PERGUNTA:

Como se processa o reconhecimento das céluas T efetoras por parte das T reguladoras?
Necessitam da mediacao das células apresentadoras de antigénio, APC, ou a sua accao é
independente?

OBIJECTIVO:

Avaliar se a accao inibitdria das células T Reguladoras (Treg) nas T efetoras (Tef)
depende da presenca das células apresentadoras de antigénio (APC).

EXPERIENCIA(S):

1. Obter por separacao celular as populacdes Treg, Tef e APC.

2. Testar a ac¢do inibitéria das Treg nas Tef in vitro na PRESENCA e AUSENCIA de APC,
medindo a frequéncia das células T efetoras e a sua proliferacao por citometria de
fluxo.
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Caracterizagao Populagoes Celulares
Tef naive: CD4*CD25Foxp3- (B220)
Tef activado: CD4*CD25*Foxp3- (B220)
Treg: CD4*CD25*Foxp3* (B220)
. APC: B220* (CD4-CD25Foxp3’)
Anticorpos:
[&Anti-CD4-Vermelho
WAnti-CDZS-Laranja
| | Anti-Foxp3-Amarelo
[ ] Anti-B220-Verde | ] Proliferacdo -Vermelho
[ ] Anti-CD4-Verde @’Proliferagéo -Amarelo
@’Anti-BZZO-AzuI | ] Proliferacdo -Azul

[ ] Anti-CD25-Vermelho

@’Foxp3 — GFP (Verde)



AﬂthOprS: Caracterizagao Populagoes Celulares
WAnti—CD4—Verme|ho Tef naiye: CD4*CD25Foxp3- (B220)
' ' Tef activado: CD4*CD25*Foxp3- (B220)
[@/Anti-CD25-Laranja Treg: CD4*CD25*Foxp3* (B220")
[0/ ’Anti-B220-Azul APC: B220* (CD4CD25 Foxp3’)
@’Proliferagéo -Amarelo
(& Foxp3 — GFP (Verde)
Citometro:
[ ] I°4 [ ]
O ® OO0 ® OO0
@0 N (ON*)




Separacao Celular das Populagoes Tef, Treg e APC
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Caracterizagao Populagoes Celulares

Tef naive: CD4*CD25Foxp3- (B220)
Treg: CD4*CD25*Foxp3* (B220')
APC: B220* (CD4°CD25Foxp3’)




Sem APC

Com APC
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Observagoes: Sem APC, Tef proliferam. Treg nao inibem Tef.
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Observagdes: Com APC, Tef ndo proliferam. Treg inibem Tef.
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Sem APC

Com APC
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Observagoes: Sem APC, Tef ndo proliferam. Treg inibem Tef.
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Observagoes: Com APC, Tef ndo proliferam. Treg inibem Tef.
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Controlo

Sem APC e sem Tregs
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Observacoes: Sem APC e Treg, Tef proliferam (foram previamente ativadas).

Com este controlo mostra-se que a inibicao da proliferagao é resultado das Treg. Se o controlo mostrasse que
as Tef ndo proliferavam, o resultado B poderia ser um artefacto, ou seja, a inibi¢ao da proliferagao nao
poderia ser atribuida a ac¢ao das Treg, independetemente de estarem ou ndo na presenca das APC.
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Observagoes: Sem APC, Tef ndo proliferam. Treg inibem Tef.
ia0
15%
©) m Treg
E (]
L 5 i0
= >
m N
g & 1
% G
85%
) 2 Tef
@) X  na
(@)
LL

100

CD25-LARANJA

Observagoes: Com APC, Tef proliferam. Treg ndo inibem Tef.
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