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RESUMO

Gastrite autoimune experimental (AlG) é uma doenca autoimune érgao
especifica mediada por célula T CDA4', induzida por timectomia em
camundongos de 3 dias (3dTx). A susceptibilidade a AIG é altamente variavel
entre as diferentes linhagens, sendo classicamente atribuida a perda das
células Treg CD4"Foxp3*. Entretanto, um estudo recente mostrou a presenca
das Treg nos o6rgados linféides de neonatos com 3 dias. Porém, algumas
questbes ainda ndo foram esclarecidas: a susceptibilidade e resisténcia estéo
correlacionadas ao numero de células Treg exportadas do timo até o terceiro
dia de vida? Além disso, em camundongos adultos timectomizados, a
freqiéncia de Treg prediz a ocorréncia da doenca? Essas questfes foram
analisadas no presente estudo.

Para isso, células do baco e linfonodos de camundongos com 3 dias de
vida, susceptiveis (BALB/c, A/J, C3H/He) ou resistentes (DBA/2, C57BI/6,
B10.A) a AIG foram coradas com anti-CD25 e anti-FoxP3, e analisadas por
citometria de fluxo. Além disso, verificou-se a presenca de células T
CD4'FoxP3" nos mesmos 6rgéos dos animais adultos 3dTx, correlacionando a
frequéncia de Tregs com a evidéncia histoldgica da gastrite. Os resultados
mostram que a frequéncia de Tregs nos camundongos neonatos nao foi
diferente entre as linhagens susceptiveis e resistentes. Essas analises também
foram feitas nos animais adultos 3dTx, que mostram ter a mesma frequéncia de
Treg quando comparados aos animais controles Sham. Esses resultados foram
confirmados nas 6 linhagens analisadas nesse estudo. N&o foi encontrada
relagdo entre a frequéncia de Treg e o0 escore de gastrite. Ao contrério, o
escore de gastrite mostrou ter uma correlacdo positiva com a frequéncia de
células T ativadas nos gastricos.

A susceptibilidade a AIG nédo esta relacionada a presenca ou auséncia
de Tregs nos animais timectomizados. Ao contrario, a susceptibilidade a
doenca autoimune parece ser determinada pela frequéncia de células T
ativadas e pela relacdo entre essas células e as células Tregs. Além disso,
demonstrou-se a correlacdo entre a expressdo constitutiva de BH'/K'ATPase
gastrica no timo e a variacdo na susceptibilidade a AIG observada nos animais
BALB/c. Esses dados sugerem que o nivel de expressdo do autoantigeno no
timo tem implicacbes na selecdo do repertorio autorreativo na gastrite
autoimune.



ABSTRACT

Experimental autoimmune gastritis (AlG) is a CD4 T cell-mediated organ-
specific autoimmune disease that is induced by thymectomy of 3 day-old mice
(3dTx). The susceptibility to AIG is highly variable among different strains and it
has been believed that AIG is caused by the lack of regulatory
CD4'CD25'Foxp3* T cells (Treg). Despite this, a recent study has reported the
presence of Treg in peripheral lymphoid organs of 3 day-old mice. However,
some questions remain unclear: is susceptibility or resistance correlated with
the number of Treg exported from the thymus until the third day of life? In
addition, in adult 3dTx mice, the frequency of Treg predicts the occurrence of
disease? We addressed these questions in the present study.

For this purpose, spleen and lymph nodes cells from 3 day-old mice,
susceptible (BALB/c, A/J, C3H/He) or resistant (DBA/2, C57BI6, B10.A) to AIG
were stained with anti-CD25 and anti-Foxp3 and analyzed by flow cytometry. In
addition, we looked for the presence of CD4"Foxp3” in the same organs of 3dTx
adult mice and correlated the number of Tregs with histological evidence of
AIG. Our results showed that the frequency of Tregs in 3 day-old mice were not
different between resistant and susceptible mice. We repeated our analyses in
adult 3dTx mice and found that 3dTx and sham mice show the same relative
number of Treg cells. These results were confirmed in the six strain studied. In
addition, we failed to found a relationship between Treg number and AIG score.
In contrast to this, AIG score showed a positive correlation with the number of
activated T cells in the gastric lymph nodes.

Susceptibility to AIG is not related to the presence or absence of Tregs in
thymectomized mice. In contrast, susceptibility to autoimmune disease seems
to be guided by the frequency of activated T cells and by the relationship
between these and the Tregs. In addition, we show a correlation between
constitutive expression of BH*/K*ATPase gastric in the thymus and susceptibility
variation to AIG observed in BALB/c mice. Our findings suggest that the
expression level of thymic autoantigen has implication for selection of the
autoreactif T-cell repertoire in autoimmune gastritis
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l. INTRODUCAO

1. Tolerancia

O estabelecimento de tolerancia aos autoantigenos € uma propriedade
fundamental do sistema imunoloégico. A0 mesmo tempo em gque conseguimos
gerar uma resposta imune rapida e eficiente aos patégenos, somos capazes
também de prevenir uma autorreatividade patogénica, ou seja, uma resposta
danosa aos antigenos presentes no nosso proprio corpo. Os mecanismos
celulares e moleculares que tornam o sistema imunoldgico capaz de preservar
0 organismo de respostas imunes dirigidas aos autoantigenos vém sendo
intensamente estudados. Dentre eles, destaca-se a selecdo negativa de clones
de células T que reconhecem com alta afinidade e avidez complexos MHC +
peptideo (MHCp) no timo (Tolerancia Central). Apesar da delecdo clonal
intratimica ser um dos principais responsaveis pela inducdo de tolerancia ao
proprio, este mecanismo ndo é suficiente para garantir a eliminacdo de todas
as células T potencialmente patogénicas. As evidéncias que mostram a
presenca de células T autorreativas potencialmente patogénicas na periferia de
individuos normais séo crescentes (Katz JD et al., 1993; Steinman L, 1996).

Uma questdo pertinente € a seguinte: se temos células capazes de
causar doencas autoimunes, porque nao desenvolvemos autoimunidade
frequentemente? Na periferia, as células T autorreativas sdo constantemente
controladas por uma seérie de mecanismos, denominados conjuntamente
Tolerancia Periférica. Esses mecanismos S0 responsaveis por evitar que

essas células, ao entrarem em contato com autoantigenos, sejam ativadas e



causem danos ao hospedeiro. A tolerancia na periferia pode ser obtida através
de diferentes mecanismos como: i. delecéo periférica, ii. anergia, iii. ignorancia
imunologica e iv. acdo das células T regulatorias (Treg). A partir do momento
em que esses mecanismos sao perdidos, as ceélulas autorreativas podem ser
ativadas na periferia pelos seus respectivos autoantigenos desencadeando
autoimunidade (Walker LSK & Abbas KA, 2002). Os fatores exatos que levam a
predisposicdo ao aparecimento das doencas autoimunes ainda nao foram
completamente elucidados, porém acredita-se que tanto fatores genéticos
quanto ambientais estejam envolvidos nesse processo (Shevach EM, 2000;

Marrack P et al., 2001).

1.1. OntogeniadacélulaT

A geracdo dos linfécitos T ocorre a partir da migracdo de progenitores
linféides comuns ("Common Lymphoid Progenitors"), derivados das células-
tronco hematopoéticas, da medula 6ssea para o timo, onde eles se
comprometem com a linhagem de células T e completam sua maturagao
passando por varios estagios bem definidos. No timo, as células T em
desenvolvimento (ou timécitos) ficam em contato intimo com uma rede de
células epiteliais conhecida como estroma timico, que proporciona um
microambiente impar para o desenvolvimento dessas células através da
producado de citocinas e interagdes celulares que estimulam a sua proliferacao
e maturacéo (Anderson G et al., 1996).

O timo € constituido basicamente por duas regides anatomicamente

distintas: a cortical, mais externa, rica em timocitos imaturos e a medular, mais



interna, rica em timécitos maduros (Gill J et al.,, 2003). Ao longo do seu
processo de maturacao e diferenciacdo, esses timocitos interagem com uma
série de células presentes no microambiente timico, que tem extrema
importancia nos eventos de selecdo de repertério e inducdo de tolerancia,
sendo elas células dendriticas, macrofagos, células B, células epiteliais
corticais e medulares - cTEC e mTEC.

A migracdo das células precursoras através desses microambientes no
timo € critico para a percepcéo de diferentes sinais que governam a geragao
das células T maduras. A diferenciacdo do timécito é caracterizada pela
expressdo temporal coordenada de diferentes moléculas de superficie,
incluindo CD4, CD8, CD44 e CD25 (Takahama Y, 2006 ).

A populacdo de timdcitos no estagio mais precoce de maturagdo no timo

ndo expressa nenhum marcador de células T maduras (CD3"CD4°CDS8),
sendo denominadas células “duplo—negativas” (DN), que ainda podem ser

classificadas como DN1, DN2, DN3 e DN4 de acordo com a presenca ou

auséncia dos marcadores CD44 e CD25. No estdgio DN3 (CD3°CD4 CD8"
CD25" CD44), as células precursoras podem dar origem a duas linhagens de
células T: a populacdo minoritaria de células Ty:d e a linhagem majoritaria de
células Ta:B (Takahama Y, 2006). No cértex timico, essas células sofrem
primeiramente o rearranjo dos genes da cadeia B do receptor da célula T
(TCR), passando a expressa-la na superficie celular juntamente com o pré—
TCRaq, constituindo o complexo pré-TCR. A expressao bem-sucedida do pré-
TCR é necessaria para a continuidade do desenvolvimento linfocitario, havendo
morte celular em caso de rearranjo mal-sucedido (Dudley EC et al., 1994). No

proximo estagio de maturacdo, as células passam a ser CD25 (DN4),



proliferam e diferenciam, passando a expressar CD4 e CD8, sendo chamadas
agora de “duplo-positivas” (Figura 1). Nessa fase também ocorre o rearranjo do
locus da cadeia a e, consequentemente, aparecimento do TCR aff e CD3 na
sua superficie. Essas células agora estdo prontas para sofrer os eventos
subsequentes de selecdo timica, que irdo determinar o repertério de células T

gue sera gerado (von Boehmer H et al., 2003).
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Figura 1. Desenvolvimento das células T no timo. Os progenitores linféides
chegam no timo, iniciando seu processo de diferenciacdo. Os timdcitos DN se
subdividem em 4 estagios de desenvolvimento baseados na expressdo de
marcadores de superficie. A expressdao bem sucedida do pré-TCR leva a
proliferacdo e transicdo para o estado DP, quando os linfocitos sofrerdo os
processos de selecao.

1.2. Importancia da delegdo clonal como mecanismo de tolerancia

Para completar sua maturacdo no timo, as células T em desenvolvimento
(duplo-positivas) devem ser capazes de reconhecer com baixa
afinidade/avidez, via TCR, complexos pMHC que séo expressos pelas células
estromais, como cTEC e células dendriticas, presentes no cortex (Robey E &
Fowlkes BJ, 1994). Dessa forma, gera-se um repertorio de células T restritas

pelo MHC presente no ambiente timico (“restricdo ao MHC préprio”), sendo



estas células capazes de reconhecer complexos pMHC préprio presentes nos
tecidos periféricos. Esse processo € conhecido como selecdo positiva
(Hogquist KA et al., 1994). As células que falham na selecdo positiva, ndo
recebem sinais para prosseguir no seu processo de maturacdo e morrem por
falta de estimulo ("death by neglect”). De fato, a maioria dos timdécitos
(aproximadamente 90%) morre por apoptose por ndo apresentar um TCR
capaz de reconhecer pMHC proprio suficiente afinidade/ avidez (Van Meerwijk
JP et al.,, 1997, Surh CD & Sprent J, 1994). Ao contrario, as células T que
sobreviverem a esse processo de selecdo positiva recebem sinais de
sobrevivéncia e diferenciagdo, passando a expressar exclusivamente CD4 ou
CD8 (unipositivas) (Hogquist KA et al., 1994).

No entanto, os linfécitos cujo TCR reconhece com alta afinidade/avidez
os complexos MHCp sofrem apoptose, sendo eliminados por um processo
conhecido como selecdo negativa ou delecdo clonal (Ed Palmer, 2003). A
delecdo das células potencialmente autorreativas foi primeiramente
demonstrado por Marrack & Kappler. Através de experimentos em
camundongos que expressavam um superantigeno enddégeno, os autores
demonstraram haver eliminacdo das células VB17 cujo TCR reconhece com
alta afinidade e avidez os superantigenos presentes no timo (clones
autorreativos). A andlise da expressdo do TCR no timo desses animais revelou
ainda que a delecdo clonal ocorreu durante o desenvolvimento do timdcito,
uma vez que a expressao dos receptores autorreativos estava presente no pool
de timdcitos imaturos e ausente na populacdo de timécitos maduros presente
na regido medular (Kappler JW et al., 1987).

Um ponto importante € que, ao contrario do que parece, 0s eventos de



selecédo positiva e negativa ndo sdo necessariamente seqgienciais, ou seja, 0
timocito em desenvolvimento ndo precisa sofrer selecao positiva no cortex para
somente depois, num estagio mais maduro passar pelo processo de selecéo
negativa na medula. Estudos em camundongos duplo transgénicos,
envolvendo o acompanhamento dos timdcitos através do uso de tetrameros
pPMHC, indicam que a selecdo negativa pode ocorrer tanto antes quanto depois
da selecao positiva, em todos os estagios de desenvolvimento do timécito (DN,
DP e SP) (Baldwin KK et al., 1999; Ed Palmer, 2003). Sendo assim, 0s
processos de selecdo seriam independentes e ndo sequenciais, ocorrendo ao
mesmo tempo no microambiente timico. Porém, como a maioria das células
apresentadoras (APC) que possuem 0s requisitos necessarios para delecao e
que expressam uma ampla variedade de autoantigenos, residem na regido
medular, a sele¢do negativa tende a ser localizada nessa regiao.

O processo de delecéo clonal é iniciado por interacdes entre moléculas de
superficie celular presentes nas APC do estroma timico e o timécito em
processo de diferenciacdo, o que acarreta a ativacdo de vias bioquimicas
distintas daquelas presentes na selecao positiva, e que culmina na apoptose do
timécito. Moléculas efetoras chaves presentes nesse processo incluem os
membros da familia Bcl-2 (Bim, Bax e Bak) e o receptor nuclear Nur77, que
esta envolvido na ativacdo da transcricdo de genes pré-apoptéticos (Venanzi
ES et al., 2004; Siggs OM et al., 2006). Os mecanismos precisos responsaveis
pela ativacdo dessas proteinas e, consequientemente, ativacdo da cascata de
apoptose, ainda estdo comecando a ser esclarecidos e parecem envolver o
remodelamento da cromatina, permitindo a transcricdo dos mediadores

apoptoticos (Venanzi ES et al., 2004; Siggs OM et al., 2006).



A delecédo dos timdécitos potencialmente patogénicos pelo processo de
selecédo negativa € importante para manutencao da tolerancia a autoantigenos
ubiquos, ja que resposta dessas células a proteinas do proprio organismo
resultaria em dano tecidual e autoimunidade (Kappler JW et al., 1987; Kisielow
P et al., 1988).

A tolerancia a autoantigenos, ou seja, auséncia de resposta frente ao
autoantigeno, gerada pela delecdo de clones autorreativos no timo é
denominada Tolerancia Central (Schwartz R, 1999). Entretanto, a Tolerancia
Central ndo € um mecanismo suficiente para garantir a tolerancia a todos os
autoantigenos existentes, uma vez que a delecdo clonal sé é possivel para
aqueles pMHC que estéo representados no universo antigénico timico. Assim,
células T com potencial autorreativo cujo TCR reconhece pMHC tecido-
especificos que ndo sdo expressos no ambiente timico ou ainda aquelas que
reconhecem com baixa afinidade/avidez os MHCp, conseguem escapar da
selecdo negativa e vao para periferia (Bonomo A & Matzinger P, 1993;
Bouneaud C. et al., 2000). Essas células autorreativas serdo controladas por

mecanismos periféricos de tolerancia, como veremos mais adiante.

1.3. Ampliacdo do universo antigénico expresso no timo e seu

impacto na tolerancia central

Partindo da premissa de que os linfocitos T sé seriam tolerizados no timo
para os autoantigenos de expressao ubiqua e antigenos circulantes no sangue
que alcancam o timo, e que sdo captados pelas APC timicas, como explicar o

grau de tolerancia visto para antigenos periféricos que ndo estariam presentes



no timo? (Schwartz R, 1999). Nesse contexto, o timo teria um papel secundario
na tolerancia, deixando escapar uma ampla variedade de células T
autorreativas, que seriam controladas somente por mecanismos periféricos de
tolerancia. Porém, nos Uultimos anos essa visdo simplista da dicotomia
Tolerancia Periférica x Central, sofreu profundas modificacbes. A importancia
do timo na tolerancia central ficou ainda mais clara apos a descricdo da
presenca de transcritos de RNA, que codificavam para proteinas cuja
expressao acreditava-se estar restrita aos tecidos periféricos (Sospedra ME et
al., 1998; Kyewski B & Derbinski J, 2004) (Figura 2). Proteinas caracteristicas
de uma variedade de tecidos — como por exemplo, pancreas, figado, olhos e
sistema nervoso — estdo incluidos nessa lista e muitos dos antigenos
ectopicamente expressos (insulina, tireoglobulina, proteina de mielina basica e
antigeno S-retinal) estdo associados a doencgas auto-imunes 6rgao-especificas
(diabetes tipo I, tireoidite de Hashimoto, esclerose mdltipla e uveite autoimune,
respectivamente). Dados na literatura sugerem ainda uma correlagéo entre os
niveis de expressdo dos antigenos no timo e a susceptibilidade a doencas
autoimunes, tanto em humanos quanto em camundongos (Pugliese A et al.,
1997; Egwuagu CE et al., 1997; Klein L et al., 2000; Cant6 E et al., 2003;

Taubert R et al., 2007).
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Figura 2. Diversos tecidos estéo representados no timo
através da expressao promiscua de genes.

A expressdo de antigenos tecido-especificos (TSA) no timo, também
conhecida como expressdo promiscua ou ectdpica, parece ser uma
propriedade inerente as células epiteliais timicas (TECs), em particular as
células epiteliais timicas medulares (MTECSs) (Derbinski J et al., 2001; Gotter J
et al., 2004). Essas células parecem expressar genes representativos de quase
todos, sendo todos, tecidos periféricos. A expressdo dos TSA também foi
detectada nas cTEC e nas DC timicas, porém tanto o numero de genes
expressos quanto o nivel de expressao foram bem mais baixos, diferindo tanto
quantitativamente quanto qualitativamente quando comparados as mTEC. Uma
andlise detalhada do perfil de expressdo dos TSA no timo foi feita
recentemente por Kyewski e colaboradores (Derbinski J et al., 2005). Através
da técnica de microarranjos de DNA (DNA microarrays), esse grupo identificou
a presenca de 4 diferentes grupos de genes: (1) genes expressos em niveis

comparaveis em cTEC e mTEC e em baixos niveis, quando presentes, em
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células hematopoéticas; (2) genes que sdo expressos somente nas mTECS,
independentemente do seu estagio de maturacdo; (3) genes expressos
somente nas mMTEC com fenétipo maduro (MHC classe 11" cD80"") e cuja
expressao é dependente de Aire; (4) genes que sdo induzidos nessas mesmas
células (CD80™IM), porém a expresséo é independente de Aire.

O gene aire, identificado e caracterizado por dois grupos independentes,
€ expresso nas mTEC, tanto de camundongos quanto de humanos (Su MA &
Anderson MS, 2004). Mutacbes no gene aire Sao responsaveis por uma
doenca autoimune rara em humanos, conhecida como Sindrome de
Poliendocrinopatia Autoimune tipo | (APS1 ou APECED) (Peterson P et al.,
1998). A proteina codificada pelo gene aire, similarmente a familia de fatores
de transcricdo Sp100, possui um sinal de localizacdo nuclear e varios dominios
de ligacdo ao DNA e interagdo com outras proteinas, sugerindo seu papel
como um modulador da transcricdo (Su MA. & Anderson MS., 2004; Peterson P
et al., 1998; Bjorses P et al., 1998). Além disso, Aire também demonstrou ter
uma atividade de ubiquitina-ligase E3 in vitro, sugerindo um possivel papel em
varios efeitos associados a transferéncia de ubiquitinas a proteinas, o que inclui
degradacédo proteassdmica, diminuicdo da expressao de receptores de
superficie celular e atividades independentes de protedlise (Uchida D et al.,
2004).

Baseando-se na propriedade funcional de Aire como fator transcricional e
o fato dos pacientes com APS-1 apresentarem autoimunidade érgao-especifica
multipla, acometendo 6rgaos (retina, adrenais, tiredide, paratiredides, glandulas
salivares, estbmago e ovarios) cujos antigenos sdo na maior parte expressos

nas mMTEC humanas, levantou-se a possibilidade de que Aire poderia ter uma
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funcdo no controle da expressdo promiscua dos genes no timo (Klein L &
Kyewski B, 2000). De fato, o importante papel do fator de transcricdo aire na
expressao ectopica de TSA , conseqientemente, na inducdo de tolerancia
intratimica foi elegantemente demonstrado através da geracdo de um
camundongo deficiente em Aire (Anderson MS et al., 2002). Esses animais
desenvolveram um quadro de autoimunidade que se mostrou ser dependente
da auséncia de Aire nas células estromais do timo, uma vez que a expressao
de Aire no epitélio timico, e ndo nas células hematopoiéticas timicas, foi capaz
de induzir tolerancia. Os autores também demonstraram que as mTEC do
camundongo AIRE™ apresentam uma reducdo na expressao ectépica de Varios
genes codificadores de antigenos periféricos, levando ao quadro de

autoimunidade descrito acima.

1.4. Mecanismos associados a tolerancia induzida por Aire

Os mecanismos celulares pelo qual aire atua na geracédo de tolerancia das
células T ainda é muito discutido. Uma possibilidade légica seria a sua
influéncia na selecédo negativa — as mTEC expressando aire iriam apresentar
uma maior diversidade de complexos pMHC proprio na superficie, o que iria
ocasionar delecéo clonal dos timdcitos autorreativos. De fato, a evidéncia direta
do efeito de Aire na selecdo timica foi observada em um modelo de
camundongo que expressava tanto um TCR especifico para HEL (antigeno de
lisozima de ovo) quanto uma forma desse antigeno ligada a membrana das
células timicas, sob o controle do promotor de insulina. De acordo com o0s

resultados obtidos, na auséncia de Aire as células T HEL-especificas ndo sao
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deletadas no timo, sendo, portanto, detectadas na periferia. Ao contrario,
camundongos que expressam Aire selecionam negativamente essas células
devido a expressédo ectopica do antigeno HEL, controlada pelo promotor da
insulina no timo (Liston A et al., 2003). Entretanto, como somente uma pequena
fracdo (~1%) das mTEC expressa uma determinada proteina tecido-especifica
e o fato de que nem todos os TSA parecem estar sob controle do aire, ha
davidas se este fendmeno seria suficiente para induzir, em condi¢cdes
fisioldgicas, a delecao das células T (Derbinski J et al., 2001).

Dados gerados a partir de camundongos duplo transgenicos que

expressam HEL sno promots



0 que poderia estar comprometido nos animais deficientes para Aire. No
entanto essa hipétese ndo se mostrou verdadeira, uma vez que animais
deficientes para Aire ndo apresentaram reducdo nem no numero de células
regulatorias (Anderson MS et al., 2002), nem no nivel de expressao de FoxP3
dessas células, assim como néo apresentaram comprometimento da atividade
supressora dessas células, tanto in vitro quanto in vivo (Anderson MS et al.,
2005). Provavelmente, devido ao fato de muitos antigenos de expresséo
ectopica ndo estarem sob controle de Aire no timo, a geracdo de células T
regulatorias policlonais acaba sendo possivel. Entretanto, quando a analise da
selecdo positiva das Treg é feita através de um modelo com mTEC Aire”, o
papel desse fator de transcricdo torna-se claro (Aschenbrenner K et al., 2007).
Através de uma série de elegantes experimentos com quimeras irradiadas, 0s
autores demonstraram que somente quando o0 antigeno era expresso nas
MTEC havia gerarcdo de células T regulatérias. Isto ndo acontecia com DC
timicas. Entretanto, quando comparada as outras APC timicas, as DC parecem
ser potencialmente importantes na inducdo da tolerancia central das células T
CD4" através do fendmeno de apresentacio cruzada de antigenos derivados
das mTEC, o que néao significa que tanto as mTEC quanto as cTEC possam
também contribuir para processo de delecédo clonal (Gallegos AM & Bevan
MJ., 2004 ; Watanabe N et al.,, 2005; Aschenbrenner K et al., 2007). A
evidéncia do papel das mTEC na geracdo das Tregs vai de encontro com
dados da literatura que descrevem a regido medular como o principal sitio de
localizacdo das células T FoxP3" no timo (Fontenot JD et al., 2005b).

Como dito anteriormente, o0 mecanismo de selecdo negativa ndo é

suficiente para controlar completamente a geracdo de clones autorreativos,
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especialmente aqueles que reconhecem autoantigenos que néo sdo expressos
no microambiente timico ou ainda aqueles que possuem TCR de baixa
afinidade para autoantigenos, escapando da delecao (Bouneaud C et al., 2000;
Zehn D & Bevan MJ, 2006). A presenca de células T autorreativas
potencialmente patogénicas na periferia pode ser evidenciada através da
imunizagdo com autoantigenos especificos emulsificados em adjuvante
completo de Freund (Billiau A & Matthys P, 2001; Katz JD et al, 1993; Steinman
L, 1996), por repetida estimulacdo com esses antigenos in vitro (Wekerle H et
al., 1996), ou ainda através do modelo de timectomia neonatal (Sakaguchi S et
al., 1982; Shevach EM, 2000). Sendo assim, a eliminacdo das células T
autorreativas no timo € apenas uma parte da histéria.

Na periferia, essas células sdo controladas por uma série de mecanismos
responsaveis por torna-las nao-responsivas aos autoantigenos. Como
exemplo, podemos citar a delecéo periférica, que ocorre através da inducdo da
apoptose, também conhecida como AICD (activation - induced cell death), em
resposta ao estimulo continuado via TCR. Estudos sugerem um papel
importante da sinalizacdo via Fas-FasL nesse processo (Singer GG & Abbas
AK, 1994). Alternativamente, o encontro da célula T com o autoantigeno na
periferia pode levar a uma inativacao funcional desta célula, também conhecido
como anergia — fendbmeno resultante da ligacdo do TCR na auséncia de co-
estimulo (B7-1 e B7-2) e da ligacdo do CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-
associated antigen 4) (Jenkins MK & Schwartz RH, 1987; Perez VL et al.,
1997). Além disso, a resposta da célula T pode ser ausente simplesmente pelo
fato do antigeno ndo poder estar associado a moléculas de MHC (Barcinski M

et al., 1977), ou ainda estar sequestrado em lugares ndo acessiveis ao sistema
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linfatico ou sanguineo, ndo sendo capaz de entrar em contato com as células
do sistema imune, levando ao fenbmeno conhecido como tolerancia por
ignorancia (Alferink J et al., 1998; Zinkernagel RM, 1996). Um outro mecanismo
de inducdo de tolerancia na periferia € através da acdo das células T

regulatorias, que sera detalhado mais adiante.

2. Células T regulatorias

2.1. Renascimento no modelo de timectomia neonatal

A existéncia de uma populacdo de linfécitos com capacidade supressora,
ou seja, capaz de inibir a ativacdo/resposta de outras células T, foi
primeiramente descrita na década de 70 (Gershon RK & Kondo K, 1970).
Acreditava-se que as células T supressoras exerciam suas funcdes bioldgicas
através da sintese de fatores solUveis antigeno-especificos. Entretanto, devido
ao insucesso na caracterizacdo desses fatores e a auséncia de marcadores
especificos que pudesse diferencia-las, os estudos sobre a supressdo mediada
por células T foram deixados de lado pelos pesquisadores.

No inicio da década de 80, a hipétese sobre existéncia das células T
supressoras foi novamente posta em evidéncia. Os experimentos que
reafirmaram a existéncia e deram suporte a importancia das células T
supressoras partiram de estudos envolvendo indugcédo de autoimunidade 6rgéo-
especifica através da timectomia neonatal.

O modelo de timectomia neonatal e o seu papel na inducdo de doenca

autoimune Orgao-especifica foi inicialmente demonstrado por Nishizuka &
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Sakakura em 1969. Os autores observaram que a timectomia, quando feita no
3°dia de vida do camundongo, tornava a fémea infértii devido ao
desenvolvimento de ooforite. A atrofia do ovario ndo ocorria quando a
timectomia era feita no dia 1 ou dia 7 de vida. Aléem disso, o desenvolvimento
da doenca era prevenido por um enxerto timico no dia 7, ndo tendo efeito
protetor se realizado posteriormente (dia 40) (Nishizuka Y & Sakakura T, 1969).
Em 1976 os mesmos autores concluiram que a sindrome induzida pela
timectomia no terceiro dia era autoimunidade 6érgao-especifica (Kojima A et al.,
1976; Kojima A et al., 1980). Desde entdo, varios trabalhos foram gerados
associando a timectomia neonatal ao desenvolvimento de uma ampla
variedade de doencas autoimunes O6rgdo-especificas em camundongos,
havendo diferencas na susceptibilidade a doenca entre as diferentes linhagens
(Kojima A & Prehn RT, 1981; Gleeson Paul et al., 1996).

De acordo com os autores, os camundongos timectomizados entre o 2°
e 4° dias de vida desenvolviam doenca autoimune Orgdo-especifica
espontaneamente na fase adulta, incluindo gastrite, tireoidite e ooforite
(Sakaguchi S, 2001) devido a deplecao de uma subpopulacao de células T com
capacidade supressora, uma vez que a transferéncia de células T CD4+
esplénicas ou timdcitos de camundongos adultos normais prevenia a indugdo
da doenca autoimune (Sakaguchi S et al., 1982). Mais tarde, tanto as células T
efetoras quanto as regulatérias foram melhor caracterizadas, mostrando ser

ambas CD4" CD8 (Smith H et al, 1991).
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2.2. Caracterizacao das células Treg

Um importante passo no estudo das células T regulatorias foi a
identificacdo de marcadores que possibilitaram diferenciar essa subpopulacao
das demais células T CD4". Sakaguchi e cols foram os primeiros a sugerir que
as células T regulatorias poderiam ser separadas das células efetoras, com
base na expresséo relativa do antigeno Lyt-1 (CD5) (Sakaguchi S et al., 1982).
Alguns anos mais tarde, Powrie e Mason contribuiram para a caracterizacao
das Tregs, demonstrando que células T CD4'CD45RB™" induziam IBD
(Inflammatory  Bowel Disease) quando inoculadas em  animais
imunodeficientes, enquanto o0s animais que recebiam células T
CD4*CD45RB"" ou uma mistura das duas subpopula¢des, ndo desenvolviam
lesbes intestinais (Powrie F & Mason DW, 1990). Logo, 0s primeiros
marcadores de superficie haviam sido identificados — as células Treg
demonstravam-se ser CD5"" CD45°" . Entretanto, mesmo estando presente
na superficie das Treg, esses marcadores ndo eram especificos, estando
também presente na superficie de células T CD4" ativadas n&do-regulatérias
(Sakaguchi S et al., 2004).

Um grande avanco na sua caracterizacdo veio na década de 90, com a

demonstracdo de Sakaguchi e cols de que as células supressoras estavam

exclusivamente presentes em uma pequena populacdo de células T cb4*
(cerca de 5 a 10% das CD4+) que expressava constitutivamente o marcador de
superficie CD25 (ou cadeia a do receptor de IL-2). Essas células mostraram-se

anérgicas - uma vez que nao proliferam frente a estimulacdo via TCR in vitro e

ndo produziam IL-2 - e capazes de suprimir a proliferacdo de células T CD25"
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in vitro e in vivo (Sakaguchi S et al., 1995).

Além do CD25, outros marcadores tém sido utilizados para identificar as
células Treg , entre eles CTLA-4, CD62L, CD69, GITR (TNFRSF18) e o0 ja
citado baixo nivel de CD45RB (Shevach EM, 2002; Sakaguchi S et al., 1995).

Entretanto, essas moléculas de superficie celular, inclui



para FoxP3 quanto controle selvagem. Somente as células oriundas do
camundongo controle, cujas células expressam normalmente FoxP3, foram
capazes de gerar células regulatorias. Aléem disso, a expressao forcada de

FoxP3 em células T virgens resultou na aquisicdo de um fendtipo caracteristico

das Tregs (CD25MI" CTLA-4MI" e GITRW), sendo inclusive capazes de
prevenir o desenvolvimento de sindromes autoimunes quando co-transferidas
com células T efetoras (CD4'CD25") para animais linfopénicos (Hori S et al.,
2003; Fontenot JD et al., 2003). Esses resultados implicam que a
implementacdo de um programa funcional FoxP3-dependente nas células T
regulatorias segue uma via de diferenciacdo distinta daquelas que direcionam
para fenoétipos Thl, Th2 ou células de memoria.

Um novo avanco no entendimento da biologia das Tregs veio com a
construcdo de um camundongo transgénico que expressa GFP como gene

repérter para FoxP3 (FoxP3¢FF

), 0 que possibilitou a analise da expressao de
FoxP3 em nivel de célula unica (single cell) (Fontenot JD et al., 2005a). De
acordo com o trabalho, 96% das células que expressam FoxP3 séo CD4" e 60-
88% expressam altos niveis de CD25, dependendo da localizacdo anatémica
no timo. Além da deteccdo das células T CD25""FoxP3*CD4*, uma outra
populacdo de Treg, até entdo desconhecida, foi identificada-
FoxP3'CD4'CD25 ou FoxP3'CD4*'CD25°". Essas células possuem
capacidade supressora similar as células CD25""FoxP3*CD4* . Com isso,
FoxP3 aparece como o marcador mais caracteristico das Tregs, delegando ao
CD25 um papel secundario.

O padrdo de expressdo do FoxP3 entre os timécitos € muito similar ao

padrdo visto nos 6rgdos linféides periféricos. Nos camundongos FoxP3°,
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85% dos timocitos FoxP3" sdo CD4" SP (single positive), 4% sdo CD8" SP e
aproximadamente 11% sdo duplo-positivos (DP). Além disso, as células
FoxP3" parecem estar localizadas principalmente na medula timica. Os
estudos relacionados a fase de maturacdo (SP ou DP) e aos estimulos

necessarios para inducdo do FoxP3 no timo e, conseglentemente, da



expressar o FoxP3 mutado) mostraram-se ainda incapazes de suprimir uma
resposta de célula T, tanto in vitro quanto in vivo. Esses dados indicam que
muitos timaocitos, na auséncia de FoxP3 e na presenca de um estimulo chave,
ainda desconhecido, sdo capazes de se diferenciar para um fenotipo muito

similar aos da Treg, sendo exportados par



promotoras consenso, quanto indiretamente, pela modulacdo da expressao de
outros reguladores (fatores de transcricdo). Ao contrario do que se imaginava,
FoxP3 mostrou ser capaz de aumentar ou diminuir a expressdo de uma série
de genes especificos, ndo agindo somente como um repressor transcricional

(Zheng Y & Rudensky A, 2007a).

2.3. Ontogenia das células T regulatorias

As células T regulatérias podem ser dividas em dois grupos distintos
baseados na sua origem e nos mecanismos de supressao. As células Treg que
se desenvolvem e adquirem seu fendtipo supressor no timo, migrando
posteriormente para periferia, sdo chamadas de Treg “naturais”. A maioria das
células Treg “naturais” expressa constitutivamente CD25 e seu
desenvolvimento e funcdo esta associada ao fator de transcricdo FoxP3. Toda
discussédo desse trabalho vai considerar somente esse grupo de Treg, ou seja,
células T regulatorias geradas no timo. O outro grupo é conhecido como Treg
“induzida”. Essas células, ao contrario das Treg “naturais”, sdo induzidas na
periferia, na presenca do antigeno e de determinadas citocinas no meio. Dentro
desse grupo estdo as células T regulatérias produtoras de IL-10 (Trl) e as
produtoras de TGFp (Tr3) (Sakaguchi S, 2004).

Alguns estudos relatam a possivel conversao na periferia das células T
CD4" naive ou ativadas para um fenétipo regulatério FoxP3*. Esse fenébmeno
aconteceria através da estimulacdo das células T convencionais com baixas
doses de antigeno, na auséncia de uma APC professional (Apostolou | & Von

Boehmer H., 2004), ou através da estimulacdo do TCR na presenca de TGF-f3
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(Chen W et al.,, 2003). Se o processo de conversdo na periferia contribui
fisiologicamente de fato para populacéo de Tregs FoxP3", ainda néo esta claro.
A analise da diversidade do TCR mostra que as Treg timicas possuem um
repertorio de TCR diverso e muito mais similar ao repertério encontrado nas
Tregs presentes na periferia do que aquele encontrado nas células T nao-
regulatorias. Esses daddos indicam o timo como o principal gerador de Tregs,
tendo a conversao periférica, se existente, apenas um papel secundario (Hsieh
CS et al., 2006; Pacholczyk R et al., 2006).

A selecdo timica das Tregs parece fugir ao padrédo convencional. Ao
contrario das células T CD4" efetoras, a diferenciacido das Tregs é induzida
pelo reconhecimento de complexos pMHC agonistas no timo, situacdo essa
gue normalmente provocaria a delecédo das células T (Jordan MS et al., 2001).
Estudos envolvendo camundongos duplo-transgénicos que apresentam tanto
TCR transgénico quanto o0 seu respectivo antigeno no timo, propuseram que a
presenca do peptideo agonista de alta afinidade seria capaz de dirigir a
diferenciacdo das células T CD4" para o fenétipo regulatério CD25+, ja que
havia um aumento significativo no percentual dessas células. Se peptideo de
alta afinidade fosse substituido por peptideos de baixa afinidade, as células
Tregs ndo eram geradas, demonstrando a importancia da presenca do
antigeno de alta afinidade na sua selecédo positiva (Jordan MS et al., 2001;
Apostolou | et al., 2002).

Com base nos dados descritos, ainda ndo esta claro se a célula T no timo
ja esta comprometida com o fenétipo regulatério numa fase inicial da
maturacado, sendo selecionada positivamente na presenca do antigeno cognato

(sobrevivéncia seletiva) e ndo deletada como no caso das efetoras, ou se o
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fendtipo regulatério € apenas induzido quando a célula T encontra o antigeno
de alta avidez/afinidade (inducéo instrutiva). O antigeno cognato, por sua vez,
parece ser essencial na inducédo do gene FoxP3 nas células Tregs, bem como
na aquisicdo do seu fenodtipo regulatério, ja que camundongos
transgénicos/RAG” que ndo expressam o antigeno cognato, n&o possuem
células T FoxP3" (Apostolou | et al., 2002; Fontenot JD et al., 2005a).

Recentemente, Mathis e cols mostraram que a presenca do antigeno
agonista no timo, ao contrario do que foi descrito anteriormente, ndo € capaz
de direcionar a diferenciacdo dos timdcitos em desenvolvimento para a via de
Treg. Utilizando como modelo camundongos TCR-transgénicos em que a
expressao transgénica do antigeno agonista no timo é controlada por um
repressor induzido por tetraciclina, os autores puderam analisar a diferenciacao
das Tregs em resposta a quantidades crescentes do antigeno. Enquanto a
maioria das células T foi deletada quando exposta a concentracfes crescentes
do antigeno, a populacdo de células T regulatérias, em numero absoluto,
permanece inalterada, aumentando somente em numero relativo, o que da uma
falsa impresséao de diferenciacéo induzida (Van Santen HM et al., 2004). Assim,
apesar da presenca do antigeno ser determinante para geracdo das células T
regulatorias, a sua concentracdo parece ndo influenciar na quantidade de
células T regulatorias que é gerada.

O fato da célula T regulatdria ser gerada no timo somente na presenca do
peptideo cognato sugere que, assim como as ceélulas T com potencial
autoimune, as células Treg possuem TCR com habilidade para o
reconhecimento do autoantigeno, sendo, portanto, autorreativas. De fato,

células T nao regulatérias quando transduzidas com TCR derivados de células
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Treg rapidamente expandem suas populacdes in vivo e induzem doenca

autoimune em camundongos linfopénicos (Hsieh CS et al., 2004).

2.4. Mecanismos efetores da supressao pela célula T regulatéria

Os mecanismos propostos para a funcéo inibitoria das células Treg se
baseiam em experimentos feitos in vitro e in vivo. Andlises in vitro
demonstraram que a supressao da proliferacdo e producdo de citocinas so
ocorre quando as duas populacdes (supressora e respondedora) sdo co-
cultivadas na presenca de um estimulo via TCR, sendo abolida pela adicao de
IL-2 ex6gena e anti-CD28 na cultura (Takahashi T et al., 1998; Thornton AM &
Shevach EM, 2000). Além disso, a supressao mostrou-se dependente de
contato celular, uma vez que ndo ocorria quando as células Treg e as células
respondedoras sao separadas por uma membrana semi-permeavel (Takahashi
T et al., 1998; Thornton AM & Shevach EM, 1998). Além disso, também sao
independentes da secrec¢do IL-10 e TGF-B , ja que células supressoras
oriundas de camundongos deficientes para essas duas citocinas sdo capazes
de in vitro suprimir eficientemente (Shevach EM, 2002). Moléculas de superficie
como CTLA-4 e GITR, que sdo superexpressas nas Tregs, parecem ter um
papel importante na supressao dependente de contato, porém o mecanismo
pelo qual elas atuam, se € diretamente na APC, na célula T respondedora ou
em ambos, ainda precisa ser melhor elucidado (Shevach EM, 2002). Ao
contrario dos resultados obtidos in vitro, uma série de experimentos reporta a
importancia das citocinas IL-10 e TGF-B nos modelos de supressdo in vivo

(Shevach EM, 2002; Von Boehmer H, 2005). Apesar dos inumeros trabalhos
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relacionados aos mecanismos de supressao, ainda nao foi possivel definir
qualquer um deles como sendo o principal.

O comportamento das ceélulas Treg in vivo também parece ser bem
diferente dos dados obtidos a partir dos experimentos in vitro, onde elas se
mostraram anérgicas (sem capacidade proliferativa) frente ao estimulo via TCR
(Sakaguchi S, 1995). As células Treg possuem uma alta capacidade
proliferativa in vivo, frente ao antigeno especifico, se acumulando nos
linfonodos drenantes. Uma vez ativadas pelo seu ligante agonista, as células T
regulatorias sdo capazes de suprimir efetivamente uma resposta imune
policlonal (Fisson S et al., 2003; Klein L et al, 2003; Von Boehmer H., 2005).
Em modelos utilizando camundongos linfopénicos, as células Treg também
mostraram ser capazes de proliferar intensamente, provavelmente em resposta
aos autoantigenos, o que vai de encontro com o fato dessas células possuirem
naturalmente um TCR autorreativo (Jordan MS. et al.,, 2001; Fisson S et al.,

2003, Hsieh CS et al., 2004).

3. Autoimunidade pds-timectomia neonatal

3.1. Influéncia das Células T regulatorias

Como dito anteriormente, a identificacdo do marcador CD25 por Sakaguchi

facilitou muito o estudo das Tregs. Em 1996, 0 mesmo autor demonstrou que a

populacio de células CD4'CD25" era afetada em camundongos

timectomizados no periodo neonatal (Asano, M et al., 1996). De acordo com o

trabalho, as células regulatérias CD4"CD25" s6 seriam exportadas do timo para
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periferia a partir do terceiro dia de vida do camundongo. Sendo assim, a
timectomia feita no 3° dia teria como consequéncia a deplecdo das células
regulatorias na periferia do camundongo neonato, favorecendo assim a
expansao de clones autorreativos, que escaparam da selecdo negativa no timo.
Desde entdo, assumiu-se o dogma de que a timectomia neonatal induz
autoimunidade devido a deplecdo de uma subpopulacdo de células T com
funcao regulatéria.

Entretanto, Bandeira e cols recentemente mostraram que camundongos
BALB/c de 3 dias ja apresentam um numero significativo de células
CD4'CD25" tanto no timo quanto na periferia e que essas células expressam
FoxP3, um marcador especifico das Tregs (Dujardin HC et al., 2004). Através
da técnica de PCR em tempo real, os autores também demonstraram que 0s
camundongos adultos timectomizados (3dTx) possuem células T CD4'CD25"
esplénicas que expressam altas quantidades de FoxP3 (Dujardin HC et al.,
2004).

Apesar desses dados mostrarem a presenca das Tregs nos animais
timectomizados, a perda do compartimento regulatério ainda é visto como o
principal fator responsavel pelo desenvolvimento de autoimunidade pos-
timectomia neonatal. Alguns outros fatores, como a exportacdo precoce de
clones imaturos potencialmente autorreativos, durante o periodo neonatal,
também pode estar associado ao desencadeamento de autoimunidade

(Bonomo A et al., 1994; Bonomo A et al., 1995).
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3.2. Analise genética: susceptibilidade x resisténcia

Um importante fato relacionado ao modelo de timectomia € que nem todas
as linhagens de camundongos sao susceptiveis a inducdo de doenca
autoimune pos-timectomia. Além disso, dentro das linhagens susceptiveis, a
freqiéncia de uma doenca autoimune 6rgéo-especifica em particular, depende
do background genético do camundongo, visto que, mesmo havendo uma
ampla variedade de manifestacdes patologicas, cada linhagem apresenta um
padrdo de 6rgdo alvo que sera acometido (Kojima A & Prehn RT, 1981). Por
exemplo, os camundongos BALB/c, A/J sdo susceptiveis, podendo apresentar
gastrite e ooforite autoimune, com variacbes na incidéncia, ja os C3H/He
apresentam gastrite e tireoidite e a linhagem 129 apresenta prostatite. Outras
linhagens como C57BL/6, DBA/2 e B10.A, sao resistentes, ndo desenvolvendo
nenhuma donga autoimune pos- timectomia neonatal (Tabelal).

Uma analise detalhada da incidéncia de ooforite, orquite, tireoidite, gastrite
e adenite glandular coagulante em 21 linhagens de camundongos neonatais
timectomizados, foi feita em 1981 por Kojima e Prehn. Nesse estudo, os
autores buscaram demonstrar uma possivel associacdo das doencas com
certos haplotipos de MHC, usando linhagens H-2 congénicas, linhagens
resistentes e linhagens recombinantes inbred. De acordo com a analise
genética feita pelos autores, a susceptibilidade a doenca néo esta relacionada
ao haplétipo de MHC, exceto para o caso de adenite glandular coagulante.
Como exemplo, podemos citar as linhagens BALB/c — altamente susceptivel a
gastrite autoimune, e DBA/2 - resistente a gastrite autoimune. Ambas linhagens

apresentam o haplétipo H-2¢, entretanto, diferem na susceptibilidade & doenca.
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A busca por possiveis genes de susceptibilidade a gastrite autoimune nos
camundongos da linhagem susceptivel BALB/cCrSlc resultou na identificacéo
de 2 regides genéticas distintas localizadas na porgéo distal do cromossomo 4,
denominadas Gasal e Gasa 2 (Silveira PA et al., 1999). O mapeamento
genético dessas regides foi feito através da analise comparativa na progénie
(F2) resultante do cruzamento entre BALB/cCrSlc (susceptivel) e C57BL/6
(resistente). Posteriormente, uma analise mais detalhada possibilitou a
identificacdo de mais dois genes: Gasa 3 e Gasa 4, que possivelmente
estariam relacionados a susceptibilidade (Silveira PA et al., 2001). Entretanto, a
comparacao entre a linhagem susceptivel BALB/c e outra linhagem resistente
(DBA/2) néo resultou na identificacdo desses mesmos genes, sugerindo que
outros fatores estariam relacionados ao padréo de susceptibilidade observado
(Mori,Y et al, 1991).

Assim, apesar de se acreditar na influéncia de fatores genéticos, os motivos
exatos pelos quais algumas linhagens s&o susceptiveis e outras sao
resistentes, ainda nao foram esclarecidos, bem como os motivos que
influenciam o padrdo de 6rgdos afetados pela autoimunidade (Kojima A &
Prehn RT, 1981).

De forma similar & patologia observada no modelo de timectomia
neonatal, camundongos Aire” de linhagens diferentes, assim como pacientes
com APS1 (Sindrome de Poliendocrinopatia Autoimune tipo 1) devido a
mutacBes em aire, apresentam uma ampla variedade no tipo de manifestacao
autoimune desenvolvida, com diferentes niveis de incidéncia (Ramsey C et al,
2002; Anderson MS et al., 2002; Liston a et al., 2003). Cada paciente em geral

apresenta uma diferente constelacdo de oOrgaos afetados e anticorpos de
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diferentes especificidades (Perheentupa J., 1996; Betterle C et al., 1998). Um
estudo feito através do cruzamento de camundongos Aire -/- com diferentes
backgrounds genéticos, tentou buscar uma explicacdo sobre a diversidade
observada no padrdo e na severidade do 6rgao afetado (Jiang W et al., 2005).
Novamente nao foi encontrada nenhuma associacao direta com o haplétipo de
MHC na maioria das doencas analisadas (exceto diabetes e pancreatite),
principalmente no caso da gastrite autoimune. De acordo com os autores, 0
background genético parece condicionar as manifestacdes vistas nos animais
com mutacdo em aire, sugerindo que o polimorfismo genético, tanto em
humanos quanto em camundongos, provavelmente define o padrdo de doenca

e 0 grau de severidade observado (Jiang W et al., 2005).

Linhagens H-2 FreqUéncia da doenca
BALB/c d gastrite (60-80%)
C3H/He k gastrite (50-70%)
Al a ooforite (70-90%) gastritite (20-45%)
DBA/2 d resistente
B10.A a resistente
C57BI6 b resistente

Tabela 1- Freqgiiéncia de doenca autoimmune p6s-3dTx nas diferentes linhagens de

camundongos que serdo analisadas nesse estudo (Kojima A & Prehn RT., 1981).

4. Gastrite Autoimune como modelo de estudo

4.1. Caracteristicas gerais
A timectomia neonatal (3dTx) nos camundongos susceptiveis, como
BALB/c, assim como resulta em uma doencga autoimune gdastrica similar a que

ocorre nos humanos, sendo caracterizada por um infiltrado inflamatério crénico,
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com linfocitos T CD4" e macrofagos na submucosa gastrica, acompanhado
pela perda das células parietais zimogénicas e presenca de autoanticorpos
anti-células parietais na circulacdo (Toh Ban-Hock et al., 2000). Estudos de
deplecdo in vivo demonstraram que o desenvolvimento da lesdo gastrica é
mediada por células T CD4" e ndo por células T CD8" (De Silva HD et al.,
1998).

A andlise da especificidade das células T CD4" efetoras presentes nos
animais 3dTx, demonstrou que o autoantigeno alvo reconhecido por essas
células é a H'/K'ATPase presente nas células parietais da mucosa gastrica,
responsavel pela acidificacdo do estbmago. A H'/K*ATPase ¢ uma proteina
heterodimérica formada por uma subunidade catalitica a (92 kDa), altamente
conservada, e por uma subunidade [ (60-90 kDa) altamente glicosilada (Toh
Ban-Hock et al., 2000; van Driel IR., 2002; Suri-Payer E et al., 1996). Em
concordancia, os autoanticorpos presentes no soro dos pacientes e animais
3dTx mostraram-se ser especificos para as cadeias a e B da H'/K* ATPase
gastrica (Jones CM et al., 1991).

A cadeia B da H'/K" ATPase parece ter um papel dominante na ativagéo
das células T CD4" autorreativas, ja que a expressio transgénica somente da
cadeia 3 sob controle do promotor de MHC classe Il torna o camundongo
tolerante, prevenindo a producdo de anticorpos para as subunidades a e 3 da
da H'/K'ATPase e o desenvolvendo de gastrite autoimune pds-3dTx
(Alderuccio F et al.,, 1993). Em contraste, a expressao transgénica da
subunidade a no timo, também sob o controle do promotor de MHC classe I,
nao foi capaz de prevenir o desenvolvimento da doenca (Alderuccio F et al.,

1997).
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Através do estabelecimento de linhagens de células T a partir do
linfonodos gastricos dos animais 3dTx, foi possivel analisar a especificidade de
dois diferentes clones envolvidos na patogénese da gastrite, denominados
TXA23 e TXA51. Ambos reagiram a peptideos distintos derivados da cadeia a.
(Suri-Payer E et al., 1999). De forma diferente, o hibridoma de célula T que
reage a cadeia [ foi gerado a partir de camundongos adultos normais
imunizados com o epitopo dominante da cadeia 3, sendo denominado de 1E4
(De Silva HD et al., 2001). A andlise do TCR dessas células T sugere que 0s
clones especificos para cadeia a possuem alta afinidade pelo antigeno, ao
contrario, o clone que responde a cadeia [ parece ser de baixa afinidade.
Sendo assim, os clones de alta afinidade como TXA23, seriam ativamente
tolerizados na periferia de um camundongo normal, enquanto que os clones de
baixa afinidade, por necessitarem de maior quantidade de antigeno para serem
tolerizados na periferia, seriam capazes de escapar desse processo,
permanecendo no animal, sendo ativados no caso de desencadeamento da

doencga (van Driel IR, et al., 2005).

4.2. Expressado timica promiscua de autoantigenos géstricos e

inducéo de tolerancia

Varios estudos sugerem que a expressao de genes periféricos no timo
contribui para a manutencdo da tolerancia periférica. Podemos citar como
exemplo a correlacdo entre o nivel de expressdo da insulina no timo e a

resisténcia a diabetes, assim como a expressdo timica da proteina
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proteolipidica da mielina (PLP) em camundongos resistentes a encefalomielite
autoimune (C57BIl/6) e de antigenos uveitogénicos em camundongos
resistentes a uveoretinite autoimune experimental (EAU) (Pugliese A et al.,
1997; Egwuagu CE et al., 1997; Klein L et al., 2000; De Voss J et al., 2006).
Dessa forma, um nivel elevado de expressdo do autoantigeno no timo
favoreceria a delecdo dos clones autorreativos, resultando na auséncia ou na
menor frequéncia desses clones na periferia, 0 que tornaria o camundongo
resistente a inducdo de autoimunidade orgao-especifica.

A expressdo do mRNA da subunidade a ja foi detectada em varios
tecidos, incluindo estébmago, timo, bago, cérebro, rim e figado, entretanto, a
expressao da subunidade B em outros tecidos que ndo o estbmago, ainda é
muito controversa (Alderuccio F et al., 1997). Varios trabalhos descrevem a
cadeia 3 como ndo sendo expressa no timo de camundongos, ou pelo menos
nao detectavel por RT-PCR, o que ndo exclui a possibilidade de um pequeno
namero de células timicas expressarem o autoantigeno gastrico (Derbinski J et
al., 2001; Alderuccio F et al., 1993; Alderuccio F et al., 1997). A presenca
cadeia 3 no timo parece ser fundamental para manutencéo da tolerancia, uma
vez que camundongos deficientes para cadeia B da H'/K* ATPase
desenvolvem gastrite autoimune. O mesmo ocorre quando células T CD4" dos
camundongos deficientes para cadeia B da H'/K' ATPase, e ndo dos
camundongos selvagens, sdo transferidas para BALB/c atimicos nude,
sugerindo a presenca de clones patogénicos na auséncia H'/K* ATPase B
enddgena (Laurie KL et al., 2002). Ao contrario da subunidade 3, a expressao
do gene da subunidade a é facilmente detectavel no timo (Alderuccio F et al.,

1997). Mesmo estando presente em maior quantidade, a capacidade de
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delecdo de clones patogénicos especificos para cadeia a esta intimamente
ligada ao nivel de expressédo da cadeia 3, ja que somente a superexpressao da
cadeia a no timo nao foi suficiente para deletar as células gastritogénicas a-
especificas, sendo necessario para isso, a superexpressdo da cadeia f3
concomitantemente (Allen S et al., 2005). Esses dados sugerem um papel
importante do nivel da expressao de da cadeia [3 no timo na delecéo, tanto dos
clones a quanto (-especificos.

Um trabalho publicado em 2003 por Canto e cols foi capaz de detectar a
cadeia 3 ndo s6 no timo, mas também em outros tecidos como baco e rim, em
niveis mais baixos (Cantd E et al., 2003). Os mesmos autores, através da
técnica de RT-PCR seguida de imunoblot, mostraram haver uma diferenca no
nivel de expressdo da cadeia B da H'/K* ATPase no timo de camundongos
neonatos BALB/c e DBA/2, sendo estes susceptiveis e resistentes a AlG,
respectivamente. Entretanto, como a técnica de RT-PCR ndo possui carater
quantitativo, faz-se necessario um estudo mais detalhado e quantitativo para
que estes dados mostrem-se confiaveis. Assim, ainda falta estabelecer se a
expressdo promiscua de autoantigenos gastricos no timo € biologicamente
relevante, sendo responsavel ou ndo pelas diferencas na susceptibilidade a

gastrite autoimune observada entre as linhagens murinas.

II. OBJETIVOS:
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1. Objetivo Geral:

Estudar o0s mecanismos responsaveis pela determinagcdo da

susceptibilidade a gastrite autoimune pés-timectomia neonatal.

2. Objetivos especificos:

a) Avaliar a incidéncia de gastrite autoimune pds-timectomia nos

camundongos das linhagens susceptiveis e resistentes.

b) Caracterizar fenotipicamente e funcionalmente as células Treg presente

nos orgaos linféides periféricos dos animais adultos timectomizados.

c) Determinar se a frequéncia de Treg e de células T efetoras ativadas nos
orgaos linféides periféricos dos animais adultos 3dTx prediz a ocorréncia

de gastrite autoimune.

d) Avaliar se o padrdao de susceptibilidade das diferentes linhagens a

gastrite autoimune, estd correlacionada a freqiéncia de células T

regulatorias exportadas do timo para periferia até o terceiro dia de vida.

e) Verificar se h& diferencas na frequéncia de células T efetoras capazes

de causar gastrite entre camundongos susceptiveis e resistentes.
f) Determinar se ha expressio ectépica de H'/K*ATPase no timo e se esta

expressao esta relacionada a susceptibilidade e/ou resisténcia a gastrite

autoimune pos-timectomia neonatal.
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lll. MATERIAL E METODOS

1. Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos das linhagens BALB/c (H-2%),
DBA/2 (H-2%), A/J (H-23), B10.A (H-22), C3H/He (H-2") e C57BI6 (H-2), machos
ou fémeas, com idade variando de 3 dias a 120 dias de vida. Foram também
utilizados camundongos CB17 (SCID, H-2%) fémeas, com 60 dias de idade. Em
todos os casos os animais foram retirados do biotério da Coordenacdo de
Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer, Rio de Janeiro, Brasil. Todos os
animais utilizados foram mantidos sob as mesmas condi¢cdes e utilizados
segundo as normas institucionais de boas préaticas para manipulacdo de
animais de experimentacdo. As linhagens resistentes a gastrite sdo: DBA/2,

B10.A e C57/BI6. As susceptiveis sdo: A/J, B10.A e BALB/c.

2. Meios de Cultura

Para cultura de células foi utilizado em todos os experimentos DMEM
(Dulbecco-modified Eagle Medium) (Sigma, Saint Louis, USA) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, California, USA), bicarbonato de
sédio (3,7g/L), piruvato de sddio (1mM), vitaminas (0,1mM), amino&cidos nao
essenciais (0,1mM), aminoacidos essenciais (0,1mM), penicilina (100.00u),
estreptomicina  (100mg/l), L-glutamina (2mM), HEPES (10mM), Q-
mercaptoetanol (55uM). Todos os suplementos utilizados foram adquiridos da
Gibco (California, USA). As células foram cultivadas a 37°C, em atmosfera com

5% de CO,.
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3. Timectomia neonatal (3dTx)

Todas as timectomias foram realizadas entre os dias 3-4 de vida (3dTx),
considerando o dia do nascimento como dia zero, segundo protocolo
previamente descrito (Dipaolo RJ et al., 2005). Os camundongos neonatos
foram anestesiados for resfriamento. A seguir, sob lupa, os animais foram
imobilizados, foi feita uma incisdo médio-esternal de 4-5mm na pele e
subcutaneo, utilizando microbisturi, tendo como referéncia anatémica
superiormente a glandula submandibular e inferiormente o 4° arco costal. A
glandula submandibular foi rebatida cervicalmente, foi identificada a farcula
esternal e caixa toracica foi aberta através de incisdo paraesternal esquerda,
englobando os trés primeiros arcos costais. As paredes foram afastadas com
microforceps até a completa visualizacdo dos dois lobos timicos. O timo foi
liberado das aderéncias e sugado com micropipeta acoplada a um sistema de
vacuo. Apés a succao foi feita a exploracdo da cavidade, verificando se nao
foram deixados fragmentos do érgdo. A seguir, a glandula submandibular foi
reposicionada, as extremidades da ferida foram aproximadas e procedeu-se
sintese da ferida utilizando cola cirdrgica. Os animais foram mantidos sob fonte
de calor até que o efeito da anestesia terminasse. Os animais despertos e
ativos foram devolvidos as mées. No caso dos animais “Sham”, o0 mesmo
procedimento cirargico foi feito, porém o timo nao foi retirado. Os animais
descritos como “controle” n&o foram manipulados. Os animais foram
desmamados aos 21 dias e utilizados nos experimentos entre 60-120 dias de
vida. Em todos os experimentos foi feita a confirmagdo da timectomia total no

animal adulto, apGs sacrificio, através de exploracdo da cavidade torécica.
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Eventuais animais que apresentassem timectomia incompleta foram excluidos
dos experimentos.

Em alguns experimentos o timo coletado no momento da timectomia, foi
recuperado da micropipeta. As células foram lavadas, dissociadas em PBS e
centrifugadas por 5 minutos a 500g. O pellet obtido foi ressuspendido em 500-
1000pl! Trizol (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) e armazenado a -
80°C para posterior extragcdo de RNA total. Os animais cujos timos foram
recuperados foram marcados na pata para garantir sua identificacdo na idade

adulta.

4. Retirada de 6rgéos linfoides

4.1. Neonatos: os animais foram sacrificados por decapitacdo. De
acordo com o experimento, foram retirados baco (individualmente) ou
linfonodos (em pools de 3-5 animais, no caso de neonatos de 3 dias de idade),
com auxilio de lupa binocular e material cirdrgico para microcirurgia. Os
linfonodos retirados foram os axilares, braquiais, popliteos, inguinais,
mesentéricos, gastricos e paradrticos. As células foram dissociadas

mecanicamente, lavadas em PBS e utilizadas nos diversos experimentos.

4.2. Adultos: os animais foram sacrificados em camara de CO,, sendo a
seguir retirados o baco, linfonodos mesentéricos e linfonodos gastricos. Na
maior parte dos experimentos, foram analisados os 6rgéos linféides de cada
animal individualmente. A excecdo se faz para os linfonodos gastricos das

~

linhagens resistentes a gastrite (B10.A e DBA/2), que foram recolhidos em
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pools de 3-5 animais, devido ao reduzido niumero de células recuperado. As
células foram dissociadas mecanicamente, lavadas em PBS e utilizadas nos

diversos experimentos.

5. Andlise fenotipica das células T por citometria de fluxo

5.1. Marcacao de moléculas de superficie: as suspensdes celulares
obtidas de baco, linfonodos mesentéricos ou gastricos, foram inicialmente
lavadas e incubadas em 100ul de PBS + 2% soro normal de camundongo) para
0 bloqueio de receptores FcyRI/RIIl e incubadas por 10 minutos no gelo. As
amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 4509 e os pellets ressuspensos
em 10pl do anticorpo apropriado diluido em tampé&o de bloqueio e incubados
por 15 minutos no gelo. Em seguida, estas amostras foram lavadas com 100pl
de tampéao de bloqueio e centrifugadas por 5 minutos a 450g. As células que
estavam sendo marcadas com anticorpos biotinilados foram ressuspensas em
10pl da estreptavidina apropriada diluida em tampéo de bloqueio por 15
minutos, lavadas com 100yl deste tampao e centrifugadas por 5 minutos a
500g. As células foram fixadas com 4% de paraformaldeido (Vetec, Rio de

Janeiro, Brasil), realizando-se entdo a aquisi¢cao no citbmetro de fluxo.

5.2. MarcacgOes intracitoplasmaticas: ap0s a marcacao de superficie
com os anticorpos apropriados, foi feita a marcacdo intracitoplasmatica para
FoxP3 e CTLA-4, quando necessario, seguindo o protocolo do préprio kit para
FoxP3 (eBioscience). As células previamente coradas na superficie, conforme

o item 5.1, foram lavadas, fixadas com tampao Fix/Perm (eBioscience) e
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incubadas a 4°C por 2-18 horas. A seguir, as células foram novamente lavadas
e ressuspendidas em tampdo de permeabilizacdo (eBioscience), sendo
novamente lavadas e agora adicionadas de 5pul de rat-anti-mouse FoxP3 APC,
diluido em tampéo de permeablizagdo. As células foram incubadas por 30
minutos, lavadas com tampao de permeabilizacéo e ressuspendidas em PBS.
Eventualmente, foi adicionado o anticorpo rat-anti-mouse CTLA-4 (UC10-4B9,
eBioscience) na mesma etapa em que foi feita a incubagéo com anti-FoxP3. As
células regulatérias (Treg) foram definidas como CD4'FoxP3*. As células
efetoras ativadas foram definidas como CD4'CD25'FoxP3". A ndo ser quando
indicado na legenda da figura, todos os percentuais sao relativos a freqiéncia

da subpopulacéo estudada na populagdo CD4" total.

5.3 Anticorpos e analise por citometria de fluxo: os seguintes
anticorpos foram utilizados: CD4 FITC (RMA4.5, eBioscience), CD25 PE (7D4,
eBioscience), FoxP3 APC (kit eBioscience), GITR biotinilado (DTA-1,
eBioscience), CD69 PE (3H1.2F3, eBioscience), CTLA-4 (UC10-4B9,
eBioscience). O anticorpo biotinilado (GITR) foi revelado com estreptavidina
conjugada a ficoeritrina (Pharmigen, California, USA). As suspensdes celulares
foram analisadas pelo FACSCalibur®. As analises foram feitas em software

Cell Quest Pro®, para Macintosh.
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6. Ensaio de Supresséao

6.1. Células supressoras: células CD4'CD25" foram purificadas por
separacao em coluna magnética, a partir de linfonodos mesentéricos e baco de
camundongos BALB/c 3dTx ou Sham com 90 dias de idade. Para tal, foi
utilizado kit de purificagdo de células T CD4"'CD25" (Miltenyi), de acordo com o
protocolo padréao fornecido pelo fabricante. As suspensfes obtidas continham

pureza de >93% em células CD4'CD25".

6.2. Células respondedoras: Foram usadas como respondedoras
células CD4" purificadas a partir de linfonodos mesentéricos de camundongos
BALB/c de 90 dias de idade, através de selecdo negativa em coluna magnética.
Para tanto, as células dissociadas foram incubadas com anti-CD8 beads (53-
6.7), anti-CD45R/B220-beads (RAB-632) e anti-CD25-beads (3C7), por 30
minutos. A seguir as células foram lavadas, ressuspendidas em PBS + EDTA
0,02% e submetidas a purificacdo em coluna magnética, de acordo com o
protocolo padrdo de selecdo negativa fornecido pelo fabricante. Da fracdo
negativa obtida, foi retirada uma aliquota para confirmacdo da pureza através
de citometria de fluxo. Foram obtidas popula¢cdes com pureza superior a 98%
em células CD4'CD25". As células respondedoras foram entdo marcadas com
CFSE 1uM (5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester; Molecular
Probes). Para tanto, 1x10’ células/ml foram ressuspendidas em PBS contendo
1uM de CFSE. As células foram protegidas da luz e procedeu-se incubacéo por
30 minutos, a 37°C, 5% CO,. Logo apdés, as células foram lavadas cinco vezes

em DMEM 10% SFB, para eliminagédo do CFSE residual.
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6.3. Células estimuladoras: esplendcitos de camundongos BALB/c
foram utilizadas como células apresentadoras no ensaio de supressao. Para
tanto, os esplendcitos foram irradiadas (2500 rads) e depletadas de células T,
através de citotoxicidade mediada por complemento de coelho (produzido no
proprio laboratoério a partir de soro normal de coelho previamente adsorvido em
esplendcitos murinos). As células previamente dissociadas foram
ressupendidas em mix de sobrenadantes dos hibridomas 53-6.7 (anti-CD8) e
GK1.5 (anti-CD4) (5x10’ cell/ml), contendo 20% de complemento de coelho.
Procedeu-se incubacéo a 37°C, 5% CO,, por 30 minutos. A seguir, as células
foram lavadas duas vezes em DMEM 10% SFB e um novo round de deplecéo
foi realizado. Ao final do 2° round, foi feita a confirmacédo da deplecao através

de citometria de fluxo.

6.4. Teste da supressdo: 5x10° células respondedoras foram
estimuladas com 0,75pg/ml de antiCD3 (2C11, purificado no proprio
laboratério) e 5x10° células estimuladoras, na auséncia ou presenca de células
supressoras nas raz0es Supressora:Respondedora (S:R) de 1:1, 1:2, 1.5 e
1:10, 1:0. As culturas foram em DMEM 10% de SFB, em placas de 24 poc¢os
(Corning, New York, USA). Ap6s 72 horas de cultura, as células foram
recolhidas e a proliferacdo foi medida através da diluicdo do CFSE na
populacdo respondedora. A aquisicdo dos eventos foi feita em citobmetro de
fluxo FACSCalibur® e as analises foram feitas em software Cell Quest Pro®,

para Macintosh.
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7. Transferéncia de células

7.1. Animais doadores e preparacdo das suspensdes celulares para
transferéncia: foram usados como doadores camundongos 3dTx, 60 dias apés
a timectomia, ou controles pareados por idade. Os animais foram sacrificados,
foram retirados o estbmago e os linfonodos mesentéricos de cada animal,
individualmente. Os estdmagos foram preparados para analise histopatologica
como descrito no item 8. As células dos linfonodos foram dissociadas
mecanicamente e lavadas em PBS. Parte das suspensdes foi submetida a
deplecdo de células regulatérias, através de lise mediada por complemento,
utilizando anticorpos anti-CD25 (clone 3C7), de acordo com protocolo descrito
no subitem 6.3. A confirmacdo da deplecao foi feita por citometria de fluxo,
através da marcacdo com anticorpos anti-CD25 (clone 7D4). Em todos os
casos a deplecdo resultou em <1% de células CD25". A outra parte das
suspensdes ndo foi manipulada. Em todos os grupos, as células de cada
animal doador foram processadas separadamente, obtendo-se ao fim,
suspensdes depletadas ou ndo de células regulatérias, representando cada

animal doador individualmente.

7.2. Animais receptores: como receptores foram utilizados
camundongos CB17/SCID, imunodeficientes, manipulados em condi¢cdes de
esterilidade. Os grupos de receptores foram previamente identificados por
marcacdes nas orelhas, de modo a ser possivel identificar cada receptor apos
a transferéncia. A seguir, cada receptor recebeu por via endovenosa 10°

células totais de linfonodos — depletadas ou ndo de células T regulatérias —
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provenientes dos animais descritos no subitem anterior. Cada receptor recebeu
células de apenas um doador, configurando-se assim pares doador/receptor.
Sessenta dias apos a transferéncia, os animais receptores foram sacrificados e
0os estdmagos, linfonodos mesentéricos e gastricos foram retirados para
analise. Os estdmagos foram preparados para analise histopatolégica, segundo
descrito no item 8. Os linfonodos foram submetidos a marcacdo para CDA4,
CD25 e FoxP3, segundo descrito no item 6. A reconstituicdo imunoldgica foi

confirmada em todos os receptores.

7.3. Andlise pareada dos resultados: ao término do experimento, foi
feita a andlise histopatoldgica as cegas dos estdmagos de todos os doadores e
receptores. ApGs a conclusdo da leitura, os escores obtidos em cada receptor
foram comparados aos obtidos nos seus respectivos doadores. Os resultados
foram representados através de codigo de cores para cada par
doador:receptor, correspondendo o normal a cor branca, gastrite leve a cor

azul-clara e gastrite severa a cor azul-escura.

8. Anédlise Histopatoldgica dos Estbmagos

Os estbmagos foram retirados, abertos pela grande curvatura e lavados
delicadamente em &gua corrente para eliminacdo do conteddo gastrico
residual. A seguir os orgdos foram fixados em formalina (PBS 10% de
formaldeido) por 24 horas e enviados para preparacédo dos blocos parafinados,
corte e coloragdo por hematoxilina e eosina. Foram analisados no minimo 6-8

cortes por bloco. Os parametros utilizados na avaliagdo da gastrite foram

45



previamente descritos (Dipaolo, R.J et al, 2005). Cada corte recebeu um valor
de escore, variando de 0 a 6, e ao fim da analise foi determinado um escore

meédio. Os escores representam:

Escore Achado
0 Auséncia de infiltrado e modificagcdes na composicao ou arquitetura
do 6rgao
1 Linfocitos dispersos na mucosa e submucosa
15 1-2 aglomerados pequenos de linfocitos na mucosa/submucosa
2 3-4 aglomerados linfocitarios pequenos na mucosa/submucosa
3 Pelo menos 3 areas com infiltrado intermediario se estendendo por

até um 1/3 da mucosa

4 Grandes nodulos linfocitarios se estendendo no minimo pela metade

da extensdo da mucosa

4.5 Grandes nodulos linfocitarios + evidéncia de destruicdo de células

parietais e principais (<25%)

5 Extenso infiltrado linfocitario cobrindo toda a extensdo da mucosa +
destruicdo intensa de células parietais/principais

6 Perda completa das células parietais e principais, arquitetura da

mucosa destruida e muitas células mucosas

Consideram-se normais 0s escores médios até 2, gastrite leve os
escores médios entre 2 e 4, e como gastrite severa 0s escores médios maiores

que 4. Em todos os experimentos as analises histopatoldgicas foram cegas.

9. Extracdo de RNA

A isolamento do RNA total dos timos dos camundongos neonatos de 3

dias foi realizada pelo método de Trizol (Life Technologies, Grand Island, NY,
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USA). Partindo de uma suspenséo de aproximadamente 2x 10° células timicas,
adicionou-se 1mL de Trizol. Esta solugcéo foi homogeneizada e entédo incubada
por 5 minutos a temperatura ambiente, para permitir completa dissociacao de
complexos de nucleoproteinas. Durante esta fase as amostras foram
congeladas a -80°C até o momento da extracdo. Em seguida adicionou-se 0,2
mL de cloroférmio para cada mL de trizol, seguido de agitacdo vigorosa por
aproximadamente 15 segundos. O material foi posteriormente incubado por 2 a
3 minutos a temperatura ambiente e centrifugado por 15 minutos a 1120 g a
4°C. Apoés esta centrifugacdo ocorre a separacdo da solucdo em trés fases
(aquosa, interface e organica). A fase aquosa foi transferida para um novo tubo
contendo 0,5 mL de &lcool isopropilico para cada mL de trizol, para a
precipitagdo do RNA. Este tubo foi homogeneizado por inversédo, seguido de
incubacédo por 1 hora a -20°C e entdo centrifugado novamente a 1120 g por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e o “pellet” de RNA lavado com
etanol 75% diluido em &gua DEPC (Dietilpirocarbonato, Sigma-Aldrich,
Steinhein, Alemanha) seguido de centrifugacdo a 640 g por 5 minutos a 4°C. O
RNA assim obtido foi deixado secar por 5 minutos para evaporacéo do etanol e
entdo ressuspendido em 10-20pL de dgua DEPC. Este material foi mantido a —

80°C até o momento da transcrigao.

10. Quantificagcao do RNA

Apos extracdo, o RNA obtido foi quantificado através de leitura no

nanodrop (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer) nos comprimentos de onda

(A) de 260 e 280 nm. O grau de pureza da amostra foi verificado através da
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analise da relacéao entre 260 e 280nm. Sendo considerada uma boa extracéo

aguela que apresentou valores entre 1,6 a 1,8.

11. Tratamento com DNAse

O RNA, ja quantificado, foi tratado com DNAse para evitar uma possivel
contaminacdo do RNA com DNA genbmico. Para esse protocolo foi utilizado
1pl de DNAse (1U/ul) para 1ug de RNA, 1upl do tampédolOx da enzima e agua
DEPC q.s.p. 10 pL. Essa mistura foi incubada a temperatura ambiente por 15
minutos, seguida da adicdo de 1pl de EDTA 25mM. Essa solucéo foi colocada

a 65°C por 10 minutos, para que pudesse ocorrer a inativagdo da enzima.

12. Transcricao reversa

A solucao final obtida pos-tratamento com DNAse (1ug de RNA total) foi
utilizada diretamente para sintese de cDNA (transcricdo de reversa). Para isso,
foi adicionado 1uL de oligo(dT)i2.18 (Invitrogen) (0,2 pg/uL) e 1uL de ANTP
10mM (25mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP), seguido de aquecimento a 65°C
em termociclador (GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems) por 5
minutos para remocao de estruturas secundarias, sendo colocado rapidamente
no gelo ao término dessa etapa. Em seguida foi adicionado 4uL de tampdao de
transcricdo 5x, 2uL de DTT 0,1M e por dltimo, 1uyL (200U) da enzima
transcriptase reversa (SuperScriptll - invitrogen). Esta solugcédo foi colocada
novamente em termociclador a 42°C por 55 minutos e 70°C por 15 minutos,

para inativagdo da enzima. Como controle negativo, foi realizada toda sintese
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de cDNA na auséncia da transcriptase reversa, dessa forma excluimos a
possibilidade de amplificacdo por contaminacdo com DNA gendémico. O cDNA
obtido foi quantificado no nanodrop (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer)

nos comprimentos de onda (A) de 260 e 280 nm.

13. PCR para amplificagdo da enzima gliceraldeido 3-fosfato

desidrogenase (GAPDH - glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

A enzima GAPDH esta presente ubiquitariamente nas células, sendo
utilizada como controle da reacéo de transcricdo do RNA em cDNA. Para esta
reacao foram utilizados 1p do cDNA transcrito, tampéao para PCR 10x (200 mM
Tris-HCI e 500 mM KCI), 1,5 mM MgCl,, 200 uyM dNTPs, 0,5 uM de cada
primer, cujas sequéncias estdo descritos na Tabela 1, 1U de Taq polimerase e
agua gsp 20pL. Esta reacdo foi processada em termociclador, sendo iniciada a
95°C por 1 minuto para desnaturagdo, seguido por 35 ciclos que
compreendem: 95°C por 30 segundos, seguidos de anelamento a 61°C por 30
segundos e uma extensdo a 72°C por 45 segundos, completados por uma
extensdo final de 10 minutos a 72°C. O produto desta reacao foi carregado em
gel de agarose 2% corado com Brometo de Etideo (0,5ug/mL) e submetido a
corrida eletroforética a 100 V durante 20 minutos. O tamanho esperado do
produto de PCR é de 100 pb. As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados

estao listadas na tabela 2.
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Oligonucleotideos para _
Gene Sequénciab -3’
RT-PCR e gRT-PCR
GAPDH F TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG G
GAPDH

GAPDHR ACG ACA TAC TCAGCA CCAGCATCAC
H*K*ATPase- | H+K+ATPase- cadeia beta F AGA GCT TTG CAG CTC CAA ACC
cadeia beta H+K+ATPase- cadeia beta R CCT CCT CGA AGC CGA AGC TGG

Tabela 2- Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados para deteccdo da expressdao dos mRNAs
do GAPDH e da cadeia beta da H'K*ATPase por RT-PCR convencional e por PCR em tempo
real.

14. PCR em tempo real (Real time PCR) para quantificacdo da expresséao

da cadeia B da H'/K* ATPase

14.1. Validacdo do método

O gRT-PCR é baseado na deteccdo dos produtos de PCR pelo corante
SYBR Green, que se intercala em duplas fitas de DNA. Sabe-se que, na
analise do PCR em tempo real, a fluorescéncia emitida por este corante
aumenta exponencialmente durante a fase exponencial do processo de
amplificacdo do DNA. A reacao de PCR foi padronizada utilizando-se curvas de
diluicdes e verificando a correlacdo dos dados das diluicbes com os valores
obtidos nos ensaios de gRT-PCR. Foram feitas também as correlacdes das
curvas de diluicdo de amplificacdes do gene constitutivo GAPDH e da H'K"
ATPase. As correlaces foram sempre satisfatérias, com um valor de r*>0,87 o
que valida a analise das diferentes amostras e das diferentes concentracdes de
transcritos da H'K* ATPase encontradas. Esta validacdo ¢ fundamental, uma
vez que os transcritos da H'K® ATPase serdo, provavelmente, muito pouco
expressos nas amostras analisadas.

Para verificar se os produtos formados correspondem aos produtos
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especificos desejados, realiza-se uma analise da curva de dissociacao desses
produtos ao final da ciclagem das amostras. Nesta analise, a temperatura €
aumentada lentamente até cerca de 95°C com o monitoramento continuo da
fluorescéncia. A fluorescéncia é alta a baixas temperaturas quando todo o DNA
esta em dupla fita, mas diminui drasticamente quando se atinge a temperatura
em que ocorre de dissociacao do produto de DNA especifico. Produtos de PCR
de diferentes tamanhos e sequéncias dissociam a diferentes temperaturas e
sdo observados como picos distintos quando organizados em graficos de
temperatura versus a derivada negativa da fluorescéncia. Quando apenas um
produto especifico € formado, visualiza-se um Unico pico no perfil da curva de
dissociacao.

Como controle negativo, foi utilizado agua ao invés de cDNA, como
também amostras submetidas ao protocolo de geracdo do cDNA mas na
auséncia da enzima transcriptase reversa. Esta andalise excluiu a contaminagao
por DNA gendmico, que poderia gerar resultados falso-positivos.

A quantificacdo do gene da cadeia B da H'K" ATPase foi normalizada
pela quantificacdo do gene constitutivo, levando-se em consideracdo os valores
dos CTs das respectivas amostras (ACT= CTapase — CTeaprpr). O valor de CT
corresponde ao ponto onde a curva de amplificacdo corta um limiar arbitrério.
Este valor pode ser comparado entre diferentes amostras, sendo normalizado
com relacdo aos valores de CT obtidos nas reacdes de amplificacdo para o
gene constitutivo. O CT € diretamente proporcional a quantidade de amostra
inicial presente na reagéo. Posteriormente, a amostra com o maior CT, ou seja,
com a menor expressdo da B da H'K" ATPase, foi adotada como calibrador,

que é a amostra que serd utilizada como referéncia para a comparacao das
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quantificacbes. Com isso se define uma medida relativa que representa o
namero de vezes que a expressao do transcrito da cadeia [ difere entre as

amostras de timos de diferentes animais.

14.2. Metodologia

A detectacao e quantificagcdo da expressdo do mRNA da subunidade [} da
H'/K'ATPase no timo de neonatos de 3 dias (BALB/c) foi feita por PCR
quantitativo em tempo real (QRT-PCR), utilizando o sistema de Power SYBR
Green (Power SYBR™ Green PCR Master Mix, Applied Biosystems). Os
oligonucleotideos utilizados estéo listados na Tabela 2. A mistura de reagéo da
PCR (20 pL) contém 10 pL de SYBR Green, 5 yL da solucédo contendo os
respectivos primers na concentracdo apropriada (0,5 uM para H'/K*ATPase e
0,2 uM para GAPDH) e 1 ug de cDNA diluido num volume total de 5 pyL. O
programa de ciclagem consiste de uma incubacéo inicial a 50°C por 2 minutos
e 95°C por 10 minutos, seguidos de 50 ciclos de 95°C por 15 segundos, 61°C
por 1 minuto e uma parada a 72°C por um segundo para efetuar a leitura de
fluorescéncia das amostras. O gRT-PCR foi realizado no aparelho Chromo4™
Detector (MJ Research) e todas as amostras foram corridas em triplicatas,
inclusive os controles negativos. Apdés o programa de ciclagem, era realizada
uma curva de dissociacdo com o objetivo de certificar-se que o produto
amplificado corresponde ao produto de interesse. Essa curva é realizada com

um aumento de temperatura que vai de 60°C a 90°C, com leituras efetuadas a
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cada 0,2°C. Tanto para 0 GAPDH quanto para a H'K*ATPase, o produto da

amplificacdo tem cerca de 100pb.

15. Representacdo dos Resultados e Andlise Estatistica

Nos experimentos de citometria de fluxo, salvo se indicado na legenda
da figura, todos os percentuais de subpopulacbes celulares, representam o
percentual de tal populacdo dentro populagdo de células CD4".

Exceto se descrito na legenda da figura, todos os resultados
quantitativos sado apresentados como meédia do grupo experimental + erro
meédio padrdo (SEM). As regressodes lineares e testes estatisticos (one-way
ANOVA com pos-teste de Bonferroni) foram feitos no programa GraphPad

Prism 4.0.
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IV. RESULTADOS

1. As linhagens susceptiveis e resistentes a doenca autoimune p0s-3dTx

ndo diferem quanto a presenca de células Treg CD4" FoxP3"

A presenca de células Treg foi avaliada nos 6rgaos linféides periféricos
de animais susceptiveis e resistentes a doenca autoimune pés 3dTx. Animais
das linhagens susceptiveis (BALB/c, C3H e A/J) e resistentes (DBA/2, B10.A e
C57BL/6) foram timectomizados aos trés dias de idade e 60 dias depois da
timectomia, a presenca de células T regulatorias FoxP3" foi avaliada nos
orgaos linféides periféricos por citometria de fluxo. Os animais 3dTx
apresentam células Treg (CD4'FoxP3") tanto no bago quanto nos linfonodos
mesentéricos (Figura 3).

Apés a identificacdo das Tregs no baco e nos linfonodos mesentéricos
dos animais 3dTx, foi feita a quantificacdo destas células nas diversas
linhagens. De maneira geral, o numero absoluto de células nos linfonodos e
baco dos animais 3dTx foi cerca de 8-10 vezes menor do que nos animais
Sham, conforme dados prévios da literatura (dados ndo mostrados) (Asano M
et al., 1996). A freqiiéncia de células Treg CD4'FoxP3", dentro da populacdo
de células TCD4", foi no minimo equivalente a dos animais Sham, tanto nos
linfonodos mesentéricos (Figura 4A) como no baco (Figura 4B) em todas as
linhagens estudadas.

Uma vez que a timectomia neonatal ndo resultou em deplecdo do
compartimento de células Treg, avaliou-se se a susceptibilidade a gastrite

autoimune pos-timectomia neonatal poderia ser decorrente de uma frequéncia
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reduzida de Tregs nos animais susceptiveis, em relacdo aos resistentes.
Surpreendentemente ndo foram observadas diferencas entre os percentuais de
células Treg CD4'FoxP3" analisadas dentro da populagdo CD4", a despeito da
resisténcia ou susceptibilidade a doenca (Figura 4C e 4D). Os mesmos
resultados foram validos ao compararmos a frequéncia das subpopulacdes de
células Treg (CD4'CD25FoxP3" ou CD4'CD25'FoxP3") entre as diversas

linhagens (Tabelas 3 e 4).

A 5 DALBl AN _ C3H/He

® |

DBA/2 . B10A . C57/BI6

. ® |
CD4

BALB/c AlJ C3H/He

B

B10.A C57/Bl6

Susceptiveis @ Resistentes

Figura 3 — Todas as linhagens de camundongos analisadas possuem células Treg na
periferia. Analise da populacdo de células Treg presente nos linfonodos e baco das
diferentes linhagens de camundongos timectomizados adultos (90d). Os dados séo
representativos da analise individual de 103 animais (10-30 animais por grupo). (A) Plots
representativos das marcagbes com anti-CD4-FITC e anti- FoxP3-APC nos linfonodos
mesentéricos dos animais 3dTx (B) Plots representativos das marca¢bes com anti-CD4-
FITC e anti-FoxP3-APC no bago dos animais 3dTx. As populagbes assinaladas
representam as células CD4'FoxP3". As andlises foram feitas dentro da populagio CD4".
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Linfonodos Mesentéricos

25 ® Susceptiveis @ Resistentes

Figura 4 — A frequéncia de células T regulatérias nos animais 3dTx adultos nao difere
entre linhagens susceptiveis e resistentes a gastrite. Os camundongos das diversas
linhagens foram timectomizados entre o 3-4 dias de vida (3dTx) ou ndo (Sham). Na fase
adulta (90 dias), os 6rgdos periféricos foram coletados e analisados por citometria. (A-
B)Comparacédo das freqiiéncias de células Tregs CD4'FoxP3" entre os animais sham e
3dTx (C-D) Comparacéo das freqiiéncias de células Tregs CD4'FoxP3" entre as diferentes
linhagens.Andlise de grupos com n=10-30 animais. Os resultados sdo apresentados como
médiatSEM, para grupos experimentais com n=10-30 animais. As andlises foram feitas
dentro da populagdo CD4*
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Linhagem | Status Y%CD4*Foxp3* | %CD4*Foxp3*CD25* | %CD4*Foxp3*CD25- | %CD4*Foxp3-CD25*
BALBic % sham 14,342 2 114414 27408 19413
3dTx 52 5 Kl 331038 4 6£2 8
= @’ o

Tabela 3 — Freqliéncia das subpopulacdes de células CD4 nos linfonodos
mesentéricos dos animais timectomizados adultos. Os animais foram timectomizados
entre 3-4 dias de vida (3dTx) ou ndo (Sham). Apdés 60-120 dias, a frequéncia das
subpopulacgdes celulares foi determinada por citometria de fluxo. Os percentuais referem-
se sempre a freqiiéncia de determinada subpopulag&o na populacéo de células CD4". Os

resultados sédo expressos como médiaxzSD. n=10-30 animais por grupo.

Linhagem Status %CD4*Foxp3* | %CD4*Foxp3+CD25* | %CD4*Foxp3*CD25 | %CD4*Foxp3-CD25+
BALBIc Sham 198+14 133415 66+£13
3dTx 2224372 142423 TEE1T
DBAJ2 Sham 230443 16,8441 58+£14
3dTx 264455 18,2432 7929
C3H/He Sham 20,4£’:§ - | 147400 . | ERI |
| [3ax, | 22929 | 126+16 97209 ' |
Al | sham | | '

184+20 |

2

Tabela 4 — FreqUiéncia das subpopulacdes de células CD4 no baco dos animais
timectomizados adultos. Os animais foram timectomizados entre 3-4 dias de vida
(3dTx) ou ndo (Sham). Ap6s 60-120 dias, a frequéncia das subpopulacdes celulares foi
determinada por citometria de fluxo. Os percentuais referem-se sempre a freqiéncia de
determinada subpopulac&o na populacdo de células CD4". Os resultados sdo expressos
como médiatSD. n=10-30 animais por grupo.
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2. Camundongos adultos 3dTx possuem células Treg com fendtipo e
poténcia supressora comparavel as células dos camundongos ndao-

timectomizados

Para confirmar se as células CD4'FoxP3" eram realmente células
regulatorias, foi feita uma fenotipagem mais detalhada, além de ensaios
funcionais. Para tal, utilizamos camundongos BALB/c, ja que esta linhagem é
susceptivel a doenca quando submetido a 3dTx, mas resistente na auséncia de
tal procedimento.

Os animais BALB/c foram timectomizados entre 3-4 dias de vida. Apds 60
dias da timectomia, a presenca de células T regulatérias FoxP3" foi avaliada
nos orgéaos linféides periféricos através de citometria de fluxo. Confirmando os
dados mostrados no item anterior, os animais BALB/c 3dTx apresentam Tregs
(CD4'Foxp3™) tanto no bago como nos linfonodos (Figura 5A). As células Treg
encontradas apresentam o fenotipo classicamente descrito na literatura,
apresentando alta expressao de CD25, CTLA-4 e GITR, e baixa expressao de
CD69 (Figura 5B).

Apesar de haver células fenotipicamente similares as Tregs na periferia dos
animais 3dTx, elas poderiam diferir das células regulatérias dos animais
controles quanto a capacidade supressora. Com o0 objetivo de analisar se
haveria diferenca de poténcia de supressao entre as Tregs proveniente dos
animais timectomizados e as dos animais controles, foram realizados ensaios
de imunosupressao in vitro. Neste ensaio, células T CD4'CD25" (supressoras)
e células T CD4'CD25 (respondedoras) foram purificadas de baco e/ou

linfonodos mesentéricos de animais adultos timectomizados ou controles e
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misturadas nas razfes Supressora:Respondedora (S:R) de 1:1, 1:2, 1:5 e 1:10,
1:0. A comparacdo da poténcia de supressdao das Tregs provenientes dos
animais Sham e timectomizados, revelou que ambas possuem a mesma
capacidade funcional, ndo havendo diferencas, in vitro, da inibicdo da
proliferacdo das células T CD4'CD25 respondedoras (Figura 5C). Portanto,
animais adultos timectomizados possuem uma subpopulacéo de células T que
expressa marcadores caracteristicos das Tregs com atividade supressora
similar as células T regulatorias dos animais controles sham. Sendo assim, ao
contrario do que se esperaria pelos dados da literatura, a timectomia neonatal

ndo depleta o compartimento de células T regulatérias nos animais

timectomizado.
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Figura 5 — As células T regulatdrias estdo presentes nos animais BALB/c 3dTx
adultos. Analise da populacdo de células Treg presente nos linfonodos e baco de
animais BALB/c timectomizados (3dTx) adultos (90d). Os dados séo representativos da
analise individual de 25 animais. (A) Dot-plots representativos das marcacfes com anti-
CD4-FITC e anti-FoxP3-APC nos 6rgaos linféides periféricos dos animais BALB/c 3dTx.
(B) Imunofenotipagem da subpopulacdo de células CD4'FoxP3" do bago dos animais
BALB/c 3dTx. (C) Ensaio de supressao utilizando células regulatérias purificadas baco e
linfonodos de animais controle (preto) ou timectomizados (azul). Foram utilizadas as
relacbes Treg:Teff 0:1, 1:10, 1:5, 1:2 e 1:1. Os resultados séo expressos como % células
gue apresentaram diluicho do CFSE e s&o representativos de dois experimentos
independentes. As andlises foram feitas dentro da populagcdo CD4"
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3. O desenvolvimento de gastrite autoimune pos-timectomia nao esta

relacionada a deficiéncia no compartimento de células T regulatorias

Todas as linhagens analisadas foram monitoradas quanto ao
desenvolvimento de gastrite autoimune através de analise histopatolégica do
estbmago apods 60-90 dias da timectomia. Na avaliacdo da gastrite foram
utilizados parametros histopatolégicos previamente descritos na literatura e
aceitos universalmente na caracterizacdo desta doenca (Dipaolo RJ et al.,
2005).

A figura 6 apresenta micrografias representativas dos diversos estagios
de doenca observados em animais BALB/c apds a timectomia, e ilustra os
parametros utilizados na definicdo e estratificacdo da gravidade da doenca
(vide item 8 , Material e Métodos). Na populacdo de camundongos utilizada no
presente estudo, a incidéncia de gastrite em cada linhagem foi comparavel ao
descrito na literatura por Kojima e Prehn (Kojima A & Prehn RT, 1981),
confirmando as linhagens BALB/c, C3H/He e A/J como susceptiveis a gastrite,

e as linhagens DBA/2, B10.A e C57/BI6, como resistentes (Tabela 5).
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Linhagem | MHC | Status | Incidéncia | % Gastrite | % Gastrite severa | Escore Escore

" {escore>2) {escore>4) maximo minimo

BALBIc

Tabela 5 — Andlise Restrospectiva da Gastrite Autoimune na populagdo de animais
utilizada neste trabalho. Os animais foram timectomizados entre o 3-4 dias de vida
(3dTx) e a andlise histopatolégica foi feita entre 60-120 dias apdés a timectomia. A
histopatologia dos estdmagos foi avaliada de acordo com os par&metros descritos nos
Materiais e Métodos. Os resultados apresentados englobam animais de diversos

experimentos. n total = 334.

Figura 6 — Par&metros utilizados na avaliagdo de Gastrite Autoimune. As
micrografias representam a analise da gastrite autoimune p6s-3dTx avaliada em animais
com 90 dias de idade. (A-C) mucosas gastricas normais representativas de escore <2,
(D-F) gastrite leve, apresentando infiltrado linfocitario (as setas apontam para o0s
infiltrados) representativos de escore 2-4, (G-l) gastrite severa, apresentando grandes
infiltrados linfocitarios e destruicdo das células parietais com substituicdo por células
principais ou mucinosas, representativos de escore > 4.
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Uma vez confirmado que o padrdo de resisténcia e susceptibilidade a
doenca autoimune pos 3dTx das diversas linhagens estudadas era compativel
com a da literatura, foi feita a comparacéo entre as frequiéncias de Tregs nos
orgaos linfoides periféricos dos animais timectomizados susceptiveis e a
gravidade de doenca.

Nas linhagens BALB/c e C3H/He, que sdo susceptiveis a gastrite, 0
escore de gastrite obtido nos animais adultos 3dTx, foi variavel entre 0 e 6. A
partir destes dado, levantou-se a possibilidade de que houvesse uma
correlacdo positiva entre incidéncia/severidade da doenca e frequéncia maior
de células Treg. Entretanto, a variagdo no escore de gastrite desenvolvido
pelos animais adultos BALB/c 3dTx (Figura 7A) e C3H/He 3dTx (Figura 7B) ndo
se correlacionou com a frequéncia de Tregs CD4'FoxP3" presente no

linfonodos mesentéricos desses animais.
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Figura 7 — Nas linhagens susceptiveis 0 escore de gastrite ndo apresenta correlagao
com a frequéncia de células T regulatérias. Animais das linhagens susceptiveis BALB/c
e C3H/He foram timectomizados entre 3-4 dias de vida. Apdés 90 dias os animais foram
sacrificados, a freqiiéncia de células Treg CD4'FoxP3" nos linfonodos mesentéricos foi
determinada por citometria de fluxo e o escore de gastrite foi avaliado através de
histopatologia. A figura representa a correlacdo entre estes dois parametros, para cada
individuo analisado. (A) Frequéncia de Tregs em BALB/c 3dTx versus escore de gastrite
(r*=0.24) (B) Frequéncia de Tregs em C3H/He 3dTx versus escore de gastrite (r°=0.14).
Resultados cumulativos de dois experimentos independentes.
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O antigeno-alvo na gastrite autoimune ja é bem caracterizado, consistindo
na H'/K'ATPase presente nas células parietais do estdmago, o que torna
importante a deteccdo das células Treg nos linfonodos gastricos de animais
adultos timectomizados. Assim como nos resultados obtidos nos linfonodos
mesentéricos e bacgo, a timectomia neonatal ndo alterou o compartimento de
células T regulatérias nos linfonodos gastricos. Nota-se que a freqiiéncia das
células T CD4'FoxP3" entre os animais timectomizados e 0s seus respectivos
controles sham é muito similar, sendo até mesmo maior no caso das linhagens
BALB/c e B10.A timectomizadas (Figura 8). Ainda, a comparacao das
frequéncias de Tregs encontradas nos linfonodos gastricos dos animais
susceptiveis e resistentes mostra ndo haver diferencas que se relacionem com

0 padréo de susceptibilidade das linhagens em questéo (Figura 8).
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Figura 8 — Os linfonodos gastricos dos animais 3dTx possuem freqiiéncia normal
de Tregs. Os linfonodos gastricos dos animais Sham ou 3dTx com 60-90 dias de idade
foram coletados em pool e corados com anti-CD4 e anti-FoxP3. A determinacdo da
freqiiéncia das células T CD4 FoxP3" foi feita dentro da populagdo CD4". Os resultados
séo apresentados como médiatSEM. n = 3-5 pools.
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4. A frequéncia de células T regulatérias no momento da timectomia nao

explica a resisténcia e susceptibilidade a gastrite autoimune pos-

timectomia.

Como nao foram encontradas diferencas no compartimento de células
Treg que se relacionassem a susceptibilidade a gastrite nos animais adultos
timectomizados, verificou-se se a frequéncia de células Treg no momento da
timectomia (aos 3-4 dias de idade) poderia ser o determinante para o
desenvolvimento da doenca. A deficiéncia relativa de células Treg neste
momento poderia resultar na expansao de clones autorreativos que escaparam
da selecao negativa intratimica durante o periodo neonatal, resultando num
repertério enriquecido de células potencialmente patogéncias.

Camundongos neonatos foram sacrificados aos 3-4 dias de vida, e 0s
linfonodos totais ou baco foram analisados quanto a presenca de células T
CD4'FoxP3" por citometria de fluxo. Ao contrario dos dados previamente
descritos por Sakaguchi e cols (Asano M et al, 1996), as células T
CD4'FoxP3" foram detectadas na periferia ja no 3° dia de vida (Figura 9). O
nivel de expressdo dos marcadores CTLA-4, GITR e CD25 foi alto na
subpopulagdo FoxP3" analisada, condizente com o fenétipo das células T

regulatorias.
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Figura 9 — Deteccdo e caracterizacdo fenotipicas das células T regulatéria em
camundongos neonatos. (A) BALB/c ou (B) DBA/2 neonatos de 3 dias de idade foram
sacrificados e os 6rgdos linféides foram retirados para andlise por citometria de fluxo.
Painel superior: dot-plots representativos das marcacdes com anti-CD4-FITC e anti-
FoxP3-APC nos orgaos linfoides periféricos. As populagbes assinaladas representam as
células Treg. Painel inferior: imunofenotipagem das células CD4'FoxP3" (azul) ou
CD4'FoxP3™ (cinza) nos linfonodos dos neonatos. Dados sdo representativos de 3
experimentos independentes, com n= 3-5 (bago) e n=2-3 pools (linfonodos).

A presenca células Treg na periferia (baco e linfonodos) foi confirmada
ndo s6 em BALB/c e DBA/2, mas em todas as linhagens utilizadas nesse
estudo, o que inclui tanto as linhagens susceptiveis (BALB/c, AJ e C3H/He)
quanto resistentes (DBA/2, B10.A e C57BL/6) a gastrite (Figura 10). Apesar da
freqUiéncia de Tregs nos neonatos ser menor do que a observada nos animais
adultos, o padréo de susceptibilidade das linhagens ndo se mostrou associado
a uma maior ou menor frequéncia de células Treg. Podemos observar que
BALB/c, mesmo sendo uma linhagem susceptivel, possui uma maior freqiéncia
de células Treg tanto nos linfonodos (Figura 11A) quanto no baco (Figura 11B),

quando comparado a linhagem resistente, de mesma restricdo de MHC, DBA/2.
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Figura 10 — Analise da populacédo de células Treg presentes nos linfonodos e bago
nas diferentes linhagens de camundongos com 3 dias de vida. Dot-plots
representativos das marcac¢des com anti-CD4-FITC e anti-FoxP3-APC nos linfonodos (A)
ou baco (B) dos animais com 3 dias. As populacdes assinaladas representam as células
Treg. Dados sao representativos de pelo menos 3 experimentos independentes, com
n=8-15 (baco) e n=2-3 pools (linfonodos). A determinacéo da frequéncia das células T
CD4'FoxP3" foi feita dentro da populagio CD4".
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Figura 11 - Comparacdo entre as frequéncias das células T regulatérias

CD4'FoxP3" dos camundongos neonatos susceptiveis e resistentes. (A) Baco e (B)
linfonodos totais foram coletados dos neonatos de 3 dias, corados com anti-CD4-FITC e
anti-FoxP3-APC e analisados por citometria de fluxo. Os resultados s&do apresentados
como meédiatSEM com n=8-15 (baco) ou n=2-3 pools (linfonodos).A determinagdo da
freqiiéncia das células T CD4 FoxP3" foi feita dentro da populacdo CD4".

5. A timectomia neonatal resulta no enriguecimento do repértorio de

linfécitos T em células efetoras ativadas autorreativas.

Uma vez que ndo houve alteracdo no compartimento regulatério dos
animais timectomizados, levantou-se a possibilidade da susceptibilidade a

gastrite estar relacionada, ndo a reducdo da frequéncia das células T
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regulatorias, e sim ao aumento da frequéncia das células T efetoras ativadas.
Para tanto, iniciou-se a caracterizacédo, baseado em marcadores de superficie,
do repertério de células T efetoras ativadas. A analise por citometria de fluxo foi
feita a partir de células obtidas dos linfonodos gastricos, por ser local onde
ocorre ativagio das células especificas para H'/K* ATPase. Os BALB/c adultos
timectomizados foram analisados individualmente. As células T efetoras
ativadas foram caracterizadas de acordo com a expressao do marcador CD25
na auséncia da expressdo de FoxP3, sendo, portanto, células T
CD4'CD25'FoxP3". Os resultados demonstram claramente que ha ndo s6 um
aumento na frequéncia das células T ativadas, como também uma diminuicao
da relacdo Treg:Tefetora nos animais timectomizados, quando comparados aos

animais controles (Figura 12).
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Figura 12 — Camundongos BALB/c 3dTx apresentam aumento na frequéncia das
células ativadas e diminuicdo da relacdo Treg:Teff*""* nos linfonodos gastricos.
Animais BALB/c foram timectomizados aos 3 dias de vida. Apds 90 dias, os animais
foram sacrificados e os linfonodos gastricos retirados para analise. Painel da esquerda:
freqliéncia de Tregs. Centro: freqiiéncia de células T efetoras ativadas. Direita: relagao
Treg/Teff™®® para cada animal individualmente. Dados cumulativos de 2 experimentos
independentes. Cada simbolo representa um animal. A barra representa a média de cada
grupo.

Ao correlacionar a frequéncia das células T CD4"CD25"FoxP3 efetoras
ativadas com o grau de gastrite desenvolvido pela linhagem susceptivel

BALB/c, observou-se que ha uma correlacdo positiva na andlise desse dois
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% Células CD4’FoxP3"

parametros, ou seja, quanto mais alta for a frequéncia das células T ativadas
CD4'CD25'FoxP3" nos linfonodos gastricos, mais severa sera a doenca, tendo,
portanto, um escore alto de gastrite. Uma relacdo inversa € observada na

favada o o escore de gastrite (Figura 13). Ao

correlacéo entre a razdo Treg:Tef
contrario, o grau de gastrite desenvolvida pelos animais BALB/c 3dTx adultos
nao apresentou nenhuma correlacdo com a frequéncia de células Treg

presentes linfonodos gastricos, uma vez que a associacao dos dois parametros

nao apresentou tendéncia a regressao linear (Figura 13).
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Figura 13 — A susceptibilidade a gastrite se correlaciona positivamente com
freqiiéncia de células T efetoras ativadas nos linfonodos géastricos, mas ndo com a
freqliéncia de células T regulatorias. Os dados obtidos na figura anterior foram
cruzados com o escore de gastrite avaliado para cada animal. A gastrite foi avaliada de
acordo com os parametros descritos nos Materiais e Métodos. Cada simbolo representa a
associacdo dos 2 parametros para um dado animal. As curvas representam a regressao
linear obtida para cada grupo. r* =0.11 (Treg x AIG), r* =0.77 (Teff x AIG) e r°=0.80
(Relagéo x AlIG). p<.001.

Reforcando os dados obtidos em BALB/c timectomizados (Figuras 12 e
13), a mesma analise foi repetida em camundongos C3H/He 3dTx. De fato, os
animais adultos apresentam enriquecimento em células T CD4" efetoras
ativadas nos linfonodos gastricos e reducao da relacdo Treg:Teff (Figura 14).

Ao contrario, nas duas linhagens resistentes DBA/2 e B10.A a frequéncia de
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células T efetoras ativadas e a relacdo Treg:Teff ativada nos linfonodos
gastricos se manteve inalterada (Figura 14). Os dados obtidos até o momento
sugerem que o0 evento primario que desencadeia a doenca autoimune pos-
timectomia seja o aumento na frequéncia de células T patogénicas e ndo a

reducao na frequéncia de células T regulatérias
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Figura 14. Somente as linhagens susceptiveis a gastrite apresentam aumento na
frequéncia de células T ativadas CD4'CD25'FoxP3". Animais das diferentes linhagens
foram timectomizados aos 3 dias idade. Ap6s 90 dias, os animais foram sacrificados e os
linfonodos gastricos retirados em pool para analise por citometria de fluxo. As células T
efetoras ativadas foram caracterizadas como CD4'CD25'FoxP3". (A) Frequéncia de
células T efetoras ativadas e (B) relacdo Treg/Teff™** nas linhagens susceptiveis. Os
resultados sdo apresentados como médiatSEM e séo representativos de 3 experimentos
independentes. *p=0.01
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6. O desenvolvimento de gastrite autoimune pos-timectomia neonatal

requer a presenca de um repertorio de células T efetoras autorreativas

Com o objetivo de avaliar se a haveria diferencas qualitativas no repertério
das células T autorreativas presente em camundongos BALB/c 3dTX
individuais, realizou-se um experimento baseado na transferéncia de células de
linfonodos mesentéricos de animais adultos individuais BALB/c timectomizados
ou controles, depletados ou ndo de Tregs, para camundongos receptores
C.B17/SCID, imunodeficientes. A confirmacdo da deplecdo foi feita por
citometria de fluxo, através da marcacdo com anticorpos anti-CD25. Em todos
os casos a deplecdo resultou em <1% de células CD25" (dados n&o
mostrados). Cada receptor recebeu células de apenas um doador,
configurando-se assim pares doador/receptor. O desenvolvimento de gastrite
dos doadores e dos receptores foi posteriormente confirmado através da
andlise histopatolégica do estbmago. Em concordancia com nossa hipotese,
somente células provenientes de doadores timectomizados com gastrite foram
capazes de transferir doenca para o seu respectivo animal receptor. As células
dos animais doadores timectomizados que n&o desenvolveram gastrite, n&o
foram capazes de transferir a doenca, mesmo apos a deplecdo das Tregs
(Figura 15) Outro fato importante foi que na presenca das células Treg o grau
da doenga desenvolvido no doador foi mantido no animal receptor. O aumento
na gravidade da doenca sO foi observado quando as células Treg foram
depletadas do pool de células do doador. Sendo assim, os resultados sugerem
de forma consistente que, apesar das Tregs serem importantes para o controle

da resposta das células T efetoras, o que define o desenvolvimento da doenca
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orgao-especifica pods-timectomia é a presenca de células T capazes de causar

a doenca.
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Figura 15. O desenvolvimento de gastrite autoimune requer a presenca de um
repertério de células T efetoras gastritogénicas. Camundongos SCID receberam 10°
células totais de linfonodos — depletadas ou ndo de células T regulatérias, de doadores
BALB/c 3dTx com 60 dias de vida, ou animais controles pareados por idade. Cada
receptor recebeu células de apenas um doador, configurando-se assim pares
doador/receptor, ilustrados acima pelos pares de retangulos. Apos 60 dias da
transferéncia os receptores foram sacrificados e os estdbmagos foram retirados para
analise histopatoldgica. Ao término do experimento o escore de gastrite de cada receptor
foi comparado com o de seu respectivo doador. Os doadores estdo agrupados em
controles (Ctrl), controles depletados de células Treg (Ctrl - CD25), timectomizados
(3dTx) ou timectomizados depletados de células Treg (3dTx - CD25).

7. A cadeia B da H'/K* ATPase ¢ expressa no timo

Se a susceptibilidade a gastrite autoimune esta relacionada a presenca
ou auséncia de células T efetoras autorreativas no repertdrio dos camundongos
neonatos, que fatores seriam responsaveis por essas diferencas? Um dos

mecanismos propostos para justificar o escape de células potencialmente
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patogénicas do timo é baseado no nivel de expressdo ectopica de antigenos
periféricos no timo. Enquanto a alta expressdo timica do autoantigeno
resultaria na delecdo dos clones autorreativos, a auséncia/ baixa expressao
resultaria no escape de clones autorreativos do timo para periferia.

Verificou-se primeiramente nesse trabalho, se a expressao da cadeia 3
da H'/K* ATPase ocorre de fato no timo. Para isso, foi utilizado como material
cDNA sintetizado a partir e RNA de células timicas de camundongos BALB/c
neonatos (3 dias). A deteccdo da expresséo da cadeia 3 foi feita por PCR em
tempo real (QRT-PCR), ja que essa técnica tem maior sensibilidade quando
comparada ao RT-PCR convencional. Neste trabalho, utilizamos o gene
constitutivo GAPDH como controle interno.

De acordo com os resultados obtidos pelo gRT-PCR, a cadeia B da
H'/K* ATPase ¢é expressa nas células timicas dos camundongos neonatos
BALB/c, assim como o GAPDH utilizado como controle interno, conforme
mostrado na curva de amplificacdo (Figura 16A e 16B, respectivamente). A
verificacdo da especificidade dos produtos foi confirmada através da analise
das curvas de dissociacdo, mostrando que tanto para cadeia B da H+K+
ATPase quanto para o GAPDH néo houve formacgéo de produtos inespecificos
(Figura 16C e 16D, respectivamente). Ainda, a andlise da curva de dissociacéo
feita para os controles negativos mostra auséncia de uma amplificacao robusta
e auséncia do pico unico caracteristicos das curvas de dissociacdo (Figura 16E
e 16F), indicando especificidade das reacdes de amplificacdo para cadeia 3 da

H*/K" ATPase e GAPDH no timo dos neonatos.
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Figura 16. Curvas de quantificacdo de fluorescéncia e dissociagdo para 0s genes
da cadeia B da H'/K" ATPase e GAPDH. (A) Curva de quantificacdo de fluorescéncia
para 0 gene da cadeia B da H'/K" ATPase (B) Curva de quantificacdo de fluorescéncia
para o gene constitutivo GAPDH (C) Curva de dissociagdo para o para o gene da cadeia
B da H'/K" ATPase (D) Curva de dissociacéo para o gene constitutivo GAPDH (E) Curva
de dissociacéo utilizando agua como molde (reacdo negativa) (F) Curva de dissociagao
das amostras de cDNA sintetizadas na auséncia da enzima transcriptase reversa (reacéo
negativa).

8. O padrdo de expressdo intratimica da cadeia B da H'/K* ATPase

condiciona o desenvolvimento de gastrite autoimune p6s-3dTx

Uma vez demonstrada a expressdo da cadeia B da H'/K" ATPase no
timo, o proximo passo foi associar o nivel de expressdo desse autoantigeno

gastrico no timo, com a susceptibilidade a gastrite dentro da propria linhagem
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BALB/c, visto que somente 60-70% dos animais desenvolvem gastrite pos-
3dTx. A associacdo desses dois parametros (expressdo do autoantigeno X
desenvolvimento de doenca) foi testada com amostras dos timos dos animais
com 3 dias de vida que foram coletadas individualmente no momento da
timectomia e, apds extracdo de RNA e sintese de cDNA, foram submetidos ao
gqRT-PCR para quantificacdo da expressdo relativa da cadeia B da H'/K"
ATPase. Os animais cujos timos foram recuperados foram marcados na pata
para garantir sua identificagdo na idade adulta (60 dias), confirmando
posteriormente o desenvolvimento de AIG através da andlise dos estbmagos.
Os resultados do gRT-PCR, juntamente com os resultados obtido pela
histopatologia do estdmago dos animais 3dTx, mostram que a susceptibilidade
ao desenvolvimento de gastrite autoimune pdés-timectomia neonatal esta
correlacionado ao nivel de expressdo do autoantigeno gastrico no timo, uma
vez que 0s animais que expressam altos niveis da cadeia p da H'/K" ATPase
no timo foram protegidos do desenvolvimento da doenca, enquanto que a baixa
expresséo foi associada ao desenvolvimento de gastrite (Figura 17). Sendo
assim, os resultados obtidos em conjunto sugerem de forma consistente que a
susceptibilidade a gastrite autoimune pode ser atribuida, pelo menos em parte,
a presenca do autoantigeno relevante no timo e que estes niveis devem ser

suficientes para induzir tolerancia central a esse antigeno.
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Figura 17. Expresséo da cadeia B da H'/K* ATPase no timo e incidéncia de gastrite
na linhagem BALB/c. Quantificacéo relativa da expressdo da cadeia B da H'/K* ATPase
utilizando SYBR Green. A andlise da expressédo foi feita em 3 experimentos diferentes
(A,B e C). Os timos dos BALB/c de 3 dias foram testados para a amplificacdo dos genes
da cadeia B da H'/K" ATPase e GAPDH. Os valores de CT da cadeia B foram
normalizados pelos valores do gene constitutivo GAPDH. O valor da expressao relativa
da cadeia B e o respectivo grau de gastrite de cada animal sdo ilustrados pelas barras
(branca e azul, respectivamente). Cada barra é representativa do timo de um individuo
(n=13). Escore > 2 foi considerado gastrite. * amostra com o maior CT foi adotada como
calibrador interno
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V. Discusséao

A timectomia neonatal foi amplamente utilizada em estudos relacionados
ao desenvolvimento de autoimunidade 6&rgdo-especifica. Nesse modelo,
camundongos timectomizados entre o dia 3-4 desenvolvem doenga autoimune
na fase adulta de forma espontanea, nado havendo necessidade de
sensibilizacao prévia com o antigeno (Nishizuka Y et al., 1969; Kojima A et al.,
1976; Kojima A et al., 1980). Uma importante peculiaridade desse modelo, é
que a taxa de incidéncia de doenca e o tipo de 6rgdo afetado séo variaveis de
acordo com a linhagem murina estudada (Kojima A. & Prehn RT, 1981).

A explicacdo mais aceita para o desenvolvimento de autoimunidade poés-
timectomia neonatal, esta relacionada ao compartimento de células T
regulatérias. O modelo de timectomia foi de extrema importancia para
identificacdo e caracterizacdo dessas células com potencial supressor, visto
que, ja nos trabalhos iniciais, o desenvolvimento de doenca foi associado a
perda seletiva de uma subpopulacdo de células T (Sakaguchi S et al., 1982;
Sakaguchi S et al., 1985; Sugihara S et al., 1988; Powrie F & Mason D, 1990).
Mais tarde, essa subpopulagéo de linfécitos T com caracteristicas supressoras
foi caracterizada por Sakaguchi e cols, como sendo CD4"CD25" (Sakaguchi S
et al., 1995).

O trabalho publicado em 1996, por Sakaguchi e cols, foi fundamental
para o estabelecimento do dogma relacionado a deplecdo de Tregs e
desenvolvimento de autoimunidade (Asano M et al., 1996). De acordo com 0s
autores, as células Treg s6 seriam exportadas do timo a partir do terceiro dia
de vida do camundongo, ja que n&o foi possivel detectar células CD3"CD25"

no bago dos camundongos neonatos. Além disso, a transferéncia de células
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CD4'CD25" para camundongos BALB/c recém-timectomizados, foi capaz de
inibir o desencadeamento de gastrite autoimune. A partir dai, todos os
trabalhos passaram a considerar o desenvolvimento de doenca autoimune
como consequéncia da deplecdo das células T regulatorias pela timectomia
neonatal. Entretanto, mesmo considerando que as células Treg CD3'CD25"
estariam ausentes no momento da timectomia, ao analisar os camundongos
adultos timectomizados, os mesmos autores observaram uma quantidade
consideravel de células T CD3"CD25", havendo inclusive um maior percentual
dessas células quando comparadas aos animais controles nao-timectomizados.
Em corroboracdo com esses dados, Shevach e cols também encontraram
freqiéncia aumentada de células CD4'CD25" no bago e linfonodos
mesentéricos de camundongos BALB/c timectomizados adultos (Bonomo, A et
al., 1995). O fato do marcador CD25 néo ser exclusivo das Tregs dificultou a
andlise desses dados, uma vez que essas células poderiam ser somente
células T efetoras ativadas. Em 2004, apdés Sakaguchi e cols descreverem que
FoxP3 é marcador especifico das células Treg (Hori S et al., 2003), Bandeira e
cols retornaram a essa questdo, buscando esclarecer se o0s animais
timectomizados realmente ndo apresentavam células T regulatérias (Dujardin
HC et al.,2004). Através da técnica de PCR em tempo real, os autores ndo s6
demonstraram que as células T CD4'CD25" dos animais adultos
timectomizados expressavam FoxP3, como também observaram a presenca
dessas células nos neonatos de 3 dias. Vale ressaltar que todos os dados
foram gerados baseados na linhagem BALB/c, que é susceptivel a gastrite
autoimune, ndo havendo nenhum dado relacionado as linhagens resistentes a

doenca. Diante do exposto acima, nosso primeiro passo foi confirmar a
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presenca das células T regulatorias CD4'FoxP3" nos animais adultos
timectomizados da linhagem BALB/c. Conforme descrito por Bandeira e cols,
nossos dados mostram que as células T regulatérias CD4'FoxP3* estdo
presentes na periferia (baco e linfonodos) dos animais BALB/c timectomizados,
em freqUiéncia comparavel ao controles ndo-timectomizados (Figura 5A). Essas
células expressam marcadores classicamente utilizados na caracterizacdo das
Tregs, incluindo CTLA-4, GITR, CD25, CD69 (Figura 5B) e possuem ainda
atividade supressora idéntica aquela observada nas células dos animais
controle (Figura 5C).Como dito anteriormente, os estudos relacionados a Treg
foram feitos em animais BALB/c timectomizados, ndo havendo nenhum dado
relacionado ao compartimento regulatério nos animais resistentes a gastrite
autoimune, como € o caso das linhagens DBA/2, B10.A e C57BL/6. Com 0
intuito de buscar uma relagdo entre a susceptibilidade a doenca autoimune
p6s-3dTx e possiveis variagcbes no compartimento regulatério desses animais,
avaliamos a presengca das Tregs em 6 linhagens murinas adultas
timectomizadas. Além do BALB/c, analisamos as linhagens susceptiveis A/J e
C3H/He. Dentre as resistentes, incluimos DBA/2, que apresenta a mesma
molécula de MHC que BALB/c (H-2%), exemplificando a auséncia de relacéo
entre a molécula de restricdo e a susceptibilidade a gastrite autoimune. Além
do DBA/2, também estudamos as linhagens resistentes C57BIl/6 e B10.A. Os
resultados da citometria mostram que as células T CD4'FoxP3* estdo
presentes em todas as linhagens timectomizadas analisadas, tanto nos
linfonodos mesentéricos quanto no baco (Figura 3A e 3B, respectivamente) e,
mais importante, a timectomia néo resultou na alteracdo da frequéncia das

Tregs em nenhum dos animais analisados, visto que a freqiéncia nos
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timectomizados se manteve constante, quando comparada aos controles sham
n&o-timectomizados (Figura 4A e 4B). Ao analisarmos a popula¢do CD4'CD25"
presente no baco e linfonodos mesentéricos dos animais timectomizados
observamos que, mesmo sendo de um modo geral enriquecido de células T
ativadas (Bonomo A et al., 1995) a grande maioria das células que expressa o
marcador CD25, também expressa o marcador FoxP3, o que sugere que a
subpopulagdo CD25" é constituida em grande parte por células regulatorias
FoxP3", ndo sendo meramente constituido de células ativadas CD25".
Conjuntamente, esses resultados confirmam a presenca de células T
regulatérias em animais timectomizados, reforcando assim os dados
publicados por Bandeira e cols.

Apesar de todas as linhagens apresentarem Tregs na periferia, poderia
haver diferenca nas frequéncias dessas células entre os diferentes animais,
explicando assim o padrdo se susceptibilidade observado. Entretanto, essa
possibilidade ndo se mostrou verdadeira, uma vez que todas as linhagens,
tanto susceptiveis quanto resistentes, ndo diferem quanto a frequéncia de
Tregs nos orgao linféides periféricos (Figura 4C e 4D). Na tabela 4 e 5
podemos observar que a susceptibilidade a doenca ndo é justificavel por
variagbes na subpopulacido de células T CD4"FoxP3*, nem na subpopulacéo
CD4'CD25'FoxP3*, ambas ja descritas como tendo uma mesma capacidade
supressora (Fontenot JD et al., 2005a).

Ao estudarmos as linhagens murinas, com diferentes padrdes de doenca
associados a 3dTx, nos preocupamos em reproduzir no presente estudo a taxa
de incidéncia de gastrite autoimune descrita na literatura. Como mostrado na

Tabela 3, as linhagens susceptiveis 3dTx desenvolveram gastrite autoimune
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similarmente ao percentual ja descrito. A analise histopatoldgica do estbmago
foi feita levando-se em consideracdo os parametros utilizados na avaliacdo da
gastrite, previamente descritos (Dipaolo RJ et al., 2005). A figura 6 deste
trabalho ilustra os graus de gastrite analisados e utilizados como referéncia nos
nossos dados.

Nos animais susceptiveis BALB/c e C3H/He o escore de gastrite,
avaliado através da histopatologia dos estdbmagos, varia de 0 (auséncia de
gastrite) até 6 (gastrite severa). Uma explicacdo para essa variagcado observada
no grau de gastrite dos animais susceptiveis, poderia ser baseada numa
variacao proporcional na frequéncia das Tregs, porém, essa correlacdo entre o
grau de gastrite e a frequéncia de Tregs ndo foi confirmada pelos nossos
resultados (Figura 7). Ao analisarmos a frequéncia das Tregs nos linfonodos
mesentéricos dos animais BALB/c e C3H/He, observamos que ndo houve
correlacdo positiva entre esses dois paradmetros, ou seja, o desenvolvimento de
gastrite severa ndo estd relacionado a uma diminuicdo da frequéncia das
Tregs, assim como o fato do animal ndo ter desenvolvido gastrite ndo estar
relacionado ao aumento na freqiéncia das Tregs (Figura 7).

A resposta autoimune na gastrite é direcionada por células T CD4" em
resposta ao autoantigeno gastrico H'/K*ATPase, presente nas células parietais
do estbmago (Scheinecker C et al., 2002). Por esse motivo, a frequéncia de
células de patogénicas, capazes de causar gastrite, € muito maior nos
linfonodos géstricos, que sdo os sitios drenantes do estdbmago. A presenca
dessas células também é detectavel, porém em menor escala, nos linfonodos
pancreaticos e mesentéricos (Suri-Payer E et al., 1996). Uma observacédo

relevante estd em torno da apresentacdo via MHC, da H'/K'ATPase nos
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linfonodos (Scheinecker C et al., 2002). Mesmo sendo um autoantigeno
presente em ceélulas que nédo expressam MHC classe Il (células parietais), a
H'K*ATPase é constitutivamente captada, processada e apresentada, no
contexto de MHC classe Il, por DCs gastricas em condi¢des nao-inflamatorias.
Todo esse estudo sobre apresentacdo da H'/K*ATPase pelas DCs foi feito no
modelo murino BALB/c, demonstrando, portanto, que as DCs desses animais
apresentam eficientemente o autoantigeno gastrico. Ao analisar camundongos
BALB/c com gastrite, 0s mesmos autores mostraram haver um aumento no
nimero de DCs apresentando a H'/K'ATPase conforme a progressdo da
gastrite e consequente perda das células parietais, sugerindo inclusive um
aumento na expressao de moléculas de MHC classe Il e co-estimulo nas DCs,
0 que se relacionaria com ativacdo das células T CD4" patogénicas e
progressdo da doenca autoimune (Scheinecker C et al., 2002).

Nesse contexto, a caracterizacdo do compartimento regulatério nos
linfonodos gastricos torna-se importante, jA que a menor frequéncia das Tregs
nos linfonodos gastricos dos animais susceptiveis poderia resultar na maior
expansdo das células T gastritbgenicas, desencadeando a doenca. Porém,
mais uma vez os resultados confirmaram a presenca de Tregs CD4'FoxP3*
nos linfonodos gastricos de todas as linhagens analisadas, ndo havendo
diminuicdo nos animais timectomizados quando comparados aos controles
sham (Figura 8). Além disso, ao compararmos as linhagens susceptiveis
BALB/c e C3H/He com as linhagens resistentes DBA/2 e B10.A, novamente
nao foi encontrada uma variacéo na frequéncia de Tregs que se relacionasse a
susceptibilidade a doenca e até pelo contrario, a linhagem susceptivel BALB/c

tem maior frequéncia de células Treg (Figura 8). Entretanto, na andlise da
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freqiiéncia das células T ativadas CD4'CD25'FoxP3*, observou-se um
enriguecimento dessas células efetoras nos linfonodos gastricos dos animais
timectomizados susceptiveis BALB/c e C3H/He, o que ndo se aplica aos
animais resistentes das linhagens DBA/2 e B10.A, cujas frequéncias das
células T ativadas se mantiveram constantes mesmo ap6s a timectomia,
sendo, portanto, comparaveis aos respectivos controles ndo timectomizados
(Figura 14). Nota-se ainda que nos animais susceptiveis timectomizados a
relacdo célula T regulatéria:célula T efetora ativada estd diminuida quando
comparada aos controles nao-timectomizados (Figura 14). Essa diminuicdo na
relacdo Treg:Teff ndo foi observada no caso dos animais timectomizados
resistentes. Numa analise mais detalhada dos linfonodos gastricos, tomando
como base somente camundongos BALB/c timectomizados, verificou-se, como
ja citado, uma frequéncia de células T efetoras ativadas superior a observada
nos animais controle e uma relacdo célula regulatéria:célula efetora ativada
muito inferior aos controles (Figura 12). Finalmente, se relacionarmos agora a
freqiéncia de células T efetoras ativadas nos linfonodos gastricos dos
camundongos timectomizados com o escore de gastrite, verificamos que ha
uma correlacdo positiva entre esses dois parametros, e que relagdo inversa €
observada ao relacionarmos a relacao Treg:Teff ativada e o escore de gastrite
(Figura 13). Em conjunto, os resultados sugerem que apesar da timectomia nao
resultar na alteracdo do compartimento regulatorio nas diferentes linhagens
analisadas, ela parece afetar, somente nas linhagens susceptiveis, a relacéo
Treg:Teff , como consequéncia da maior freqiéncia de células T ativadas em
reposta a gastrite nos animais susceptiveis. Esses resultados nos fizeram

pensar em duas explicacdes plausiveis: i) possiveis diferencas entre as
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linhagens susceptiveis e resistentes, na capacidade de apresentacdo da
H*/K*ATPase nos linfonodos gastricos pelas DCs as células T potencialmente
patogénicas presentes nos linfonodos gastricos ii) auséncia de células T
autorreativas especificas para o autoantigeno gastrico no repertorio dos
animais resistentes, enquanto que, nos animais susceptiveis, essas células
estariam presentes e seriam ativadas nos linfonodos drenantes do estémago.
Conforme citado anteriormente, a H'/K*ATPase é eficientemente apresentada
nos linfonodos dos animais BALB/c tanto saudaveis quanto doentes
(Scheinecker C et al., 2002). Apesar do nivel de expressdo da H'/K*ATPase no
estdbmago nao diferir entre a linhagem susceptivel BALB/c e a resistente DBA/2
(Cantd6 E et al.,, 2003) ndo se sabe se esse autoantigeno € igualmente
apresentavel pelas DC géstricas em ambos animais. Ndo hd nenhum estudo
mostrando possiveis diferencas de apresentacdo da H'/K'ATPase de acordo
com o padrao de susceptibilidade a AlG. A diferenca no repertério das células
T autorreativas especificas para H'/K*ATPase é um outro parametro que ainda
precisa ser diretamente avaliado, uma vez que 0s nossos resultados, mesmo
sendo indicativos de diferencas na subpopulacdo de células T capazes de
causar a doenca, nao confirmam a especificidade dessas células.

Apo6s analisarmos o compartimento regulatério dos animais adultos
timectomizados e verificarmos que nédo havia diferencas que pudessem
justificar o padrdo de suscetibilidade observado entre as linhagens, nés
estudamos o0 compartimento de Tregs nos camundongos neonatos no
momento que ocorre a timectomia. Em corroboragédo com o trabalho publicado
por Bandeira e cols, e contrapondo os resultados de Sakaguchi e cols, as

células T regulatérias CD4'FoxP3" foram detectadas na periferia (bagco e
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linfonodos), tanto nas linhagens BALB/c e DBA/2 com 3-4 dias de vida
(susceptivel e resistente, respectivamente), como também em todas as outras
linhagens utilizadas nesse estudo (Figura 9 e 10). Essas células, aléem de
expressarem FoxP3, também expressam outros marcadores utilizados na
caracterizacdo das Tregs, incluindo CTLA-4, GITR, CD25 (Figura 9). Apos a
deteccdo das Tregs na periferia, fomos averiguar a possibilidade de haver
diferencas na frequéncia de Tregs entre as linhagens, no periodo neonatal.
Uma menor freqiéncia das Tregs nesse momento poderia explicar uma
expansao diferencial de clones autorreativos que teriam escapado da delecéo
timica, resultando num repertério enriquecido de células potencialmente
patogéncias, ocasionando o desenvolvimento de autoimunidade em algumas
linhagens quando adultas. Entretanto, novamente ndo conseguimos encontrar
um padréo que se relacionasse diretamente com a susceptibilidade a gastrite
autoimune poés-timectomia. Por exemplo, a linhagem BALB/c que é susceptivel
apresenta frequéncia mais elevada de Tregs tanto no baco, quanto nos
linfonodos, quando comparada a linhagem DBA/2, que é resistente (Figura 11).
E importante ressaltar que mesmo tendo células T regulatérias na periferia, a
frequéncia dessas células nos neonatos, em geral, € menor do que a
frequéncia de células encontradas nos animais adultos (Figura 11 e 4,
respectivamente).

A presenca de uma menor quantidade de Tregs FoxP3" na periferia dos
neonatos de 3 dias €, provavelmente, resultado da geracao e exportacdo mais
tardia das células T regulatérias FoxP3" pelo timo durante a ontogenia, em
relacdo as células T ndo-regulatérias. Essa suposicdo é baseada em dados da

literatura que mostram que a freqiiéncia de células FoxP3" no timo é
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substancialmente baixa até os 3 dias de vida, aumentando gradativamente até
atingir a frequéncia observada na fase adulta, o que ocorre na segunda
semana de vida. Esse atraso na geracao das Tregs parece estar associado ao
fato da regido medular timica dos neonatos ser mais desorganizada e
relativamente menor do que a regido cortical, quando comparadas a dos
adultos, ocorrendo aumento progressivo no tamanho e na organizacado da
medula durante a ontogenia (Fontenot JD et al., 2005b). Como a maioria das
células Treg esta localizada na regido medular (Fontenot JD et al., 2005a) onde
provavelmente sofre selecdo positiva, a deficiéncia quantitativa/qualitativa do
compartimento regulatério no timo dos neonatos pode estar contribuindo para a
reducdo das células FoxP3® durante os primeiros dias de vida dos
camundongos (Fontenot JD et al., 2005b).

Nossos resultados sugerem que mesmo havendo um nimero menor de
Tregs nos neonatos de 3 dias, essas células sdo capazes de proliferar
substancialmente no ambiente linfopénico gerado pela timectomia neonatal
(dados né&o mostrados), atingindo frequéncia similar aos animais né&o-
timectomizados na vida adulta precocemente (dados ndo mostrados). Estudos
feitos em modelos murinos tém demonstrado que as células T regulatérias
possuem ampla capacidade proliferativa in vivo, havendo uma forte expansao
homeostatica dessas células em ambientes linfopénicos (Almeida AR et al.,
2005; Krupica T Jr et al., 2006). Esses dados reforcam a nossa idéia de que a
susceptibilidade a gastrite pdés-timectomia ndo € determinada primariamente
pela perda do compartimento de células T regulatérias, uma vez que essas
células proliferam substancialmente nos animais timectomizados, até atingir um

plateau homeostatico que corresponde a frequéncia de células Treg
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encontrada na fase adulta do animal. Nao descartamos também a possibilidade
de haver converséo de Tregs na periferia dos animais timectomizados a partir
de células ndo-regulatorias. Porém, alguns estudos mostram que a proliferacéo
homeostéatica das Tregs € o principal fator responsavel pelo aumento do
namero de células Treg na periferia, havendo pouca contribuicdo da conversao
periférica nesse contexto (Hsieh CS et al., 2004; Zhang H et al., 2005).

Uma outra caracteristica que parece ser intrinseca dos timos dos
neonatos e que poderia influenciar na susceptibilidade a autoimunidade, € a
capacidade de exportar células imaturas timicas, potencialmente autorreativas,
durante o periodo neonatal. Essa idéia é apoiada por diversos estudos que
incluem a deteccdo de determinadas subpopulacdes de V[(, normalmente
deletadas nos adultos, na periferia dos neonatos de 3-4 dias (Smith H et al.,
1989), escape de células T especificas para ovalbumina em neonatos do
animal duplo transgénico RIPmOVAXOT (Bevan MJ, 2006), escape heonatal
de células T duplo-positivas, especificas para H-Y em camundongos TCR-
transgénicos machos (Bonomo A et al.,, 1994). Especula-se que a falha na
tolerancia central observada no periodo neonatal, seja resultado da deficiéncia
guantitativa/qualitativa da medula timica dos neonatos (Fontenot JD et al.,
2005b; Bevan MJ, 2006). Como se sabe, a expressao de antigenos tecido-
especificos (TSA) no timo ocorre principalmente nas células epiteliais timicas
medulares (MTEC). Sendo assim, o tamanho reduzido da medula poderia
afetar ndo s6 a sele¢cdo positiva das Tregs, como dito anteriormente, mas
também a eficiéncia da dele¢do das células T potencialmente autorreativas.
Também é possivel que a apresentacdo cruzada dos TSA pelas DC timicas

esteja reduzida nos neonatos, uma vez que a subpopulacao de células CD8aaq,
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envolvidas nos eventos de delecédo, constituem somente 30% das DCs nos
neonatos, comparadas aos 80% no timo de um animal adulto (Daki A et al.,
2004; Gallegos AM & Bevan MJ, 2006) Uma explicacdo adicional a exportacéo
de células T autorreativas estaria relacionada a baixa expressédo de moléculas
de MHC classe Il no timo neonatal, o que poderia facilitar a selecao positiva,
mas ser insuficiente para uma selecdo negativa adequada dos clones
autorreativos (Jenkinson EJ et al.,, 1981). Em conjunto, todos esses dados ja
descritos sugerem que durante o periodo neonatal ocorre um escape de
células potencialmente autorreativas, devido a falhas no processo de selecéo
negativa que estdo relacionadas a um timo ainda estruturalmente e
funcionalmente imaturo.

Em condigbes fisiologicas, os emigrantes timicos dos neonatos sofrem
intensa proliferagdo na periferia, fendmeno conhecido como proliferagdo em
resposta a linfopenia, ou proliferacdo homeostatica (Freitas AA & Rocha B,
2000; Min B et al., 2003). Essa proliferacdo acontece até alcancar o percentual
de células encontrado em animais adultos. Esse fendmeno de expansao
homeostéatica normalmente observada em camundongos neonatos, também se
aplica aos neonatos timectomizados no terceiro dia de vida. Porém, a analise
do TCR do repertério neonatal pos-expansdo indica a presenca de um
repertorio de células T mais limitado, o que estaria relacionado a uma
expansdao oligoclonal das células T nos animais timectomizados em resposta a
um conjunto restrito de ligantes endégenos (La Gruta NL et al., 2000).

Diante desses dados, levantamos a hipotese de que a susceptibilidade a
gastrite autoimune pudesse estar relacionada a exportacéo diferencial entre os

animais que fazem doenca e os que ndo fazem doenca, de células T
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potencialmente patogénicas, do timo, durante o periodo neonatal que antecede
a timectomia. O ambiente linfopénico favoreceria, ainda, um enriqguecimento em
células autorreativas oriundas da expansdo de clones potencialmente
patogénicos presentes no repertorio do neonato. Se essa hipdtese fosse
verdadeira, a frequéncia de células T regulatérias que aparentemente € normal
e suficiente para proteger o animal ndo-timectomizado da autoimunidade, na
situacdo da timectomia ndo seria suficiente para controlar um repertério com
uma frequéncia tdo grande de células T efetoras autorreativas. De fato, ao
analisarmos a populacédo de células T presente no linfonodos gastricos dos
animais adultos timectomizados, observamos um enriquecimento de células T
efetoras ativadas CD4"CD25'FoxP3" somente nos animais susceptiveis a AlG
(Figura 14), enquanto que a frequéncia de Tregs se manteve constante em
todas as linhagens analisadas, independentemente do padrdo de
susceptibilidade (Figura 4). Esses resultados sdo somente sugestivos de um
enriquecimento de clones autorreativos especificos para o autoantigeno
gastrico, uma vez que a andlise da especificidade dessas células néao foi feita.
Ainda com o objetivo de demonstrar a importancia primaria da presenca
de um repertdrio efetor autorreativo na determinacéo da susceptibilidade a AlG,
nds realizamos um experimento baseado na transferéncia individual de células
de camundongos BALB/c adultos 3dTx para receptores imunodeficientes SCID.
De acordo com a literatura, a transferéncia de células T CD4" esplénicas totais
de camundongos BALB/c adultos 3dTx ou a transferéncia de células T
esplénicas de camundongos BALB/c normais,depletadas de células T
CD4'CD25", é capaz de induzir gastrite autoimune em receptores

imunodeficientes, como nude e SCID (Sakaguchi S et al, 1995; Shevach EM,
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2000). Esses dados formaram a base para a afirmacdo de que os
camundongos timectomizados desenvolviam gastrite devido a deplecdo do
compartimento regulatério pela timectomia neonatal. Porém, todos os
experimentos foram baseados na transferéncia de células obtidas a partir de
um pool de animais BALB/c timectomizados, ndo levando em consideragao o
fato de que cerca de 40% desses animais nao desenvolvem gastrite autoimune
p0s-3dTx. Diante dessa questdo, formulamos a seguinte hipotese: a principal
diferenca entre os BALB/c doentes e saudaveis estd na presenca de um
repertorio efetor autorreativo, exportado do timo antes da timectomia e que se
tornou enriquecido devido a expansdo no ambiente linfopénico neonatal,
levando ao quadro de autoimunidade observado. Apesar de ambos 0s animais
terem a mesma frequéncia de células Treg, os BALB/c timectomizados sem
gastrite ndo teriam células T patogénicas capazes de induzir a doenca. Ainda,
por serem da mesma linhagem, ndo haveria diferencas na apresentacdo do
autoantigeno nos linfonodos gastricos (Scheinecker C et al.,, 2002). A
transferéncia de células foi realizada individualmente, tendo para cada doador
BALB/c 3dTx um receptor SCID. Em alguns casos as células T CD4" infundidas
foram depletadas de células T regulatérias. Em concordancia com a nossa
hipétese, os resultados obtidos nesse trabalho mostram que somente as
células oriundas de doadores que desenvolveram gastrite, foram capazes de
transferir doenca para os receptores imunodeficientes (Figura 15). As células T
oriundas de camundongos timectomizados saudaveis, mesmo apo6s deplecao
das células T regulatorias, ndo foram capazes de transferir doenca (Figura 15).

Assim, a presenca de um repertorio autorreativo patogénico enriquecido, que

90



provavelmente escapou da selecdo negativa no periodo neonatal, parece ser
crucial e definitivo para o desenvolvimento de autoimunidade.

A obtencédo de resultados indicativos de diferencas no repertério efetor
autorreativo entre BALB/c doentes e ndo-doentes, nos fez pensar qual seria o
mecanismo capaz de justificar a divergéncia observada entre esses animais
BALB/c isogénicos com relacdo ao padrdo de doenca observado. Uma
possibilidade seria o0 escape de células autorreativas, especificas para o
autoantigeno H'/K*ATPase, no periodo neonatal, com base no nivel de
expressdo desse autoantigeno no timo. A correlacdo entre o nivel de
expressdo de um determinado autoantigeno no timo e a susceptibilidade a
autoimune, tem sido descrita em varios trabalhos, em diferentes modelos de
doenca (Pugliese A et al., 1997; Egwuagu CE et al., 1997; Klein L et al., 2000;
De Voss J et al., 2006; Taubert R et al., 2007). De acordo com esses trabalhos,
um nivel alto de expressao do autoantigeno no timo favoreceria a delecédo dos
clones autorreativos, resultando na auséncia ou na menor freqiéncia desses
clones na periferia, 0 que tornaria 0 camundongo resistente a inducdo de
autoimunidade oOrgdo-especifica. Sendo assim, espera-se que uma menor
expressdo H'/K*ATPase resulte em escape de células T efetoras autorreativas
durante o periodo neonatal, levando ao desenvolvimento de gastrite pds-
timectomia.

A H'/K'ATPase, autoantigeno reconhecido pelas células T
gastritogéncias, € constituida pela subunidade a e pela subunidade . Ambas
as subunidades parecem contribuir para patogénese da gastrite, uma vez que
anticorpos especificos para as 2 subunidades sédo igualmente detectaveis no

soro dos animais doentes (Jones CM et al., 1991; Alderuccio F et al., 1997).
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Camundongos que transgenicamente superexpressam a subunidade 3 no timo
ndo desenvolvem gastrite autoimune pdés-timectomia neonatal, nem mesmo
quando sdo imunizados com H*/K*ATPase gastrica (Alderuccio F et al., 1993;
Alderuccio F et al., 1997). Dados recentes mostram que a expressao timica da
BH'/K*ATPase resulta ndo sé na tolerancia a subunidade BH*/K*ATPase, como
também induz tolerancia a subunidade o (Allen S et al., 2005). Essa
observacdo indica o motivo pelo qual a superexpressdo de BH/K*'ATPase no
timo é capaz de prevenir gastrite autoimune, uma vez que tanto células anti-
BH'/K'ATPase quanto células anti-aH'/K'ATPase, contribuem para o
desenvolvimento da doenca (vanDriel IR, 2005). Além disso, camundongos
deficientes na expressdo da cadeia B da H'/K*ATPase no timo possuem maior
titulo de autonticorpos para a ATPase gastrica, apresentam uma resposta
proliferativa aumentada in vitro em resposta a este antigeno e ainda as células
esplénicas desses animais deficientes sdo capazes de transferir doenca para
receptores imunodeficientes, sem necessidade de deplecédo das células Treg,
0 que ndo acontece com animais que expressam a cadeia B da H'/K'ATPase
endogena (Laurie KL et al.,, 2002). Esses dados mostram que 0s animais
deficientes para cadeia B da H'/K*ATPase possuem um repertério com maior
freqiiéncia de células T anti-BH'/K*ATPase, provavelmente devido a falhas na
tolerancia central, sugerindo assim um papel imunodominante para
BH'/K*ATPase na patogénese da doenca (Laurie KL et al., 2002).

Diante do exposto acima nosso passo seguinte foi quantificar, por PCR
quantitativo em Tempo Real, a expressdo da BH'/K'ATPase nos timos de
BALB/c, buscando correlacionar o nivel de transcricdo do autoantigeno géstrico

com a susceptibilidade a doenca pos-timectomia. Os timos foram coletados
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individualmente no momento da timectomia e, apds o resultado do gRT-PCR,
cada amostra de timo de neonato foi associada ao respectivo animal adulto
identificado na pata, cujo estdbmago foi submetido posteriormente a
histopatologia para analise do desenvolvimento de gastrite.

A correlagdo entre o nivel de transcricdo da BH'/K'ATPase no timo e o
desenvolvimento de gastrite autoimune foi confirmada nas amostras analisadas
nesse estudo (Figura 17). Nota-se que quanto maior € o nivel de expressao do
autoantigeno no timo, menor é o grau de gastrite desenvolvido pelo animal.
Esses resultados sdo extremamente sugestivos de que a predisposicdo a
gastrite autoimune, ao menos na linhagem BALB/c, é resultado de uma
diferenca na expresséao intratimica da BH'/K*ATPase. Provavelmente, a baixa
expressao desse antigeno resulta no escape de células T autorreativas anti-
BH'/K'ATPase no periodo neonatal, que proliferam e causam gastrite na fase
adulta.

Além de ndo deletar eficientemente as células anti-BH*/K*ATPase, a baixa
expressao timica do antigeno poderia resultar na auséncia de selecéo positva
das Treg, uma vez que essas células requerem a presenca do antigeno
especifico no timo para serem geradas (Jordan MS. et al., 2001; Apostolou | et
al., 2002). Entretanto, células regulatérias geradas em animais normais ou
deficientes para BH'/K*ATPase ou para aH'/K*ATPase, ou ainda para ambas
as cadeias, sdo igualmente capazes de inibir a proliferacdo e suprimir
desenvolvimento de gastrite quando células T CD4" policlonais ou
oH'/K*ATPase-especificas sdo transferidas para camundongos atimicos nude
(Zwar TD et al., 2006). Em concordancia com esses resultados, um trabalho

recente mostra que a perda da expressao timica de um autoantigeno do olho,
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devido a auséncia de AIRE, € suficiente para causar uveite autoimune (DeVoss
J et al.,, 2006). Ainda, as células geradas na auséncia desse antigeno, séo
capazes de suprimir a doenca quando transferidas (Grajewski RS et al., 2006).
Esses dados sugerem que, mesmo na auséncia do antigeno no timo, as
células Treg geradas sdo capazes de inibir eficientemente as células
autorretivas, indutoras de doenca.

Apesar da deteccdo da expressdo da BH'/K'ATPase no timo ser
controversa, nos conseguimos detecta-la nesse trabalho (Figura 16). A
diferenca de resultados provavelmente foi devido a escolha do método de
deteccéo, j& que a maioria dos trabalhos utiliza RT-PCR ou DNA microarrays,
duas técnicas sabidamente menos sensiveis do que o PCR quantitativo em
Tempo Real, utilizado no nosso estudo (Derbinski J et al., 2001; Alderuccio F et
al., 1993, Alderuccio F et al., 1997; Cant6 E et al., 2003). Nossos experimentos

mostram que, mesmo tendo, de maneira geral, baixo nivel de expressao (Ct
33,5), a BH'/K'ATPase ¢ claramente suficiente para induzir tolerdncia a
gastrite. Variacbes na expressdo da PH'/K'ATPase, mesmo que em baixos
niveis, se mostraram capazes de tornar o camundongos susceptiveis ao
desenvolvimento de doenca pés-timectomia (Figura 17). Recentemente,
Kyewski e cols analisaram a variabilidade inter-individual da expresséo varios
TSA, incluindo insulina (diabetes), proteina proteolipidica (esclerose mdltipla),
antigeno retinoico (uveite) e BH*/K*ATPase (gastrite) em mTECSs purificadas de
26 amostras individuais de timo humano. De acordo com os autores, alguns
autoantigenos como insulina e BH'/K*ATPase foram altamente variaveis dentro

das amostras analisadas, se correlacionando diretamente com a expressao de

AIRE (Taubert R et al., 2007). Assumindo uma relacdo direta entre os niveis de
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transcricdo de AIRE e os seus autoantigenos-alvo, a regulacdo da molécula
AIRE ao nivel de transcricdo ja seria um fator importante na determinacédo da
tolerancia individual a variacdo na expressao de autoantigenos no timo. Pouco
se sabe sobre a forma como ocorre a regulacao da transcricdo de AIRE, assim
como os fatores exatos que influenciam a variacdo observada na expressao
promiscua de genes no timo. Varias observacfes recentes sugerem que tanto
fatores genéticos (polimorfismos, por exemplo), como também mecanismos
epigenéticos como, por exemplo, hipometilacdo de regides promotoras e
modificacdo da cromatina, parecem estarem envolvidos no controle da
expressdo promiscua de genes nas mTEC assim como no nivel de transcricao
de AIRE (Gotter J & Kyewski B, 2004).

No nosso trabalho, a andlise da expressdo da BH'/K*ATPase no timo so
foi feita em camundongos isogénicos BALB/c, sendo, portanto, todos
geneticamente idénticos. Assim, ainda fica dificil explicar as variacdes
observadas no nivel de expressdo baseando-se somente em diferencas
genéticas. Possivelmente fatores ambientais, como infec¢cdes microbianas e
mimetismo antigénico, ou até mesmo fatores estocasticos de regulacdo génica
podem estar envolvidos no fendbmeno de variabilidade observado nos nossos
resultados (D’Elios MM et al., 2004; Marrack P et al., 2001).

Concluindo, o presente trabalho demonstra que o desenvolvimento de
gastrite autoimune — como consequéncia da timectomia neonatal — ndo esta
relacionada a perda das células T regulatérias, uma vez que essas células se
mantém preservadas nos animais adultos timectomizados. O baixo nivel de
expressao do autoantigeno no timo e, provavelmente, o escape de células T

autorreativas do timo para periferia parecem ser 0s principais mecanismos
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relacionado a susceptibilidade a gastrite autoimune observada nos
camundongos BALB/c. Estudos posteriores serdo necessarios para confirmar a
presenca de células autorreativas gastritogénicas no repertério neonatal de
BALB/c e para verificar a importancia destes mecanismos na determinacao da

resisténcia versus susceptibilidade em outras linhagens de camundongos.
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