pelos vasos eferentes linfaticos

Guiada por gradiente de S1P (esfingosina 1-fosfato): mais alto
em linfa e sangue do que em drgdos linféides

-Cél T naive tem receptor S1P
-Cél ativada em proliferagdo perde receptor S1P
-Cél ativada apés proliferagdo volta a expressar receptor S1P

Imunossupressor FTY720: mimetiza S1P, liga receptor e evita
saida de célT ativada do linfonodo



Retencdo das célsT no linfonodo: encontro de APC
com antigeno especifico no MHC

Orgdos linféides sdo necessdrios para ativagdo de cél T virgem,
encontro com antigeno na pele ndo basta
( Camada de pele com patdgeno: ndo houve ativagdo de célT)

Infeccdo:
- aprisionamento de antigenos de patdgenos por APCs no tecido
-maturagdo de APCs= expressdo de moléculas coestimuladoras

APCs com antigenos vdo até orgdos linfoides secunddrios e ld
ativam célulasT
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Maior eficiencia de ativagdo (priming) de célsT: DCs

DCs convencionais: participagdo direta na ativagdo de célsT virgens

pDCs (plasmocitoides): pouco participantes na ativagdo de célsT
Produzem IFN em resposta a infecgdo viral, tem TLR7 e 9

APCs: DCs convencionais



infecting
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Figure 8-10 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



Captura de antigeno pelas DCs e tipo de
cél T ativada

Routes of antigen processing and presentation by dendritic cells
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Figure 8-12 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)
ex: de cél Langerhans
Para DCs do linfonodo



PAMPs ativam APCs
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Immature dendritic cells in
peripheral tissues encounter pathogens
and are activated by PAMPs

CCR1

DEC 205
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Patdgeno (adjuvante)=maturacdo DCs
T processamento de antigenos
T CCR7=migragdo para linfonodo (CCL21)

T Moléculas coestimuladoras B7
TMHCIeII
! fagocitose

T produgdo CCL18, que atrai célT

Ativacdo de célsT



Moléculas da superfamilia das imunoglobulinas sdo
importantes nas interagdes dos linfocitos com APCs

T cell
ICAM-3

CD2 LFA-1 LFA-1 e

CD58 ICAK%

DC-SIGN
ICAM-1 (CD209) DCs

antigen-presenting cell (APC)

Figure 8-17 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



Interagoes fracas entre célsT e APCs sdo estabilizadas pelo

reconhecimento TCR-MHC peptidio

T cells initially bind APC

Conformational change

- Subsequent binding in LFA-1 increases
thrt:gl_;l‘log;:nfgmty of T-cell receptors affinity and
: faractions signals LFA-1 prolo:ognst;::I—cell
T cell
CD4 TCR LFA-1 7~ A
= = | L
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@)
MHC
class Il ICAM-1
antigen-presenting cell
(APC)

Figure 8-18 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

associagdo por dias!



Trés sinais sdo necessdrios para ativagdo
de células T virgens pelas APCs

cytokines
B7.1 IL-6

< IL-12

Figure 8-19 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Coestimulo:
B7.1e B7.2=
CD80 e CD86
(ou anti-CD28)



Regulagdo negativa do segundo sinal por CTLA4

antigen-presenting cell

CD28 e CTLA4 ligam B7 da APC
N 4 CD28-= sobrevivéncia e

i - proliferagdo
H‘

B7.1 II II CTLA4= inibigdo por competigdo
B7.2
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o)) I
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MHC
class 1l

CélulaT ativada expressa CTLA4,
que tem 20x mais afinidade por
B7 do que CD28

CD4

.

(deficiéncia de CTLA4:
@ @ @ proliferagdo massiva de célsT)

activated T cell
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Cél T: ativagdo x anergia

Auséncia de ANERGIA ou MORTE
co-estimulos <
CDz8 L AUTO-
TOLERANCIA

(periférica)

Presenga de
co-estimulos

" B7 CD28




Anergia

Co-stimulatory signal alone

receptor

No effect on T cell Inactivates T cell (anergy)

Figure 8-23 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Ndo responde ao mesmo antigeno em APC
Ndo produz IL-2 nem se diferencia em efetora

Evita proliferacdo de céls auto reativas

Pq anergia e ndo apenas morte? Compete com célT
autorreativa pela ligagdo a MHC-peptideo das APCs?



Requerimento de sinal antigeno especifico + sinal co-
estimulatdrio previne respostas contra antigenos proéprios

Naive T cell stimulated T cell recognizes same
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Figure 8-24 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)
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Ativagdo induz receptores para IL-2 de
alta afinidade

Naive T cell

Activated T cell

moderate affinity

high affinity

- IL-2

receptor

TN

&

N

Encontro célT com antigeno
especifico+ coestimulo:

-Célula T virgem entra em 61

-Produz IL-2 e cadeia o do
receptor da IL-2 (CD25) que
aumenta muito sua afinidade

-Ligagdo IL-2 ao "novo"” IL2R
leva a progressdo do ciclo



Ativagdo induz produgdo de IL-2




Ligagdo TCR-MHC-pep:
-ativagdo NFAT, AP-1 e NFKB, que transcrevem IL-2
Ligagdo CD28 a B7:
-aumenta AP-1 e NFKB=T 3x transcricdo IL-2
-estabiliza RNA IL-2 (3"UTR)= T 20-30x traducdo
Resultado: 90x mais IL-2

Célula divide 2-3x/dia por vdrios dias



Imunossupressores usados em transplantes
bloqueiam produgdo de IL-2 e proliferagdo de célsT

-Ciclosporina: fungo da Noruega

-Tacrolimus (FK506) e Rapamicina (Sirolimus): bactéria
Streptomyces do Japdo e Ilha de Pdscoa (Rapa Nui),
respectivamente

-Ciclosporina e Tacrolimus : inibem atividade fosfatase da
calcineurina impedindo produgdo de IL-2 e proliferagdo de
céls T em resposta ao antigeno

- Rapamicina inibe quinase mTOR, envolvida na via
PI3quinase-Akt, impedindo proliferacdo de céls T



Célula ativada (efetora) responde sem

co-estimulagdo

Stimulation of naive T cell

Proliferating T cell

Active effector T cells kill
virus-infected target cells

MHC class I [ B7
T-cell
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Ativagdo induz mudangas em moléculas de superficie

Cell-surface molecules
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v' L-selectin (CD62L): liga GlyCAM-1 e CD34 expressas nas HEVs dos linfonodos

v VLA-4 (very late activation antigen): liga VCAM-1 de endotélio ativado por inflamagdo
v LFA-1: liga-se a ICAM-1 e -2 de APCs e células endoteliais

v CD2 (LFA-2): liga-se ao CD58 (LFA-3) das APCs

v CD45RO: associa-se ao TCR e ao CD4, isoforma mais sensivel a MHC:peptidio

v S1IPR ("sphingosine-1 phosphate receptor”): diminui durante proliferagdo e aumenta
apds esta, induzindo saida dos linfonodos



Subpopulagdes de célsT efetoras geradas apds ativagdo

CD8 T cells:
peptide + CDA T cells: peptide + MHC class Il
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Sinal 3 diferencia célsT CD4 para vias efetoras

IL-12
TGF-B IFN-y IL-4 IL-10
< = < = < =
N N N
FoxP3 T-bet ?
TGF-B, IL-10 IL-6, IL-17 IL-2, IFN-y IL-4, IL-5 IL-10, TGF-B
T,eq cells Ty17 cells Ty1 cells T2 cells Tr1/Ty3 cells
Figure 8-29 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)
IFN produzido por  Moléculas de
NK, DCs, macs DCs induzem
induz Tbet e IL4 e GATAS3
IL12R nas célsThl nas célsT
Resposta celular  IgM, IgA, IgE

IgG opsonizante

Subpopulagodes
reguladoras
adaptativas

Cél T CD8 ndo requer sinal 3 mas precisa de coestimulo mais forte para se tornar efetora



Um pouco de sinalizagdo...




Decifrando os efeitos dos sinais 1 e 2 em
termos moleculares

Figure 8-19 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



Ativagdo do receptor de célT pela sinapse imunoldgica

Sinapse imunoldgica: estrutura de contato entre célT e APC

SMAC= complexo de ativagdo supramolecular

T cell

Antigen-presenting cell

central - p-SMAC

TCR
CD2
CD4
cDs8
CD28
PKC-0

LFA-1
ICAM-1
talin

Figure 6-13 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

periférico

Outer ring (red)
pPSMAC

Inner circle (green)
c¢SMAC

LFA-1:1ICAM-1

TCR, CD4, CD28
MHC:peptide




Sinalizacoes durante ativacdo de célsT

Quinases Lck, Fyn e ZAP70

In the resting T cell the
ITAMs are not
phosphorylated

Binding of ligand to the receptor
leads to phosphorylation of the
ITAMs by Lck when the co-receptor
binds to the MHC ligand

ZAP-70 binds to the phosphorylated
{-chain ITAMs and is
phosphorylated and activated

antigen-presenting cell

é ZAP-70  Fyn Lck @

T cell

Figure 6-14 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



Prots de arcabougo

Fosforilagdo de proteinas de arcabougo recruta PLCy

-
ZAP-70 ) | ™\,

SLP-76

LAT

(

GADS

Figure 6-16 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Itk € ativada por CD28 diretamente e por PIP3

Itk:
recrutada
por SLP e
PIP3



Ativacdo da PLCy:

Degrada lipidio de membrana PIP2
(fosfatidilinositol bifosfato) em

PIP3 (inositol trifosfato) e DAG
(diacilglicerol)

3 vias ativadas por Ca®* e DAG




TCR:CD3 complex

cD4

Fyn or Lck phosphorylates tyrosine residues on
the CD3e and { ITAMs, allowing ZAP-70 to bind

x =z

'

Lck activates ZAP-70, which in turn phosphorylates LAT and SLP-76.
SLP-76 binds and activates phospholipase C-y (PLC-y).

= =

and inositol trisphosphate (IP,)

N
PLC-y cleaves phosphatidylinositol bisphosphate (PIP,) to yield diacylglycerol (DAG)
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DAG activates protein
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DAG activates RasGRP, which in turn

kinase C-0 concentration, activating a activates a MAP kinase cascade
phosphatase, calcineurin
= \/;, o & 2 S

Protein kinase C-0 activates
a transcription factor, NFkB

N
Calcineurin activates a transcription
factor, NFAT (nuclear factor of
activated T cells)

The Ras-indu?e/d kinase cascade
induces and activates Fos, a
component of the AP-1
transcription factor
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N
The transcription factors NFkB, NFAT, and AP-1 act to induce specific gene transcription,

leading to cell proliferation and differentiation

1

2
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DAG recruta PKC e ativa NFKb

IkB is degraded,
?:esr;:;::t;'sﬂ?r: Fhaspnatyiated The Activated IKK releasing NFxB to
it phosphorylates CARMAT1 recruits Carma1/Bcl10/MALT1 hosahorviates Ick migrate to the nucleus
e CA’I,lMA other proteins complex activates IKK | | P"OSPhOTY and activate gene
1
transcription
ﬁ ) BcL 10 R R
PKC-6 > MALT 1 > >
k k IKKy O IKKa [V
(NEMO) 0O IKKB
active ‘.q a
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Nucleus My OO :Em
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Calcio ativa NFAT

Phosphorylation on Calcium entry activates

tarine and thraaning the serine phosphatase Dephosphorylated
residues keeps NFAT calcineurin which NFAT enters the nucleus
in the cytoplasm of dephosphorylates and activates
NFAT, allowing it to gene transcription

unstimulated cells enter the nucleus

%D D% J;:;D.:ah e

> e >

Coi Q

calcineurin O
- ==
NFAT calmodulin ®

yalrT

NFAT= fator de céls T ativadas (nome errado, ha em todas as céls)
No citoplasma fosforilado quando em repouso

N

Figure 6-21 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Ciclosporina e Tacrolimus : inibem atividade fosfatase da calcineurina
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DAG ativa cascata MAPKK

P
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GEF

DAG ativa cascata MAPKK

Ras activates a cascade
of protein kinases,
culminating in

MAPK can migrate to the
nucleus and activate
transcription factors,
which induce new
gene expression

MAPK activation
Mek

o)"@

AR transcription factor

==\ N\ANNG—
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GEF= fator de troca de guanina, ativa Ras

Ras=prot G pequena



Activation of the MAP kinase Erk allows it to
enter the nucleus where it phosphorylates
the transcription factor Elk-1. Elk-1
stimulates transcription of the FOS gene

I

%}; P
Y

SRF “ !

Nucleus SRE FOS
= =

N
Activation of the MAP kinase JNK allows it
to phosphorylate c-Jun, inducing c-Jun
to translocate to the nucleus where it
can dimerize with c-Fos to form AP-1

e . N
CD wp 2

JNK

-Jun

c-Fos '

1

Figure 6-20 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

AP1= Jun (constitutivo no citoplasma) e Fos (induzido)
Jun fosforilado transloca para o nicleo



Vias 1, 2 e 3 induzem transcricdo de IL-2

NFAT/AP-1  Oct1 NFkB AP-1 NFAT/AP-1

IL-2 gene

& A8H &

300 bp

Figure 6-23 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Octl constitutivo em linfdcitos



Sinalizagdo integrada por TCR e coestimulador CD28

B7.1 and B7.2, the ligands for CD28,
are expressed on specialized APCs

APC
1
||

L
Uﬂ,%:

T cell
¢ t 2)
Engagement of CD28 induces its Phosphorylated CD28 can Proline residues in CD28 bind
tyrosine phosphorylations potentially activate Ras and activate Lck and Itk
which activate PI 3-kinase via Grb2 recruitment
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Os linfocitos T ativados deixam os linfonodos
pelo vaso linfatico eferente
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E retornam ao sangue pelo ducto toraxico
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