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Resumo:

Linfécitos B induzem tolerancia imunolégica mediada

por células T regulatérias

Sheila Charchat

Resumo da tese de doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Morfologicas, como parte dos requisitos necessarios para obtencéo
do titulo de Doutor em Ciéncias (Morfologicas).

Linfocitos B virgens (BN, naive B cells) induzem toleréncia a antigenos
“simples” como H-Y. Sendo assim, questionamos se estas células seriam
capazes de tolerizar respostas a antigenos alogenicos in vivo. Para tal,
camundongos C57BL/6 (B6) foram tratados, ou n&o, com injecdo endovenosa
de linfocitos BN provenientes de camundongos F1(BALB/c X C57BL/6) —
chamados neste trabalho F1(bXd) —, machos e enxertados com pele de B6
macho e F1(bxd) fémea. Como esperado, os animais tratados com BN de F1
(bxd) macho foram tolerantes ao enxerto de B6 macho, entretanto, o
tratamento com BN de F1(bxd) ndo preveniu a rejeicdo dos enxertos
provenientes de camundongos F1(bxd) fémeas. A incapacidade dos linfocitos
BN de induzirem tolerancia a antigenos alogeneicos nao € dependente dos
antigenos especificos apresentados pela pele e pelos linfocitos BN, uma vez
que linfocitos B de F1(bxd) injetados por via intraperitoneal ou enxertos de bago
na capsula renal provenientes dos mesmos animais s&o rejeitados de forma
bastante eficiente em camundongos tratatos previamente com células BN de
F1(bxd). Surpreendentemente, receptores tratados com células BN de F1(bXd)
fémea e enxertados com dois transplantes — B6 macho e F1(bxd) fémea —,
aceitaram o enxerto de B6 macho e rejeitaram o de F1(bXd) fémea apesar
de nunca terem tido contato com antigenos de macho, sugerindo que o

fendmeno de tolerancia ao antigeno H-Y é secundario a toleréncia induzida por
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antigenos F1(bxd) e ao enxerto de pele do mesmo. A analise histopatologica
das peles aceitas de B6 macho mostrou infiltrados linfocitarios, indicando
envolvimento de mecanismos ativos de tolerancia mediada por células BN.
Uma possivel explicagdo seria a participagao de células T regulatérias (Treg)
pelo tratamento com linfécitos BN. De fato, o tratamento prévio com BN
potencializa a fungéo supressora das células Treg e bloqueia a proliferagdo no
linfonodo drenante do desafio em camundongos tratados previamente com BN
e desafiados com esplendcitos de F1(bxd). Ainda, o tratamento com anti-CD25
reverte a tolerancia induzida pelos linfécitos B. Vale ainda ressaltar que
linfécitos B ativados com LPS n&o sao capazes de induzir tolerancia no modelo
de transplante de pele. Unindo as informagdes, nossos dados sugerem que 0s
linfocitos BN induzem tolerancia de forma dependente de Treg. As células BN
estariam pré-ativando a populagdo de células T regulatérias, estas células
receberiam um segundo estimulo fornecido pelo enxerto semialogeneico de
F1(bxd), tornando possivel uma tolerancia ao H-Y secundaria a pele de
F1(bxd). Por outro lado, para a aceitagdo do enxerto de pele, se faz necessario

um equilibrio adequado entre as células efetoras e regulatérias.



Abstract:
Naive B cells induced tolerance is dependent of

regulatory T cells

Sheila Charchat

Abstract da tese de doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Morfologicas, como parte dos requisitos necessarios para obtencéo
do titulo de Doutor em Ciéncias (Morfologicas).

Naive B cells (NB) can induce T cell tolerance to simple antigens, as H-Y. Here,
we asked if B cells could also tolerize allospecific T cells in vivo. C57BL/6 (B6)
female mice were pretreated with NB from (C57BL/6xBALB/c)F1 — called
F1(bxd) from now — male mice and tested for skin graft tolerance. As expected,
these mice accept male B6 skin grafts. However, pretreatment with F1(bxd) NB
cells did not prevent rejection of F1(bxd) grafts. The failure of NB in inducing
tolerance to allogeneic skin is not due to differences in the antigenic profile of B
cells and skin cells, since F1(bxd) B cells injected intraperitoneally, or F1(bxd)
splenocytes grafted into kidney capsule, were promptly rejected into F1(bxd)
NB-treated B6 recipients. Somewhat surprisingly, when the B6 recipient was
treated with female F1(bxd) NB, male skin graft is accepted if the same
recipient receives a F1(bxd) skin graft (which is rejected), suggesting that
tolerance to male skin was achieved secondary to F1(bxd) induced tolerance
and skin graft. The histopathological analyses of the accepted male skin
showed lymphocyte infiltrate, indicating an active tolerance induction. A
possible explanation is the participation of regulatory T cells by NB treatment. In
fact, pretreatment with NB induces an improvement in the suppressive function
of regulatory T cells and blocks cell proliferation in the challenged draining
lymph nodes of mice treated with these NB cells. Also, the blockade of

regulatory T cells function by treatment with anti-CD25 antibody in vivo, broke



the tolerance induction to male skin on a female B6 mice pretreated with NB
cells from male mice. Besides, LPS treated NB cells did not induce tolerance on
the skin graft transplantation model. Together, our data support the idea that
naive B cells induce tolerance mediated by Treg. Our data support the idea that
NB can pre-activate Treg. These cells should receive a second signal given by
F1(bxd) graft, resulting in a secondary tolerance of the male skin transplant.

The tolerance or rejection will depend on the responder/regulatory T cells ratio.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Tolerancia Imunolégica

Diariamente, nos confrontamos com uma infinidade de agentes
patogénicos do ambiente que invadem a integridade individual e s&o
rotineiramente eliminados pelos agentes da resposta imune inata e adaptativa.
Simultaneamente, o sistema imunoloégico € capaz de prevenir uma auto-
reatividade patogénica: respostas danosas a antigenos presentes no proprio
corpo do individuo. Os mecanismos celulares e moleculares responsaveis por
preservar o organismo de respostas imunes dirigidas a autoantigenos sé&o
chamados Tolerancia Imunolégica ao proprio (self) e vém sendo

intensamente estudados.

1.1.1. Tolerancia Central dos Linfocitos T

A tolerancia imunoldgica do repertério de linfécitos T comega no timo,
onde é chamada Tolerancia Central (Scwartz, 1999). Neste 6rgéo, ocorre o
comprometimento de progenitores linféides oriundos da medula 6ssea com a
linhagem T e procede seu processo de maturacao e diferenciagdo. Ao longo
desses processos acima mencionados, os timécitos (precursores de linfocitos
T) interagem com uma série de células presentes no microambiente timico,
fundamentais nos eventos de selecdo de repertério e inducdo de tolerancia.

Estas células sdo as células epiteliais corticais (c-TEC) e medulares (m-TEC)



que compde o estroma timico, os macrofagos, as células dendriticas (DC,
dendritic cells) e os linfocitos B (Anderson, Moore e cols. 1996).

Para completar o processo de maturacdo no timo, os linfocitos T em
desenvolvimento  precisam de estimulos que os mantenham vivos. Tal
estimulo é obtido através de seus receptores para antigeno (TCR, T cell
receptor) que reconhecem com baixa avidez/afinidade os complexos principais
de histocompatibilidade (MHC, major histocompatibility complex) acoplados a
peptideos (MHC+pep) expressos nas células estromais, como c-TEC e células
dendriticas (Robey & Fowlkes, 1994). Dessa maneira, forma-se um repertorio
de células T restritas pelo MHC presente no ambiente timico, capazes de
reconhecer complexos MHC préprios existentes nos tecidos periféricos. Este
processo & conhecido como Selegdo Positiva dos linfocitos T (Hogquist,
Jameson e cols. 1994). Por outro lado, se estes linfocitos reconhecerem os
complexos MHC+pep presentes no microambiente timico com alta
avidez/afinidade, estes clones auto-reativos sofrem apoptose e sédo eliminados
por um processo conhecido como Selecao Negativa ou Delecao Clonal
(Kappler, Roehm e cols. 1987). O papel do timo na tolerancia central tornou-se
ainda mais claro apds a descoberta da existéncia, no micro-ambiente desse
orgao, de transcritos de RNA capazes de codificar proteinas, cuja expresséo
acreditava-se ser restrita a tecidos periféricos (Sospedra, Ferrer-Francesch e
cols., 1998; Kyewski & Derbinski, 2004). Estdo ainda presentes no timo
antigenos ectopicamente expressos e associados as doengas auto-imunes
orgao-especificas ou ndo, como insulina, tireoglobulina, proteinas de mielina
basica, antigenos S-retinal, proteinas de péancreas, figado e sistema nervoso.

Curiosamente muitos destes antigenos de expressao ectopica tém sua



expressao no timo controlada por um unico gene chamado gene regulador de
auto-imunidade (AIRE, Autoimmune Regulator Gene) (Su & Anderson, 2004).
Mutagbes neste gene levam a uma sindrome auto-immune de expressao
clinica variavel em humanos (Peterson, Nagamine e cols., 1998), mas que
caracteristicamente tem o6rgados endocrinos como alvo da auto-imunidade.
Dados da literatura sugerem uma correlagdo entre os niveis de antigenos
presentes no timo e a suscetibilidade ao desenvolvimento de doencgas auto-
imunes. Dependendo da dose antigénica expressa no timo pode ocorrer uma
delecdo apenas parcial dos clones especificos para tal antigeno (Liston, Gray e
cols., 2004). Parece haver também antigenos sem representagdo intratimica
(Bonomo & Matzinger, 1993)

Surge, entdo, a necessidade de processos alternativos periféricos
capazes de deter esses clones de linfocitos T com potencial danoso ao

individuo.

1.1.2 Tolerancia Imunolégica Periférica

Ao completar seu desenvolvimento no timo, os linfocitos T migram para
a periferia, onde encontram uma variedade de antigenos proprios né&o
expressos no microambiente timico, ou seja, antigenos capazes de serem
reconhecidos pelos linfécitos T. Estes linfécitos s&o controlados por
mecanismos periféricos responsaveis por torna-las ndo responsivas a estes
auto-antigenos.

Dentre os mecanismos de tolerancia periférica temos a Delegao

Periférica que ocorre por meio da indugado de apoptose, em resposta a um



estimulo continuado via TCR. Estudos sugerem um importante papel da
sinalizagdo Fas-FasL neste processo. Este mecanismo € conhecido como
morte induzida por ativagdo (AICD, Activation Induced Cell Death) (Singer &
Abbas, 1994). Por outro lado, a resposta da célula T pode estar ausente pelo
fato de o antigeno n&o estar associado a moléculas de MHC (Barcinski &
Rosenthal. 1977), ou ainda sequestrado em lugares n&o acessiveis aos
sistemas linfatico e sangulineo, ndo sendo capaz de entrar em contato com as
células do sistema imune. Este fendmeno €& chamado Tolerancia por
Ignoréancia (Alferink, Tafuri e cols., 1998; Zinkernagel, 1996). Pode ocorrer
também uma tolerizagcdo periférica ao proprio por apresentacdo cruzada
realizada por células apresentadoras de antigenos (APC, antigen presenting
cells) derivadas da medula dssea, presentes nos linfonodos periféricos. Clones
citotoxicos  especificos para  antigenos  constitutivos, expressos
extratimicamente, s&o tolerizados pela apresentagéo cruzada desses antigenos
em células dendriticas. A maneira como esses linfocitos sdo tolerizados e o
subtipo de células apresentadoras envolvidos precisam ser mais bem
elucidados, acredita-se na participagado de mecanismos de delecdo, induzidos
principalmente por uma subpopulagdo de células dendriticas. O estado de
maturagcdo da APC e os niveis de moléculas MHC tipo I+pep apresentados
parecem influenciar a indugao de tolerancia. Além disso, a concentracdo do
antigeno também contribui para o processo, no qual altas doses induziriam
tolerancia (delecdo), ao passo que baixas doses seriam ignoradas. Este
fenbmeno é conhecido como tolerancia cruzada (Heath & Carbone, 2001;
Melief, 2005). Outros dois importantes processos utilizados na manutencao da

tolerancia periférica sdo a Anergia — encontro da célula T com antigeno na



periferia, na auséncia de co-estimulo, leva a inativagdo destes linfocitos
(Jenkins & Schwartz, 1987) — e a Supressdo - mediada por células T
regulatérias (Treg) que suprimem a resposta de linfocitos T efetores (Sakaguchi
S., Sakaguchi N., e cols., 1995; Takahashi, Kuniyasu e cols., 1998) . Estes dois
ultimos mecanismos mencionados serdo explicados mais detalhadamente a
seqguir.

1.1.2.1 Anergia

O termo anergia foi originalmente utilizado por Von Pirquet em 1908,
para descrever a auséncia de hipersensibilidade a tuberculina em testes
realizados na pele de individuos infectados com o virus do sarampo. Em 1980,
Nossal & Pike utilizaram esta mesma terminologia para descrever a inativagao
funcional de linfocitos B observada em experimentos in vivo, nos quais
camundongos foram tolerizados pela injegdo de antigenos de gamaglobulina
humana (HGG, human gamaglobulin) durante a gestagdo, ou logo apos o
nascimento. Sendo este fendmeno antigeno-especifico, a expressao anergia
clonal foi utilizada. No inicio dos anos 1990, este setor da imunologia tornou-se
bastante popular, e o termo anergia foi utilizado para conceituar os fenémenos
relacionados com a sobrevivéncia de linfécitos aparentemente n&o-responsivos
(Schwartz, 2003).

A denominagao anergia passou a ser utilizada também para os linfécitos
T. A definicdo geral para a anergia das células T & todo o mecanismo de
tolerancia, em que os linfécitos T sdo funcionalmente inativados apos o

encontro com o antigeno, porém permanecem vivos por um longo periodo em



um estado de hiporresponsividade. Esta inativagao funcional € caracterizada
por diversas limitagées, como veremos a seguir.

Basicamente, a anergia da célula T é dividida em duas categorias:
Anergia Clonal (analise da nao-responsividade dos clones de célula T in vitro)
e Tolerancia Adaptativa ou Anergia in vivo (Schwartz, 2003).

A expressao anergia clonal foi adotada por Jenkins & Schwartz, 1987,
na descricdo de um estado de hiporresponsividade, induzido in vitro, em
clones de linfocitos T CD4. Nos experimentos iniciais, Jenkins & Schwartz
observaram que clones de linfocitos T, inicialmente estimulados com células
apresentadoras de antigenos quimicamente modificadas pelo tratamento com
1-etil-3(dimetilaminopropil)-carbodiamida (ECDI), droga que altera as ligagbes
realizadas na membrana celular através de ligagées cruzadas inespecificas,
nao eram capazes de proliferar e/ou produzir a citocina IL-2 frente um segundo
estimulo completo, fornecido por APC intacta + peptideo (Jenkins & Schwartz,
1987). Este grupo demonstrou ainda que tal fenbmeno pode ocorrer também in
vivo. Com a descrigdo das moléculas co-estimulatorias (B7/CD28) descobriu-se
que o tratamento com ECDI inativa a fungdo co-estimulatéria das APC,
sugerindo que a ativagdo de um linfécito T na presenga de um estimulo via
TCR (sinal 1) e na auséncia de um segundo sinal fornecido pela ligagdo B7
com CD28 (sinal 2) gera nestas células o estado anérgico (Figura 1)
(Schwartz, 2003).

Tais observagdées promovem um suporte experimental para o modelo
proposto por Lafferty e colaboradores que sugere a necessidade de dois sinais
para ativagcdo da célula T. Em seus experimentos, cultivaram pancreas e

tiredide em meio de cultura por 4 dias, eliminando o componente



hematopoético. Os 6rgdos eram transplantados para hospedeiros alogeneicos,
e nao eram rejeitados, diferentemente do que acontecia quando os orgaos
eram transplantados sem pré-cultivo in vitro. No entanto, se ao transplantar os
orgaos cultivados por 4 dias, fossem injetadas células de bago, a rejeigcao era
evidenciada (Lafferty, Warren e cols., 1978). A partir desses achados, os
pesquisadores propuseram a necessidade de um outro sinal, além do
reconhecimento antigénico, para que os linfécitos T pudessem ser ativados e
rejeitar o enxerto. Este sinal seria fornecido por células hematopoéticas, as

quais ele designou como “o leucécito de passagem” (the passenger leukocyte).

Anergia

CélulaT

Sinal 2

APC

Figura 1. Anergia das Células T. A figura representa uma célula T sendo ativada via TCR (sinal
1), sem co-estimulagdo (sinal 2). Esta forma inadequada de ativagdo promove o fenébmeno da
anergia. (llustragéo Real F.).



Experimentos adicionais, também realizados in vitro, mostraram que
outra maneira de gerar a anergia das células T é através de baixas doses de
peptideos agonistas ou de peptideos ligantes alterados (PLA). Estes PLA s&o
agonistas modificados que ainda possuem a capacidade de ligagdo ao TCR,
porém nao induzem ativagdo completa. A ligagado dessas moléculas, mesmo na
presenga de co-estimulo, resulta em linfécitos T hiporresponsivos. Estes
linfocitos mantém este fendtipo anérgico ainda que, posteriormente, sejam
ativados corretamente pelo seu agonista (Powell, 2006).

N&o esta claramente elucidado se os mecanismos responsaveis pela
inducdo do estado anérgico nos diferentes modelos estudados in vitro séo os
mesmos, mas verifica-se em todos os casos um reconhecimento inadequado
via TCR (auséncia de co-estimulagdo ou sinalizagdo inadequada dos
peptideos).

A primeira observagdo de anergia de células T in vivo ou tolerancia
adaptativa foi feita por Jenkins & Schwartz em 1987, como mencionado
anteriormente. Em seus experimentos, camundongos receberam uma injecéo
endovenosa de esplendcitos tratados com ECDI e acoplados com o antigeno
de citocromo C. Apds o desafio com o antigeno na presenca de adjuvante de
Freund, os linfécitos apresentavam hiporresponsividade no teste in vitro. Em
1989, Rammensee, Kroschewski e colaboradores, demostraram novamente
este fenbmeno através da transferéncia celular, endovenosa, de esplendcitos
de camundongos C3H.CE (que expressam o antigeno Mis1?) para
camundongos C3H/HeJ (Mis1®), que respondem muito bem ao antigeno Mis1?.
Apo6s o desencadeamento da resposta imunologica, alguns clones especificos

para o antigeno em questdo permaneceram no hospedeiro, porém esses



linfocitos T recuperados apresentaram tragos tipicos de anergia clonal:
incapacidade de proliferacdo e producdo de IL-2 no reestimulo in vitro
(Rammensee, Kroschewski e cols., 1989). Resultados similares foram
observados com a administragdo de superantigenos bacterianos e em
situacoes de infeccao viral persistente. Nesses exemplos, verificou-se que os
clones relevantes de linfocitos T primeiro se expandiam e, posteriormente, um
grande numero destas células morria. Entretanto, foi observada a permanéncia
de uma populagcdo remanescente nao-responsiva (Schwartz, 2003). Além dos
estudos acima mencionados, outros modelos de tolerancia adaptativa foram
propostos, entretanto as observagdes do fendtipo anérgico (produgdo de
citocinas, proliferagdo e persisténcia do estado anérgico) é variavel entre eles
(Powell, 2006).

Como mencionado anteriormente, os estudos que demonstram o
fenbmeno da anergia sugerem a necessidade de dois sinais para a ativagao
efetiva dos linfécitos T. Sendo assim, nas ultimas décadas uma variedade de
moléculas acessorias co-estimulatorias de células T foram descritas. A
molécula CD28 & muito bem caracterizada e mostra-se como o mais efetivo
agente co-estimulatorio presente em linfécitos T virgens ou previamente
ativados. O CD28 & uma glicoproteina de superficie celular que se liga ao B7.1
(CD80) e ao B7.2 (CD86) presentes nas células apresentadoras de antigenos.
O reconhecimento do antigeno pelo TCR na auséncia da ligagdo do CD28
resulta em apoptose ou anergia do linfécito em questdo (Appleman &
Boussiotis, 2003).

A segunda grande familia de moléculas co-estimulatorias inclui os

membros da familia de fatores de necrose tumoral (TNF, tumor necrosis



factors), CD40, 41BB, OX40, CD30 e CD27. Acredita-se que, no caso de uma
ativagdo completa dos linfocitos T, apds o reconhecimento das moléculas
MHC+pep pelo TCR, baixos niveis de B7.1 e B7.2 presentes nas APC,
fornecem os primeiros sinais co-estimulatorios via CD28. Esta ativagéo induz o
ligante de CD40 (CD40L), que por sua vez interage com o CD40 na APC,
promovendo aumento na expressdo de B7.1 e B7.2, dando continuidade ao
processo de ativagao (Appleman & Boussiotis , 2003).

No caso da anergia clonal, ou anergia gerada in vitro, a simples
auséncia do segundo sinal é suficiente para a indugao de hiporresponsividade.
Ja, para a tolerancia adaptativa ou anergia in vivo, se faz necessario o
reconhecimento, pelos linfécitos T, de potentes sinais negativos que
ultrapassem os estimulos coestimulatérios fornecidos pelas APC  (Appleman
& Boussiotis, 2003). O antigeno citotoxico de linfécitos T 4 (CTLA-4, citotoxic
lymphocyte antigen 4) (CD152) é caracterizado como potente regulador da
inducdo de tolerancia adaptativa. O CTLA-4 é uma glicoproteina presente nas
células T, que assim como o CD28 liga-se as moléculas B7. Mas em vez de
estimular os linfocitos T a progredirem no processo de ativagdo, os inibem
(Greenwald, Boussiotis e cols., 2001).

A influéncia do CTLA-4 na determinacdo das células T em tomar o
caminho da ativagdo ou da tolerizagdo foi estudada em camundongos
DO11.10'RAG™” — camundongos trangénicos (Tg) deficientes para a enzima
RAG (RAG™) com TCRs especificos para um peptideo de ovalbumina (OVA)
restritos por I-A%. Estes animais foram cruzados com camundongos Tg CTLA-4"
. Linfécitos T de animais RAG” DO11.10* selvagens (WT, wild type) ou

CTLA-4" foram transferidos para receptores singeneicos ao MHC e submetidos
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a um regime de tolerizagdo com o peptideo de OVA endovenoso. Apos o
estimulo tolerogénico, as células WT foram incapazes de proliferar e produzir
IL-2 no reestimulo com o antigeno in vitro; por outro lado, linfécitos T

" mostraram-se resistentes a indugdo de

provenientes dos animais CTLA-4
tolerancia, apresentando proliferacdo e produgao de IL-2 no reestimulo in vitro.
A toleréncia observada foi devida ao bloqueio da progressao do ciclo celular na
fase G1 (Greenwald, Boussiotis e cols., 2001).

A figura 2 resume as diferentes condi¢gdes de reconhecimento pelo TCR

e suas possiveis consequéncias nos linfocitos T.

Apoptose Proliferagéo Inibicdo do
Anergia Diferenciagéo Ciclo celular
Funcéo efetora

Figura 2. Mecanismos de ativagao e inativagao dos linfécitos T. A figura ilustra as possiveis
condigbes de encontro de um linfécito T com seu antigeno. Na primeira situagao (A), a
apresentagéo do antigeno ocorre via ligagdo TCR-MHC, na auséncia de co-estimulo, induzindo
apoptose e anergia nestas células T. Em B, observa-se a ativagdo realizada em condi¢des
ideais: apresentagao de antigeno via ligagcdo TCR-MHC, na presenga do co-estimulo, fornecido
pela ligagao das moléculas B7 com CD28. Ja na letra C, verifica-se o bloqueio do ciclo celular
dos linfocitos T, induzido por sinais negativos, como o fornecido pela ligagdo CTLA-4-B7.
(Alegre, Frauwirth e cols., 2001).
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Outra ferramenta importante na indugéo de anergia é o aprisionamento
do ciclo celular. As relagdes entre anergia e o bloqueio do ciclo celular vém
sendo estudadas in vitro e in vivo. Em ensaios in vitro, foi demonstrado que o
estado anérgico pode ser induzido, mesmo na presenga de co-estimulo, se
ocorrer a parada do ciclo celular na fase G1. Por outro lado, se o bloqueio do
ciclo se der na fase S, ndo ocorre a anergia, apesar da incapacidade destas
células de proliferarem na estimulagao primaria (Powell, 2006). Curiosamente,
relatos da literatura mostram que linfocitos T ativados em condigcdes ideais
(TCR+CD28) proliferavam de maneira heterogénea. Cerca de 40% dessas
células ndo sao capazes de entrar em expansao clonal. Como ferramenta
experimental para investigar estes dados, utilizou-se ensaios in vitro,
analisando o comportamento individual de células TCD4" submetidas a
ativagao policlonal. Por citometria de fluxo, as células foram separadas com
base no numero de divisdes celulares realizadas. Cada grupo de linfocitos foi
reestimulado de forma completa (TCR+CD28). Verificaram que a resposta
secundaria € dependente do histérico de divisbes celulares anteriores
(ocorridas frente ao estimulo primario), sendo que células que apresentaram
um elevado numero de divisdes celulares na resposta primaria produzem IL-2 e
proliferam no reestimulo. Ja as células que nao foram capazes de se dividir no
estimulo primario apresentaram expressiva hiporresponsividade, sendo
refratarias ao estimulo TCR+CD28 e a adi¢cao de IL-2 exdégena (Wells, Walsh e
cols., 2000).

Com base nesses dados, fica clara a importancia do processo de divisao

celular e progressao do ciclo celular na indugado do fenbmeno da anergia. Estes
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processos podem representar um direcionamento para a geragao de linfocitos
aneérgicos ou efetores/memoaria.

Enquanto o verdadeiro papel das células T anérgicas continua em
debate, fica claro que o estudo dos diferentes modelos de anergia permite
importantes descobertas referentes a ativagao e inibicdo dos linfécitos T. Numa
perspectiva clinica, o descobrimento de alvos especificos capazes de modular
a funcdo das células T poderia ser fundamental em casos de aceitagdo de

transplantes, tratamento de doencgas auto-imunes e respostas antitumorais.

1.1.2.2 Células T regulatérias

Conforme mencionado anteriormente, existem clones de linfécitos T com
elevado potencial auto-reativo que escapam da delecdo timica e migram para a
periferia. Surgem entdo importantes mecanismos de tolerancia periférica para
evitar que esses linfécitos causem danos ao organismo. Além dos mecanismos
passivos ja citados (anergia, delegdo, ignoréncia imunologica e tolerancia
cruzada), as células T regulatdrias representam um agente supressor ativo
desses linfocitos.

A existéncia de uma populagdo de linfocitos com atividade supressora,
capaz de inibir respostas imunoldgicas (incluindo tanto a produgdo de
anticorpos pelas células B, quanto a ativagdo de outros linfocitos T) foi
primeiramente descrita na década de 1970 (Gershon & Kondo, 1970).
Acreditava-se que estas células eram linfécitos T CD8 supressores que
exerciam suas fungdes bioldgicas através da sintese de fatores soluveis

antigeno-especificos. Porém, devido ao insucesso na caracterizagdo desses
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fatores e a auséncia de marcadores especificos que pudessem diferenciar essa
populagdo, os estudos baseados na supressdo mediada por células T foram
deixados de lado pelos pesquisadores.

Os experimentos que colocaram novamente em evidéncia a populagcao
de linfécitos T supressores, no inicio da década de 1980, provém de estudos
envolvendo a indugdo de auto-imunidade orgao-especifica pela manipulagéo
da homeostase dos linfécitos. Esses resultados mostraram que a remocgao do
timo de um camundongo no terceiro dia de vida leva ao desenvolvimento de
um variado espectro de doengas auto-imunes 6rgao-especificas. Entretanto, se
a remogao desse orgao for realizada no sétimo dia de vida desse animal, o
aparecimento dessas doengas ndo é observado (Kojima, Tanaka-Kojima e
cols. 1976; Kojima, Taguchi e cols.,1980). De acordo com os autores, o
aparecimento destas doencgas auto-imunes € consequéncia da deplecdo de
uma subpopulagdo de células T com capacidade supressora, ja que a
transferéncia de linfocitos T CD4" esplénicos ou timocitos de camundongos
adultos normais previne a indugdo das doencgas (Sakaguchi, Takahashi e
cols.,1982). Mais tarde, as células T efetoras e regulatérias foram mais bem
caracterizadas, mostrando-se CD4"CD8 (Smith,Chen e cols., 1989).

Apesar dos experimentos iniciais sugerirem fortemente a existéncia de
uma populagdo composta de células T regulatérias, o progresso destes
estudos foi muito lento devido a auséncia de um marcador de membrana
especifico para esses linfocitos (Shevach, 2000). Sakaguchi e cols. foram os
primeiros a propor que as células Treg poderiam ser separadas das células
efetoras pela expressdo relativa do antigeno Lyt-1 (CD5) (Sakaguchi,

Takahashi e cols., 1982). No inicio da década de 1990, Powrie e Mason
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contribuiram para a caracterizagdo das células T regulatorias, demonstrando
que células T CD4*CD45RB"" induziam doenca inflamatdria intestinal (IBD,
Inflamatory  Bowel Disease), quando inoculadas em camundongos
imunodeficientes, enquanto o0s animais que recebiam linfocitos T
CD4'CD45RB"", ou ambas as populacdes citadas ndo desenvolviam lesdes
intestinais (Powrie & Mason, 1990). Logo, os primeiros marcadores de
superficie de Treg foram identificados, elas apresentavam CD5"" e
CD45RB"". Entretanto esses marcadores ndo eram especificos desta
subpopulagao regulatéria, estando presentes também em linfocitos T ativados.

Um grande avango na caracterizagdo das células T supressoras foi a
demonstragdo por Sakaguchi S, Sakaguchi N e cols., de que as células
regulatérias estavam presentes em cerca de 5% a 10 % das células CD4" e
que co-expressavam o receptor da cadeia a de IL-2 (CD25). Estas células
mostraram-se anérgicas, ja que nao foram capazes de proliferar e produzir IL-2
frente a estimulacéo via TCR in vitro (Sakaguchi S., Sakaguchi N. e cols.,1995)
. Além disso, a transferéncia de linfocitos CD4" de camundongos adultos
depletados in vitro da subpopulagdo CD4°CD25" para receptores
imunodeficientes induzia o desenvolvimento de doengas auto-imunes
semelhantes as observadas no modelo de timectomia no terceiro dia de vida. A
transferéncia das células CD4'CD25" dez dias apos a transferéncia das
CD47CD25  prevenia completamente a indugdo da doenca. Apesar de nem
todas as células CD4'CD45RB"" apresentarem o marcador CD25, Read,
Malmstrom e cols., demonstraram que dentro da populacdo de células

CD4'CD45Rb®", somente as CD25" eram capazes de prevenir IBD quando
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inoculadas em receptores imunodeficientes juntamente com os linfocitos
patogénicos CD4*CD45RB"9" (Read, Malmstrom e cols., 2000).

Além do CD25 e do CD45RB, outros marcadores tém sido utilizados
para identificar as células Treg, entre eles, CTLA-4, CD62L, CD69 e GITR
(TNFRSF18) (Shevach, 2002). Entretanto essas moléculas de superficie
celular, incluindo o CD25, ndo s&o suficientes para discriminar completamente
as células T regulatérias das ativadas, efetoras e de memdria, uma vez que
essas células também apresentam esses marcadores, ainda que
transitoriamente. A busca de um marcador definitivo das Treg resultou na
identificagdo do fator de transcricdo Foxp3 (Forkhead winged-helix transcription
factor family member) (Hori, Nomura e cols., 2003; Fontenot, Gavin e cols.,
2003; Khattri, Cox e cols., 2003). Este fator de transcricdo é atualmente, o
melhor marcador das células T regulatorias.

A elucidagédo da genética ou caracterizagcdo génica da desordem auto-
imune conhecida como sindrome da imuno-desregulagdo poliendocrina e
enteropatica ligada ao cromossomo X (IPEX, Immune dysregulation
Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked Syndrome) promoveu o proximo
grande avango no estudo das Treg. Mutagbes no gene Foxp3 foram
identificadas como a causa dessa doenga fatal que afeta humanos e
camundongos mutantes scurfy. Esses camundongos, de forma similar aos
humanos, apresentam uma hiperproliferagcao linfocitaria, com doenca auto-
imune multipla, 6rgao-especifica, levando a morte dos camundongos ainda no
primeiro més de vida (Brunkow, Jeffery e cols., 2001). As evidentes
similaridades entre a patologia adquirida pelas mutacbées no Foxp3 e

manipulagdes de células T regulatoria CD4"CD25" promoveram a investigagdo
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de uma possivel contribuicdo deste gene no desenvolvimento e na fungéo das
células T regulatorias. Demonstrou-se que o Foxp3 € necessario no
desenvolvimento de células Treg no timo, que sua expressdo forcada em
linfécitos n&o-regulatérios leva a indugdo de varios marcadores caracteristicos
de células T regulatérias (CD25"", CTLA-4"" e GITR""). Este fator também
induz nestas células a um fendtipo anérgico em resposta a estimulagdo via
TCR in vitro e capacidade supressora demonstrada em ensaios de proliferacao
in vitro e de transferéncias celulares in vivo (Hori, Nomura e cols., 2003;
Fontenot, Gavin e cols., 2003; Khattri, Cox e cols., 2003).Uma importante
evidéncia do papel do Foxp3 na geragcdo das células T regulatérias foi
constatada em experimentos utilizando uma quimera irradiada e reconstituida
com uma mistura de células de medula éssea provenientes de camundongos
deficientes para Foxp3 ou controles (camundongos selvagens). Os dados
mostram que somente as células oriundas dos animais controles, cujas células
expressavam Foxp3, foram capazes de gerar células T regulatérias (Fontenot,
Gavin e cols., 2003).

A constru¢cdo de um camundongo transgénico que expressa uma
proteina verde fluorescente (GFP green fluorescent protein) como gene
repdrter sob o contexto do promotor do Foxp3 (Foxp3°®F), possibilitou, através
da analise da expressado de Foxp3 em nivel de célula individual (single cell), a
determinacdo do perfil fenotipico das células que expressam este gene. De
acordo com este trabalho, 96% das células que expressam Foxp3 sdo CD4" e,
destas, cerca de 60% a 88% expressam altos niveis de CD25. Além da
deteccdo das células T CD4*CD25"""Foxp3*, uma nova populacdo de Treg foi

identificada: CD4'CD25Foxp3* ou CD4'CD25°“Foxp3*. Estas novas
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populagdes identificadas possuem capacidade supressora similar as
CD4*CD25""Foxp3* (Fontenot Rasmussen e cols., 2005; Khattri, Cox e cols.,

2003).

1.1.2.2.1 Ontogenia das Células T regulatérias

Foi demonstrado que as células Treg se desenvolvem e adquirem o
fenotipo supressor no timo, migrando posteriormente para a periferia, onde sao
chamadas Treg naturais (nTreg). Grande parte destas nTreg expressam CD25
constitutivamente e seu desenvolvimento e fungdo sao dependentes do fator de
transcricdo Foxp3.

A selecdo timica destas células T regulatérias parece fugir o padrao
convencional. Ao contrario das células T CD4" efetoras, a diferenciagéo das
nTreg € induzida pelo reconhecimento de complexos MHC+pep agonistas no
timo, situacdo esta que normalmente provocaria a delegdo das células T.
Estudos envolvendo camundongos duplo-transgénicos, que apresentam TCR
transgénico e seu respectivo antigeno no timo propuseram que a presenga do
peptideo agonista de alta afinidade seria capaz de dirigir a diferenciacédo das
células T CD4" para o fenétipo regulatério CD25" (Jordan, Boesteanu e cols.,
2001). Van Santen, Benoist e cols., demonstraram, em 2004, dados
aparentemente contraditérios com os resultados descritos anteriormente. Em
seus experimentos utilizaram camundongos TCR-transgénicos em que a
expressao génica do antigeno no timo é controlada por tetraciclina. Os autores
puderam analisar a diferenciagdo das células T regulatérias em respostas a

quantidades crescentes de antigenos. Enquanto a maioria das células T foram
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deletadas, quando expostas a quantidades crescentes do antigeno, o numero
absoluto de Treg permaneceu inalterado, dando uma falsa impresséo de
diferenciagdo induzida, sendo na verdade uma sobrevivéncia seletiva destas
células (Van Santen, Benoist e cols., 2004). Contudo percebe-se que a
presenga do antigeno é determinante para a geragdo das Treg, porém sua
concentragao parece nao influenciar a quantidade de células T regulatérias que
€ gerada. Vale ainda ressaltar que o antigeno cognato parece ser essencial na
inducdo do gene Foxp3 e aquisigdo do fendtipo regulatério das Treg.
Camundongos transgénicos RAG™, que ndo apresentam o antigeno cognato,
nao possuem células T Foxp3" (Apostolou, Sarukhan e cols., 2002; Fontenot,
Rasmussen e cols., 2005).

Além das nTreg geradas no timo, existe outro grupo de células
regulatorias, conhecidas como T regulatérias induzidas (iTreg). Essas células
sdo induzidas na periferia na presencga do antigeno e determinadas citocinas.

As primeiras evidéncias que sugerem a geragao de células Treg na
periferia vém dos estudos de Thorstenson & Khoruts, 2001. Em seus
experimentos, observaram que a transferéncia de linfocitos CD4'CD25
provenientes de camundongos DO11.10 RAG™ (com TCR transgénicos para
OVA) para camundongos BALB/c, submetidos a protocolos de tolerizagao in
vivo — baixas doses do antigeno administradas via oral ou endovenosa —
resultou no aparecimento de células CD4"CD25" com TCR transgénico. Estas
células apresentaram atividade supressora in vitro e incapacidade de produzir
IL-2. Outra importante contribuicdo surgiu dos resultados de Apostolou & Von
Bohemer, 2004, que mostraram que a populagcdo de iTreg pode ser

estabelecida em camundongos RAG™ timectomizados com TCR especificos
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para hemaglutinina A (HA), apés uma exposigdo subcutdnea prolongada ao
seu peptideo agonista. Estas células apresentavam fendtipo e funcgéo
semelhantes aos das nTreg. Vale ainda destacar os estudos de Kretschmer,
Apostolou e cols. que mostraram, em 2005, de maneira bastante elegante, que
a estimulacgéo de linfocitos T em condi¢gdes imunogénicas subdtimas promove a
diferenciagcdo periférica de células regulatérias. Em seus experimentos,
linfocitos T CD25 especificos para hemaglutinina A, foram transferidos para
receptores linfopénicos e expostos a diferentes doses do peptideo HA
conjugado a um anticorpo especifico para DEC-205 — molécula de superficie
especifica de uma subpopulacéo de células dendriticas. A expressao de Foxp3
foi detectada em todas as concentragdes de antigeno testadas. No entato, o
maior numero de células Foxp3® foi detectado com baixas doses de HA. A
citocina TGF-B endogena parece ser requerida para a expressdo de Foxp3
neste sistema (Kretschmer, Apostolou e cols., 2005). Além desses trabalhos
mencionados, outros modelos foram publicados destacando a geragéo
extratimica das células T regulatérias (Curotto de Lafaille, Lino , e cols., 2004;
Mahnke, Qian e cols., 2003).

A geracdo periférica das células T regulatérias € dependente de
inumeros fatores: condigdes imunogénicas subdtimas, dose do antigeno e a
influéncia externa de algumas citocinas. Dentre as citocinas que influenciam a
inducdo das Treg periféricas é importante destacar o fator de crescimento e e
diferenciagcdo celular, conhecido como TGF-B (Tumor Growth factor).
Inicialmente, pensava-se que esta citocina era um regulador negativo para a
proliferagcdo e funcdo efetora das células T. Atualmente, evidéncias sugerem

que o TGF-3 participa da geragédo das iTreg (Wan & Flavell, 2006). Estudos
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realizados em humanos e camundongos mostraram a indugédo de Foxp3 em
células CD4'CD25 mediada por TGF-B (Fantini, Becker e cols., 2004 ; Chen,
Cui e cols., 2004; Tran, Ramsey e cols., 2007). Apesar da grande importancia
do TGF-B na indugédo das Treg periféricas, a participagdo da citocina IL-2 é
indispensavel. A parcial neutralizagdo da IL-2 inibe a indugdo de atividade
supressora mediada por TGF-B (Horwitz, Zheng e cols., 2003).
Conceitualmente, pode-se dizer que IL-2 e TGF-B possuem papéis diferentes
mas complementares na geragdo das iTreg, enquanto a IL-2 promove as
ferramentas metabdlicas, o TGF-B mantém as propriedades regulatorias destas

células (Wan & Flavell, 2006).

Immature DC Adaptive Treg
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Figura 3. Geragao periférica de células regulatérias. A apresentacdo de antigenos realizada
por células dendriticas imaturas (imature DC) a linfocitos TCD4 virgens (naive CD4T cell) na
presenga de TGF-f pode gerar uma célula T regulatéria na periferia (adoptive Treg). (Adaptado de
Weaver, Harrington e cols., 2006)

Além do TGF-B e da IL-2, a citocina IL-10 parece também exercer um
papel na geragdo de células T regulatérias. Modelos experimentais realizados
em camundongos mostram que a IL-10, juntamente com o TGF-3, promove a

inducdo de anergia em linfécitos T, que por sua vez tornam-se
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hiporresponsivos in vitro e capazes de suprimir respostas imunes in vivo
(Zeller, Panoskaltsis-Mortari e cols.,1999). A citocina IL-10 é fundamental para
a indugdo e fungcédo das células regulatorias tipo 1 (Tr1). Estas células s&o
frequentemente encontradas na mucosa intestinal e suprimem respostas
imunologicas a uma variedade de antigenos cognatos. Ao contrario das células
CD4'CD25'Foxp3*, ndo existem ainda marcadores de superficie associados a
estas células, sugerindo que as Tr1 compdem uma subpopulacdo distinta de
Treg (Wan & Flavel, 2006).

Relatos da literatura demonstraram que células T regulatérias
supressoras CD4"CD25  podem ser geradas na periferia pela expressdo do
antigeno agonista em células hematopoéticas virgens, independentemente da
citocina IL-10. Estes dados foram mostrados através de experimentos
realizados em camundongos duplo-transgénicos, com TCR especificos para
hemaglutinina A e expressando este antigeno no promotor de imunoglobulina.
A geragdo destas células CD4"CD25 foi possivel na auséncia de um timo
funcional (Apostolou, Sarukhan e cols., 2002). Recentemente, Hansen,
Westendor e colaboradores demonstraram no mesmo modelo que estas Treg
CD4'CD25 também ndo expressam o Foxp3 (Hansen, Westendor e cols.,
2007).

Com base nos fatos descritos anteriormente, percebe-se que, de acordo
com sua origem, as células T regulatorias podem ser divididas em dois grupos
distintos: as células que se desenvolvem e adquirem seu fendtipo supressor no
timo, migrando posteriormente para a periferia (nTreg); e as células T

regulatérias induzidas na periferia na presenca de antigeno e determinadas
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citocinas (iTreg). Ambas as populagdes sdo fundamentais para a manutengéo

da tolerancia periférica.

1.1.2.2.2 Fungao supressora das células T regulatérias

As células regulatérias representam um mecanismo negativo de
feedback para controlar as respostas imunes. Os mecanismos propostos para
a funcéo inibitoria das células Treg se baseiam em experimentos feitos in vitro
e in vivo. Anadlises realizadas in vitro demonstraram que a supressao da
proliferacdo e producéo de citocinas s6 ocorrem quando as células supressoras
e efetoras sdo cultivadas na presenca de um estimulo via TCR, sendo que a
adicdo de IL-2 exogena e anti-CD28 a cultura inibe estes fendmenos
(Takahashi, Kuniyasu e cols., 1998; Shevach, 2000). Apds esta ativacéo,
policlonal ou antigeno-especifica, as Treg podem inibir a resposta imunologica
de clones de linfocitos T com especificidade diferente da sua. O experimento
demonstrado na figura 4 ilustra claramente esta situagdo. Neste modelo, clones
com especificidade para dois diferentes peptideos de OVA, uma vez ativados
antigeno-especificamente, inibem a proliferagdo de linfécitos com
especificidade diferente da sua (Takahashi, Kuniyasu e cols., 1998). Estas
células regulatorias sdo capazes de suprimir a ativagao/proliferagao de

linfécitos T CD4", CD8" e células B (Zhao, Thornton e cols., 2006).
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Figura 4. Células T regulatérias podem suprimir células com especificidade diferente da
sua. (A) CD4" CD25 foram purificadas de esplendcitos de camundongos com TCR especifico
para dois peptideos de OVA: DO11.10 e BOG1 e estimuladas com diversas concentragdes de
antigeno de OVA por 3 dias. (B) Linfocitos T CD4'CD25 de de camundongos DO11.10 e BOG1
foram estimulados por 3 dias com a concentragdo do antigeno de OVA: OVA-P(323-339) e
OVA-P (271-285) ou a mistura dos dois peptideos indicada na figura. Observa-se que os clones
DO11.10 e BOG1 ndo possuem reagéo cruzada com o outro peptideo utilizado no ensaio. (C)
Linfécitos T CD4°CD25 de camundongos DO11.10 e BOG1 foram cultivados com o mesmo
ndmero de células T CD25'CD4" de camundongos BOG1 e DO11.10, respectivamente e
estimuladas por 3 dias com a mistura de OVA-P(323-339) e OVA-P(271-285) nas concentragdes
indicadas. Verifica-se que a célula Treg, ativada pelo seu peptideo especifico suprime a
proliferagdo de um linfécito CD4°CD25 com especificidade diferente da sua. (retirado de
Takahashi, Kuniyasu e cols., 1998).

Outro dado bastante relevante em relagdo a fungdo das Treg € sua
capacidade de suprimir inespecificamente, in vivo, apdés uma ativagao

antigeno-especifica. Karim, Feng e cols., 2005, demostraram de forma muito
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elegante, em estudos realizados in vivo, que, apds um regime de tolerizagéo
capaz de induzir células T regulatorias a partir do tratamento com anticorpos
anti-CD4 e estimulagdo com um determinado antigeno, estas células induzem
a aceitagado de um transplante de pele alogeneico em receptor imunodeficiente.
Em seus experimentos, camundongos receptores s&o tratados com anticorpos
anti-CD4 endovenoso na presenca do antigeno de gamaglobulina humana,
apo6s um reestimulo na presengca do antigeno em questdo as células
CD4*CD25" foram purificadas a partir dos esplendcitos e transferidas a um
receptor imunodeficiente, juntamente com linfécitos TCD4* (CD45Rb""). Este
receptor foi capaz de aceitar um transplante de pele de um doador alogenico.

(Figura 5) (Karim, Feng e cols., 2005).
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Figura 5. Uma vez estimuladas por seu antigeno especifico, as células T regulatérias
podem inibir respostas ndo relacionadas. (A) Protocolo. Camundongos CBA receberam o
seguinte regime de tolerizagao: no dia -28 anticorpos anti-CD4 (YTS177); no dia -27 os mesmos
anticorpos na presenga do antigeno HGG; no dia -1 os animais foram reestimulados com o
antigeno HGG. No dia zero, células CD4"CD25" foram purificadas a partir dos esplendcitos e
infundidas em camundongos CBA imunodeficientes (Rag™), na presenca de linfécitos TCD4"
CD45RB™". No dia +1 os camundongos receptores receberam um transplante de pele
alogeneico de camundongos da linhagem B10. (B) Grafico de sobrevivéncia dos enxertos de
pele. Os grupos experimentais estdo descritos na figura. Percebe-se que o transplante de pele
de B10 foi aceito apesar das células Treg terem sido “primadas” por outro antigeno. Nota-se que
o reestimulo no dia -1 € fundamental para que ocorra esta aceitagao. (Adaptado de Karim, Feng
e cols., 2005).

A supressdo exercida por células Treg mostrou-se dependente de
contato celular, ja que era abolida quando as células regulatérias e
respondedoras eram separadas por uma membrana semipermeavel
(Takahashi, Kuniyasu e cols., 1998; Thornton & Shevach, 1998). As moléculas

de superficie CTLA-4 e GITR parecem ter importante papel na atividade
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supressora dependente de contato, entretanto os mecanismos pelos quais elas
atuam, se sao diretamente na APC, na célula respondedora ou em ambas,
ainda n&o estdo claramente elucidados (Shevach, 2002). Gondek, Lu e cols.,
2005, sugeriram, em seus estudos, que parte do efeito supressor exercido
pelas Treg pode ser mediado por uma citotoxicidade perforina-independende,
granzina B dependente, induzindo a morte dos linfocitos respondedores
(Gondek, Lu e cols., 2005). Recentemente, Pandiyan, Zheng e colaboradores
mostraram que o efeito sobre os linfécitos se da por consumo de IL-2 pelas
Treg, 0 que levaria a privagdo destas citocinas as células efetoras e
consequente apoptose (Pandiyan, Zheng e cols., 2007). Ha, ainda, evidéncias
de que a célula Treg possa silenciar a célula apresentadora e, desta forma,
todo e qualquer linfécito T que reconhega antigeno nesta mesma APC sera
inativado (DiPaolo, Brinster e cols., 2007).

E importante mencionar neste momento, que as Treg expressam alguns
membros da familia dos receptores tipo toll (TLR, toll-like receptors), incluindo
TLR-4, TLR-5, TLR-7 e TLR-8 (Caramalho, Lopes Carvalho e cols., 2003). Os
receptores tipo toll reconhecem padrées moleculares relacionados a
patogenos. Sua fungcdo é fundamental para a deteccdo de “perigo” pela
resposta inata (Janeway & Medzhitov, 2002; Matzinger, 1994). Caramalho,
Lopes-Carvalho e cols., 2003, descreveram que as células T regulatérias
podem ser diretamente ativadas por lipopolissacarideos (LPS) através do TLR-
4, induzindo proliferacdo, aumento na sobrevida e melhora da funcao
supressora (Caramalho, Lopes-Carvalho e cols., 2003). Entretanto, na mesma
época, Pasare & Medzhitov, 2003,. demonstraram que a estimulagdo de

células dendriticas por receptores tipo toll promove a producgéo da citocina IL-6
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por estas células inibindo a supressdo exercida pelas Treg (Pasare &
Medzhitov, 2003). Unindo estas informagdes, aparentemente contraditérias,
pode-se sugerir que durante uma resposta a patdgenos, as células dendriticas
bloqueiam a acédo das Treg, para que a resposta imunoldgica efetora ocorra
com eficiéncia, porém ao final deste processo, as células regulatorias,
previamente ativadas pelos seus TLR, exercem sua supressao, impedindo uma
resposta exacerbada. Vale ressaltar que as células regulatérias exigem
concentragdes mais elevadas de LPS para serem ativadas do que as células B
e células da resposta inata (Caramalho, Lopes-Carvalho e cols., 2003), o que
faz todo sentido, se pensarmos que a ativacido destas células deve ser
dificultada inicialmente para que aconteca a resposta efetora. Quando os niveis
de LPS estdo bastante elevados no local afetado, as Treg sdo ativadas para
inibir uma resposta imune inadequada.

Ao contrario dos dados obtidos in vitro, uma série de experimentos
reporta a participagao das citocinas IL-10 e TGF-B nos modelos de supressao
in vivo (Shevach, 2002; Kretschmer, Apostolou e cols., 2005). Ainda, o
comportamento dessas células in vitro e in vivo parece ser distinto. Nos testes
in vitro, as Treg, normalmente, mostram-se anérgicas, sem capacidade
proliferativa frente ao estimulo via TCR, ao passo que in vivo estas células
proliferam, se acumulando nos linfonodos drenantes ao estimulo recebido.
Uma vez ativadas pelo seu ligante agonista, as células T regulatorias sao
capazes de suprimir efetivamente uma resposta imune policlonal (Fisson,
Darrasse-Jeze e cols., 2003; Klein Khazaie e cols., 2003; Kretschmer,
Apostolou e cols., 2005). Em modelos utilizando camundongos linfopénicos, as

Treg também se mostraram capazes de proliferar intensamente, provavelmente
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em resposta a auto-antigenos, o que vai de encontro ao fato de essas células
possuirem naturalmente um TCR auto-reativo (Jordan, Boesteanu e cols.,
2001; Fisson, Darrasse-Jeze e cols., 2003; Hsieh, Liang e cols., 2004).

Tendo por base todos os estudos anteriormnete relatados, percebe-se
que, apesar de existirem ainda muitas questdes a serem esclarecidas, as
células T possuem um papel ativo, muito importante, na manutencdo da

tolerancia imunoldgica periférica.

1.2 Linfécitos B como indutores de tolerancia imunolégica

A importéncia da fungdo apresentadora de antigeno das células B tem
sido bastante investigada ultimamente. Como apresentadoras, podem ativar ou
tolerizar linfocitos T, participando da geragdo e regulagdo da resposta
imunologica. Estas células circulam pelo sangue e pela linfa, mas residem nos
orgaos linféides secundarios, onde encontram com o antigeno ao qual
respondem — internalizando-o via o seu receptor (BCR), processando-o e
apresentando-o de maneira bastante eficiente — e com os clones de linfocitos T
especificos para estes mesmos antigenos. Alguns obstaculos, como a baixa
frequéncia destes linfécitos B carreando um receptor particular e a auséncia de
atividade co-estimulatoria destas células, quando virgens (antes de sua
ativagdo), impedem que a ativagdo da resposta imunoldgica induzida pelas
células B ocorra de modo tao simples como parece, ao contrario, estes
linfocitos tornam-se importantes agentes indutores de tolerancia das células T

(Pinto, 2005).
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Nas ultimas décadas, muitos grupos tém se empenhado no estudo da
tolerancia mediada pelos linfocitos B. Em 1984, Ryan, Gress e colaboradores
sugerem em seus estudos a existéncia de uma subpopulagédo celular, diferente
das células acessoérias, presente no bago, capaz de induzir o fenbmeno de
tolerancia especifica. Em seus experimentos, transferiram para hospedeiros
alogeneicos, por via endovenosa, esplenodcitos depletados de células
acessorias por colunas de Sephadex G-10. A coluna Sephadex G-10 retira os
macrofagos da suspensdo celular. Apos quatro dias, os linfécitos desses
animais foram purificados a partir do sangue periférico e reestimulados in vitro
em uma reagao mista leucocitaria (MLR, mix leucocyte reaction). Os linfécitos T
foram incapazes de proliferar frente ao re-estimulo (Ryan, Gress e cols., 1984).
Nesse artigo ndo houve um detalhamento de quais células estariam envolvidas
neste processo. Posteriormente, surgiram dois trabalhos demonstrando que os
linfocitos B virgens eram capazes de induzir tolerancia periférica a antigenos
relativamente “simples” (antigenos pouco complexos que estimulam uma
pequena variedade de clones de linfocitos T). Eynon & Parker, 1992,
reportaram que os linfécitos B virgens eram capazes de induzir tolerancia
periférica a proteinas soluveis capazes de se ligar especificamente nas células
B em camundongos. Essas proteinas eram apresentadas por elas, entretanto
sem ativa-las (figura 6A). De forma detalhada, camundongos receberam, via
endovenosa, um ultracentrifugado de fragmentos de imunolglobulina de coelho,
anticamundongo, que se ligavam especificamente aos linfocitos B, como
mencionado anteriormente. Apds o reestimulo in vivo com o ultracentrifugado
na presenca de alumem, verificou-se uma profunda tolerancia, analisada pela

producdo de anticorpos contra esta proteina. Este fendmeno mostrou-se
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especifico, uma vez que os animais respondiam perfeitamente ao antigeno
controle (imunoglobulina de galinha), e dependente de células B especificas, ja
que utilizando fragmentos incapazes de se ligar nestas células (imunoglobulina
antiazofenil arsenato) a resposta imune também foi evidenciada (Eynon &
Parker, 1992). Na mesma época, de uma forma muito elegante, Fuchs &
Matzinger, mostraram que a transferéncia endovenosa de células B virgens de
animais machos para receptores fémeas induz tolerancia ao antigeno
especifico de macho — H-Y (Figura 6B). Em seus ensaios, utilizaram
camundongos B10 capazes de apresentar este antigeno restrito pela molécula
de MHC H-2DP. Fémeas B10 infundidas, por via endovenosa, com linfocitos B
virgens de animais machos da mesma linhagem e transplantadas com peles
destes mesmos camundongos, aceitaram o enxerto. Por outro lado, a rejeicéo
do transplante foi observada na auséncia da infusdo, ou com injegao de células
dendriticas (Fuchs & Matzinger, 1992). Posteriormente, outros estudos foram
publicados, evidenciando a importancia da tolerancia mediada por célula B em
diferentes modelos conhecidos. Como exemplos pode-se mencionar o modelo
animal de tolerancia a Esclerose Multipla (Seamons, Perchellet e cols., 2006), a
tolerdncia imunoldgica observada frente a introdugéo de antigenos na camara
anterior do olho (D orazio & Niederkorn, 1998; Ashour & Nierderkorn, 2006), a
tolerancia nasal em modelo animal de Lupus (Wu, Monsonego e cols., 2006), e

a tolerancia a aeroalérgenos (Tsitoura, Yeung e cols., 2002).
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Figura 6. Os linfocitos B virgens induzem tolerancia em diferentes modelos estudados in
vivo. (A) Camundongos receberam, via endovenosa, um ultracentrifugado de fragmentos de
imunolglobulina de coelho, anticamundongo (anti-rabbit Fab), capaz de se ligar especificamente
aos linfocitos B, sem ativa-los. Apds o reestimulo, verificou-se o nivel de anticorpos anti-rabbit
Fab presentes no soro desses animais nos diferentes dias apds o desafio, como demonstrado na
figura. Observou-se uma profunda tolerancia nos animais que receberam o tratamento
mencionado (Adaptado de Eynon & Parker, 1992). (B) Camundongos B10 fémeas receberam
uma injecdo, endovenosa, de 10" células B virgens de camundongos machos da mesma
linhagem, ou 3x10° células dendriticas purificadas também desses camundongos machos. Apoés
uma semana, todos os animais foram enxertados com um pedaco de pele da cauda de B10
macho no dorso. Os animais tratados previamente com linfécitos B virgens aceitaram o
transplante. (Adaptado de Fuchs & Matzinger, 1992).
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Detalhando o comportamento das células T frente a apresentagdo de
antigenos realizada pelos linfocitos B virgens, alguns desses trabalhos
demonstraram reducdo de produgdo de citocinas e hiporresponsividade na
resposta secundaria (Seamons, Perchellet e cols., 2006; Raimondi, Zamoni e
cols., 2006). O primeiro mecanismo proposto para explicar esta indugao de
tolerancia mediada por células B foi anergia. Esta hipétese era reforcada pela
co-estimulacdo deficiente desses linfécitos (Liu & Janeway., 1991).

Entretanto, mais recentemente, algumas evidéncias sugeriram que a
tolerancia induzida por linfocitos B pode estar relacionada a mecanismos de
supressdo, envolvendo as células T regulatérias (Treg). Células B
transgénicas, ativadas com LPS, mostraram fungéo tolerogénica mediada por
células regulatorias em modelo experimental de terapia génica para deficiéncia
de fator VIII (Lei, Su e cols., 2005). Dentre os pacientes com hemofilia A, 30%
produzem anticorpos contra o fator VIII, um importante componente da cascata
de coagulacdo. Baseados nessas informacgdes, Lei, Su e cols., 2005, utilizaram
a ferramenta experimental, descrita anteriormente pelo mesmo grupo, como
modelo de indugao de tolerancia em camundongos hemofilicos. Neste modelo,
linfocitos B ativados com LPS, e transduzidos com um vetor retroviral
carreando genes de imunoglobulinas fusionadas a antigenos relacionados com
o fator VIII, induzem tolerancia a estes antigenos desejados (Lei, Su e cols.,
2005). Os autores sugeriram que a tolerancia observada nesta situagédo era
dependente de células T regulatérias, uma vez que o tratamento com anticorpo
anti-CD25 abolia a resposta protetora ao fator VIII. Estas células tolerogénicas
foram também utilizadas em modelo experimental de diabetes auto-imune.

Nesta situagdo, o papel das Treg foi novamente evidenciado (Soukhareva,
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Jiang e cols., 2006). Em outro estudo desenhado para demonstrar a geragéo
de células T regulatérias extratimicamente, camundongos transgénicos para
hemaglutinina A sob o promotor de imunoglobulina foram capazes de gerar
células Treg (Apostolou, Sarukhan e cols., 2002). Suto., Nakajima, e cols.,
2002, relatam a importancia dos linfécitos B na manutengdo das células T
regulatérias na periferia, apesar de nao interferirem no seu desenvolvimento
intratimico. Em seus experimentos, utilizaram camundongos deficientes para
células B (u”) e observam que os timécitos CD4'CD25" permanecem
inalterados, ao passo que as células T CD4"CD25" no baco estdo reduzidas
em relagdo ao controle (Suto., Nakajima, e cols., 2002). Vale ainda destacar
ensaios realizados in vitro, nos quais a co-cultura de Linfocitos B virgens com
células T virgens resultam na indugao de Treg com fen6tipo supressor in vitro e
in vivo. Esse artigo mostrou que os linfécitos B virgens, utilizados na cultura
como estimuladores, realizam uma sinapse madura com as células T virgens, o
que promove a geracao de células T regulatorias. Ja no controle, que utiliza
células dendriticas como estimuladoras observa-se a geragdo de células T
efetoras (Reichardt, Dornbach e cols., 2007). Por ultimo, os linfécitos B
mostraram-se mais eficientes que as células dendriticas na indug¢ao do fator de
transcricdo Foxp3 em linfécitos T periféricos Foxp3™ purificados e estimulados
in vitro na presencga de anti-CD3, anti-CD28 e TGF- (Kim & Rudensky, 2006).
Baseando-se nas informacdes descritas anteriormente, percebe-se que os
linfocitos B podem agir como importante ferramenta tolerogénica. No entanto,
0s mecanismos pelos quais estas células realizam esta funcdo nio estao

estabelecidos.
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1.3 Aloreconhecimento pelos linfécitos T

Para um organismo unicelular a distingdo entre préprio e ndo-préprio torna-
se importante para a protecdo da integridade self. = Nos organismos
multicelulares, a definicdo de préprio € um pouco mais complexa. Este conceito
fica ainda mais complicado, com o desenvolvimento de tecidos e 6rgéos
especializados, onde cada subpopulacéo celular expressa genes e fendtipos
particulares. As moléculas de histocompatibilidade e um sistema combinado de
reconhecimento para essas moléculas permitem a distingdo do que é proéprio e
nao-proprio nestes organismos. Este complexo MHC, além de ser
caracteristico de cada individuo, é capaz de apresentar antigenos proprios, ou
nao, as células do sistema imunologico, mais precisamente aos linfocitos T
(Aluvihare & Betz, 2006).

Como mencionado anteriormente (item 1.1), durante sua maturagdo no
timo, os linfocitos T que reconhecem as moléculas MHC associadas aos
peptideos proprios com baixa avidez/afinidade sobrevivem e vao para a
periferia (selegdo positiva) (Hogquist, Jameson e cols. 1994). Entretanto, se
estas células reconhecem com alta avidez/afinidade as moléculas MHC+pep
préprias, serao eliminadas na selegao negativa timica (Kappler, Roehm, e cols.
1987), ou tolerizadas pelos demais sistemas de tolerancia periférica. Sendo
assim, os linfocitos T maduros, atuantes na periferia, reconhecem o que €
proprio pois foram selecionados desta forma na selecdo positiva, entretanto
ndo reagem com estas moléculas de uma forma nociva. No caso do MHC ser
alogeneico, ou estar associado a um peptideo exdgeno, alogeneico, ou de

patdgenos, a resposta imune mediada por estas células é ativada.
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Os estudos relacionados com reconhecimento proprio e nao proprio
sempre receberam destaque devido ao seu papel fundamental na rejeicao de
transplantes alogeneicos.

No caso do reconhecimento a MHC alogeneicos (pertencentes a outro
organismo), os linfécitos T podem reconhecer diretamente o complexo MHC-
peptideo expresso nas células dos aloenxertos. Isso ocorre de uma maneira
analoga ao reconhecimento feito a antigenos ambientais (Watschinger, Gallon
e cols., 1994; Reiser, Darnault e cols., 2000). O alorreconhecimento direto € um
evento de alta frequéncia, cerca de 1% a 10% dos linfocitos T de um individuo
s&o capazes de reconhecer diretamente um determinado alo-complexo (Lindahl
& Wilson, 1977). A explicagao para a alta frequéncia de clones respondedores
tem sido a reatividade cruzada entre MHC diversos e peptideos especificos,
além da alta variabilidade de complexos MHC+pep apresentados numa
alorresposta (Matzinger & Bevan, 1977; Ashwell, Chen e cols., 1986). As
células T alorreativas podem também reconhecer e responder aos peptideos
alogeneicos processados pelas APC préprias do individuo, em um processo de
alorreatividade indireto (Watschinger, Gallon e cols.,, 1994; Benichou,
Valujskikh e cols., 1999). Este processo, assim como o anterior (direto), pode
ocorrer com células T em repouso, e representa uma por¢ao menor do
repertorio T alo-imune (Benichou, Valujskikh e cols., 1999). Existe uma
populacdo celular do repertério aloimune derivada da expansdo clonal de
células T de memodria, primadas pelo ambiente, capazes de responder a
aloantigenos através de reacgdes cruzadas com antigenos ambientais. Isto é
sugerido em estudos realizados in vitro, onde, clones de células T especificos

para citocromo C de pombo, insulina de carneiro e GAT (polimero composto
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pelos aminoacidos glutamina, alanina e treonina) respondem a aloantigenos
diversos (Ashwell, Chen e cols., 1986).

Algumas tentativas foram feitas para induzir tolerancia a aloantigenos,
em ensaios clinicos. Em transplante de medula éssea, o tratamento do enxerto
com CTLA-4-lg na presenga de ceélulas do receptor, gerou anergia nos
linfocitos T do enxerto. Clinicamente, ndo se observou desenvolvimento de
doenca-enxerto-contra-hospedeiro, apesar de 60% dos pacientes irem a obito,
devido a infecgbes ou recidiva da doenga primaria (Guinan, Boussiotis e cols.,
1999). A indugao de tolerancia a aloantigenos também foi possivel em estudos
realizados por Blazar, Taylor e cols., 1998, bloqueando a via CD40-CD40L
(Blazar, Taylor e cols., 1998). Neste caso ainda ndo ha explicagdo para o
fenbmeno, mas com certeza ndo ocorre, neste sistema, a interagcdo entre
células T ativadas e células apresentadoras de antigenos. A ligacédo de CD40
em células apresentadoras € conhecida como um mecanismo para dar
competéncia a estas células no que tange a ativagdo dos linfocitos T,
especialmente os T CD8" ou citotoxicos (Ridge, Di Rosa e cols., 1998). O
bloqueio de CD40 pode impedir a aquisicdo desta competéncia (Bourgeois,
Rocha e cols., 2002). A tolerancia oral também poderia ser uma possivel
ferramenta para tornar o sistema imune tolerante a alo-antigenos, entretanto
esta ndo acontece quando o individuo ja foi primado para esses antigenos.
(Vaz, Faria e cols., 1997). Como a resposta alogeneica apresenta reagdes
cruzadas com agentes ambientais, normalmente ja existe a presenca de
células de memoria que reagem a esses antigenos dificultando o

acontecimento do fendbmeno.
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A utilizagao de linfocitos B virgens para induzir toleréncia a aloantigenos
seria uma metodologia promissora de simples utilizagdo e ainda com boas
perspectivas de atuar especificamente. Sabe-se que as células B virgens sao
células apresentadoras de antigenos carentes de co-estimulos. Estes linfocitos
B poderiam estar induzindo anergia nas células T capazes de se ligar a seus
complexos MHC+pep. Nesse caso ficaria a duvida se a resposta alogeneica
poderia ser inibida se houvessem clones de memoria participando da
alorreatividade. Por outro lado, no caso de um processo ativo de regulagao,
mediado por células regulatérias, esta possibilidade deve ser avaliada com
bastante cautela, uma vez que a supressao pode ocorrer de maneira
inespecifica e ainda, devido a alta frequéncia dos linfocitos T alorreativos, a
relacdo entre respondedora/supressora pode estar inadequada, resultando em

resposta em vez de tolerancia imunolodgica.
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2. OBJETIVOS

1 Avaliar o potencial dos linfocitos B virgens na indugdo de tolerancia a
antigenos alogenicos em relagdo a seus receptores.

2 Investigar os mecanismos utilizados pelos linfocitos B virgens na indugao
de tolerancia.

3 Estudar o potencial dos linfocitos B ativados com LPS na indugédo de

tolerancia no modelo de transplante de pele.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos das linhagens C57BL/6 (H-2°)
(B6), F1 (C57BL/6 - H-2° x BALB/c - H-2%), chamados a partir de aqui F1(bxd),
BALB/c (H-2%), F1 (C3H/He - H-2* x C57BL/6 - H-2°) chamados a partir daqui
F1(bxk) machos e fémeas, com idades entre 6 e 8 semanas de vida. Foram
ainda utilizados camundongos fémeas, Marylin RAG™ (H-2°) — animais com
TCR transgénico para o antigeno H-Y e com a enzima ativadora da
recombinagdo génica (RAG) ausente —, com idade semelhante aos demais
mencionados acima, gentilmente doados por Polly Matzinger, LCMI, NIAID,
NIH. Os animais foram mantidos e fornecidos pelo biotério da Coordenacao de
Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer, Rio de Janeiro, Brasil. Todos os
animais utilizados neste trabalho foram mantidos sob as mesmas condi¢des e
manipulados segundo as normas de boas praticas para manipulagdo de
animais de experimentacao.

3.2 Meios de Cultura

Para a cultura de células foi utilizado Dulbecco-modified Eagle Medium
(DMEM) (Sigma, Saint Louis, EUA), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), bicarbonato de sodio (3,7 g/l), piruvato de sodio (1 mM),
vitaminas (0,1 mM), aminoacidos n&o essenciais (0,1 mM), aminoacidos
essenciais (0,1 mM), penicilina (100.00 u), estreptavidina (100m g/l), L-
glutamina (2 mM), HEPES (10 mM), B-mercaptoetanol (55 pM). Todos os
suplementos utilizados foram adquiridos da empresa Gibco (CA, EUA). As

células foram cultivadas a 37°C, em atmosfera com 5% de CO..
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3.3 Obtencao de células

3.3.1 Células de bago: Apss eutanasia, bacos foram retirados e colocados em
placas de petri contendo meio DMEM. Nessas placas, este 6rgdo foi macerado
entre dois fragmentos de tecido de algoddo — escaline — de textura 44, com
auxilio de duas pingas curvas. As células dissociadas foram colocadas em
tubos de 15 ml e centrifugadas a 450 g por 5 minutos. O precipitado celular do
bago foi ressuspenso em solucdo de ACK' (108 células/ml) por dois minutos,
para a lise das hemacias. Posteriormente, a suspensdo foi lavada
(centrifugacdo a 450 g por 5 minutos em meio DMEM) duas vezes e
ressuspensa em meio DMEM com 10% de SFB.

3.3.2 Células de Linfonodos Popliteos e Mesentéricos: Os linfonodos foram
retirados e processados como descrito acima (item 3.3.1), em seguida o
precipitado celular foi ressuspenso em meio DMEM com 10% de SFB. Vale
ressaltar que nesse caso, por nao haver hemacias na suspenséo celular, a lise
com ACK nao foi necessaria.

3.3.3 Células T purificadas de linfonodos mesentéricos: Células de
linfonodos mesentéricos foram obtidas apdés maceragdo e lavagem como
descrito anteriormente (item 3.3.1). As células T presentes nestes linfonodos,
foram purificadas utilizando-se coluna de purificacdo de 13 de nailon® (Fenwall
Laboratories, IL EUA).

3.3.4 Células B virgens (figura 7) Células de bago de camundongos B6 ou
F1( bxd) foram obtidas como descrito em 3.3.1. As células B virgens sao

células pequenas, de alta densidade, portanto foram obtidas através de
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separagcado em gradiente de Percoll (Amersham-Pharmacia EUA). O gradiente

de Percoll foi realizado da seguinte forma:

1.

Preparo do Percoll isotdnico (Percoll 100%) — Percoll estoque diluido
1:10 em PBS 10 vezes concentrado.

Preparo da subcamada 60% — diluiu-se o Percoll 100%, descrito
acima, em meio DMEM, sem soro.

Preparo do gradiente — adicionou-se 2 ml de Percoll 100%, sobre
este, com uma micropipeta, adicionou-se o Percoll 60% e o material
celular. Foram colocados no maximo 5x10® células por gradiente (o
Percoll 60% e a fracdo celular foram adicionados em fracbes de
200ul).

As células foram centrifugadas a 800 g durante 30 minutos a 15°C
sem freio. Posteriormente coletadas na interface 100/60%, com
pipeta pasteur de plastico, e lavadas duas vezes (centrifugacao a

450 g por 5 minutos em meio DMEM).

Passada esta primeira etapa da purificacdo (gradiente de Percoll), a

suspensao celular foi submetida a uma aderéncia de duas horas a 37°C com

5% de CO,. Esta aderéncia permite a remocido das ceélulas aderentes

(macréfagos e células dendriticas) presentes na suspensao. Esta incubacgéo

foi realizada em placa de petri de 6,0 cm de diédmetro (Corning, NY, EUA) numa

concentracdo de 5x10%ml, na presenca de DMEM. Apds a ades&o as células

foram cuidadosamente retiradas da placa de petri, lavadas e tratadas com

sobrenadante obtido da linhagem celular GK1.5, o qual contém anticorpos anti-

CD4 e da linhagem celular 53.6-72, que contém anticorpos anti-CD8. A esta

solugao foi adicionado soro de coelho como fonte de complemento®.
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A pureza da populacdo de células B foi constatada por citometria de
fluxo (FACSCalibur®, Becton Dickinson, CA EUA). As células B foram
marcadas com anticorpos monoclonais anticamundongo CD45R/B220 (RAS3-
6B2) PE (Pharmigen CA, EUA) e as células T com anticamundongo CD3
(2C11) FITC (Pharmigen CA, EUA). A aquisicdo e a analise foram realizadas

no software CellQuest® Becton Dickinson, NY EUA.
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Purificagao dos linfécitos B (virgens)

Protocolo:
Percoll Aderéncia
Baco B6 ou
F1 (BALB/c x C57BL/6) l
N
— —
60% | | I
100% “CélulaS. B”
pequenas l

Lise mediada por
C” Coelho @ e

Figura 7. Esquema ilustrativo do protocolo de purificagdo dos linfocitos B virgens. Células de
bago de camundongos B6 ou F1 (bxd) foram obtidas como descrito em 3.1. Estas células passaram
por um gradiente de Percoll para separagdo das células com diferentes densidades. Posteriormente
as células aderentes foram removidas da suspensdo através de uma aderéncia de duas horas a
37°C com 5% de CO,. Por Ultimo ocorre a lise dos linfocitos T CD4 e CD8 utilizando-se
sobrenadantes obtidos de culturas das linhagens GK1.5 (produzem anticorpos anti-CD4) e 53.6-72
(produzem anticorpos anti-CD8) seguido de soro de coelho como fonte de complemento.

3.3.5 Células B: Células de bago de camundongos F1(bxd) foram obtidas
como descrito em 3.1. Esta suspensao celular foi submetida ao tratamento com
sobrenadante obtido da linhagem celular GK1.5, e da linhagem celular 53.6-72.

A esta solucso foi adicionado soro de coelho como fonte de complemento®.
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3.4 Analise fenotipica das células T por citometria de fluxo

3.4.1 Marcacao de moléculas de superficie: Células foram retiradas de baco
ou linfonodos das diferentes linhagens de camundongo citadas anteriormente.
Estas suspensdes celulares foram inicialmente lavadas e incubadas (10%/poco)
em placas de 96 pogos, fundo U (TPP, Suiga), a 4°C, com 100 ul de PBS + 2%
de soro normal de camundongo (para o bloqueio de receptores FcyRI/RIII).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (5 minutos a 450 g) e os
precipitados ressuspensos na presenga dos anticorpos desejados, diluidos em
10 pl na solugéo de bloqueio (PBS + 2% de soro normal de camundongo) por
10 minutos. Lavou-se novamente com a solugao de bloqueio (5 minutos a 450
g), ressuspendeu-se em PBS e procedeu-se a leitura e analises no citdmetro
de fluxo (FACSCalibur® e analises, no Software CellQuestI®).

3.4.2 Marcacgoes intracitoplasmaticas: Apds a marcacdo de superficie com
os anticorpos apropriados, foi feita a marcacao intracitoplasmatica para Foxp3,
seguindo o protocolo descrito no kit para Foxp3 da eBioscience. As células
previamente coradas na superficie, conforme descrito em 4.1, foram lavadas,
fixadas com tampao Fix/perm (eBioscience, CA, EUA) e incubadas a 4°C por 2-
18 horas. A seguir, as células foram lavadas e ressuspensas em tampéo de
permeabilizacédo (eBioscience, CA, EUA), sendo novamente lavadas e, entédo
adicionou-se a este precipitado celular 5 pl de rato anticamundongo Foxp3
APC (eBioscience, CA, EUA) diluido em tampdo de permeabilizagdo. As
células foram incubadas por 30 minutos a 4°C e posteriormente ressupensas
em PBS para prosseguir o processo de aquisicdo e analise no citbmetro de

fluxo.
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3.4.3 Anticorpos utilizados em citometria de fluxo: Os seguintes anticorpos
foram utilizados: anticamundongo CD45R/B220(RA3-6B2) PE (Pharmigen San
Diego), anticamundongo CD3 (2C11) FITC (Pharmigen, CA EUA),
anticamundongo CD4 (RM4.5) FITC (eBioscience, CA, EUA), anticamundongo
CD25 (PC61) PE (eBioscience, CA, EUA), Foxp3 APC (Kit eBioscience, CA,
EUA), anticamundongo CD80 (16-10A1) PE  (Pharmigen , CA, EUA),
anticamundongo CD86 (GL1) PE (Pharmigen , CA, EUA), anticamundongo

IA/IE (2G9) PE (Pharmigen , CA, EUA).

3.5 Culturas de células

3.5.1 Estimulagao dos Linfécitos B virgens com LPS: Células B virgens
foram purificadas como descrito em 3.3.4 e cultivadas numa concentragao de
2x10%ml, durante 32 horas, em placa fundo chato, 96 pogos (TPP, Suica), na
presencga de 15 ug/ml de LPS. Parte destas células foram cultivadas em placas
de 96 pocos e pulsadas com 1 uCi de timidina (3H — TdR) nas ultimas 18
horas, sendo a leitura do resultado realizada por cintilacéo liquida de irradiagao
em contador 3. As demais células foram cultivadas em placas de 24 pocos,
fundo chato (TPP, Suica) e utilizadas para infusdo endovenosa em
camundongos (descrito em 3.6.3). A verificagdo da ativagdo mediada pelo LPS
foi feita por citometria de fluxo, pela visualizagdao de marcadores para classe |l
(anticamundongo IA/IE - Becton & Dickimson, CA, Estados Unidos) e para as
moléculas B7.1 (anticamundongo-CD80, Pharmigen, CA, EUA) e B7.2
(anticamundongo-CD86, Pharmigen , CA, EUA). A aquisi¢cdo e a analise foram

realizadas no software CellQuest. Além disso, ensaios funcionais foram feitos,
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observando-se a capacidade co-estimulatoria destes linfécitos como

estimuladores em uma MLR, como descrito em 3.5.2.

3.5.2 Avaliagao da capacidade coestimulatéria dos linfécitos B virgens:
Linfécitos T (4x106/ml), purificados como descrito em 3.3.3, na presenca ou nao
de linfécitos B virgens (4x10%ml) (purificados como descrito em 3.3.4) ou
células de baco total (4x10%ml) (obtidas como descrito em 3.3.1), irradiados a
2.500 rad, foram incubados em placas de microtitulacdo de 96 pocos de fundo
chato (TPP, Suica) em DMEM com 10% de soro fetal bovino. A estas culturas
foram adicionados o mitdgeno Concanvalina A (Sigma, MO EUA) a 2,5 ug/ml. A
cultura foi mantida a 37°C com 5% de COdurante 3 dias. Nas Ultimas 18 horas
foi adicionado 1 uCi de timidina (*H — TdR) (Amershan-Pharmacia, EUA) por
poc¢o da cultura. Para a leitura do resultado as células foram recolhidas e a
leitura foi feita por cintilagao liquida em contador 3.

Outra maneira utilizada para testar a capacidade co-estimulatéria das
células B virgens foi através de reagbes mistas leucocitarias. Células T de
camundongos C57BL/6 ou BALB/c, purificadas como descrito em 3.3.3, foram
utilizadas como respondedoras nas culturas mistas plaqueadas a 4x10%ml em
placas de 96 pogos de fundo chato (TPP, Suiga). Como estimuladores foram
usados linfécitos B virgens (4x10%ml) (purificados como descrito em 3.3.4)
células de bago total (4x10%ml) (obtidas como descrito em 3.3.1), ou linfécitos
B ativados com LPS (obtidos como descrito em 3.5.1) de camundongos F1
(bxd), ou B6, respectivamente (irradiados a 2.500 rad). A cultura foi mantida a
37°C com 5% de CO; durante 5 dias. Nas Ultimas 18 horas, foi adicionado 1

uCi de timidina (*H — TdR) (Amershan-pharmacia EUA) por pogo da cultura em
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placas de 96 pocos. Para a leitura do resultado as células foram recolhidas e a

leitura foi feita por cintilac&o liquida de irradiacdo em contador 3.

3.5.3 Ensaio de supressao

3.5.3.1 Células respondedoras: Foi utilizada uma suspensdo celular
composta de células totais de linfonodos mesentéricos de camundongos
Marylin RAG™.

3.5.3.2 Células estimuladoras: Esplendcitos de camundongos C57BL/6
machos, irradiados a 2.500 rad.

3.5.3.3 Células supressoras: As células supressoras utilizadas neste
teste foram provenientes de: 1. suspensao celular composta de células totais
de linfonodos popliteos de camundongos Marylin RAG™, tratados previamente
com células B virgens de F1(bxd) machos e imunizados no coxim plantar com
esplendcitos de B6 também de animais machos. 2. suspensao celular
composta de células totais de linfonodos popliteos de camundongos Marylin
RAG™, somente, imunizados no coxim plantar com esplendcitos de B6 de
animais machos.

3.5.3.4 Teste da supressido: 2x10° células respondedoras foram co-
cultivadas em placa de microtitulagdo, 96 pogos (TPP, Suica), com 4x10°
células estimuladoras, na presenca ou ndo de 2x10° células supressoras 1 ou 2
(descritas em 3.5.3.3). A cultura foi mantida durante 3 dias. Nas ultimas 18
horas, foi adicionado 1uCi de timidina (*H — TdR) em cada poco da cultura.
Para a leitura do resultado as células foram recolhidas e a leitura feita por

cintilac&o liquida de irradiacdo em contador 3.
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3.6. Transferéncias de células

3.6.1 Intraperitoneal: Células de bagco de camundongos B6 machos, linfocitos
B de B6 e F1 (bxd) fémeas foram obtidas como descrito em 3.3.1 e 3.3.5.
Estas células (107/200ul de PBS), foram infundidas intraperitonealmente em
camundongos fémeas B6. O tempo de imunizagdo no caso do bago foi de
quinze dias. Ja no caso dos linfocitos B a analise foi feita apds quatro dias.
3.6.2 No Coxim Plantar: Camundongos receberam, no coxim plantar, 10’
células de baco, irradiadas ou ndo, com 2.500 rad, (em 60 yl de PBS). Testes
realizados in vitro demonstraram que apos a irradiacdo os esplendcitos se
mantiveram viaveis, entretanto ndo foram capazes de proliferar.

3.6.3 Endovenosa: Camundongos B6 fémeas receberam endovenosamente
10" células B virgens (purificadas como descrito em 3.3.4) ou ativadas com
LPS (como descrito em 3.5.1) de camundongos B6 ou F1 (bxd) macho ou

fémea (em 100 pl de PBS).

3.7. Marcacgao de células utilizando CFSE

Linfécitos B obtidos como descrito em 3.3.5, foram incubados com 1 uyM
de CFSE (carboxyfluoresceine-diacetate-succinimidylester) por 8 minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas 3 vezes
(centrifugacdo a 450 g por 10 minutos) diluidas em tampao PBS. Apds as
lavagens, as células foram ressuspensas novamente em PBS na concentragéo

desejada.
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3.8. Enriquecimento de anticorpos anti-CD25

3.8.1 Cultura de células em Spinner: Células da linhagem 7D-4 (produtoras
do anticorpo anti-CD25 — 7D-4) foram cultivadas numa concentracdo de
2x10°/ml em um Spinner na presenca de DMEM, a 37°C com 5% de CO..
Inicialmente, utilizou-se 10% de SFB como complemento do meio mencionado
acima. Ao longo da cultura, com a maior estabilidade das células (apos
aproximadamente 1 semana), a concentragédo do soro fetal bovino foi reduzida
para 7,5% e posteriormente (novamente, apos 1 semana), 5%, para facilitar a
purificagdo do anticorpo, razdo do cultivo dessas células. A cultura foi mantida
até o acumulo de um litro de sobrenadante.

3.8.2 Ultracentrifugagcdo em membrana de AMICON: Inicialmente, os
sobrenadantes da cultura foram concentrados através da célula de ultrafiltracao
AMICON, aplicando-se uma pressado positiva com uma bala de nitrogénio.
Através de uma membrana de ultrafiltraggo AMICON (Millipore, CA, EUA) com
poros de tamanho de 300.000 Da, os anticorpos (IgM, com alto peso molecular)
foram separados de outras proteinas do SFB com baixo peso molecular, como
a albumina. A membrana foi cuidadosamente manipulada com o auxilio de
luvas e umedecida com agua. Em seguida, foi devidamente acoplada a célula
de ultrafiltracdo, e o sobrenadante foi concentrado passando através dessa
membrana, seguido de trés lavagens com PBS. A pressdo maxima utilizada foi
de 10 psi e o procedimento foi realizado no gelo.

3.8.3 Precipitacdo da proteina de interesse: Apds a concentracido dos
sobrenadantes da cultura, o proximo passo foi a precipitagdo da proteina de
interesse (imunoglobulina IgM) com uma solugédo saturada (100%) de sulfato

de amodnio (NH4)>.SO4. A proteina albumina que ainda representava o principal
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contaminante do concentrado, possui maior solubilidade que a IgM nesta
solucdo, sendo assim, esta se mantém no sobrenadante, enquanto o anticorpo
desejado, IgM, fica no precipitado. A precipitacdo foi feita adicionando-se
lentamente, 1 ml da solu¢do mencionada acima para cada 2 ml do concentrado
protéico em agitagdo continua e no gelo. A solugcdo permaneceu em agitagcéo
por duas horas e apds este periodo foi centrifugada por 30 minutos a 1400 g,
em temperatura ambiente. Este processo foi realizado trés vezes e o material
foi entdo ressuspenso em 1 ml de PBS.

3.8.4 Dialise das proteinas precipitadas: Para a retirada do sal utilizado na
precipitacdo, fez-se a didlise desta solugdo. A membrana de dialise foi
manipulada cuidadosamente para evitar danos e lavada com agua destilada
corrente. Em seguida, foi fervida por 5 minutos trés vezes (0 aumento da
temperatura — energia cinética — promove a abertura dos poros da
membrana). Posteriormente, a membrana foi lavada com agua corrente e uma
de suas extremidades foi bloqueada. A solucdo a ser dializada foi, entdo,
adicionada, evitando a formagao de bolhas. Fechou-se a outra extremidade da
membrana que foi mergulhada em um bequer contendo solugdo de PBS 1x.
Esta incubacgao foi mantida por 24 horas a 4°C, em constante agitagédo e troca
do tampao PBS.

3.8.5 Centrifugagcao e pureza da amostra: A concentragdo da amostra foi
verificada em aparelho Espectrofotdmetro (Beckmam, CA, EUA) selecionando-
se o comprimento de onda de 280 nm (comprimento de onda de maxima
absorcado pelo triptofano). A pureza da solugdo foi analisada por uma

densitometria protéica, realizada pelo laboratério de analises clinicas do
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Instituto Nacional de Cancer do Rio de Janeiro. A concentracdo final do

anticorpo foi 100 pg/ml.

3.9. Tratamento com o anticorpo 7D4
Camundongos C57BL/6 fémeas foram tratados com 100 ug de anticorpo
7D-4 no dia -1 do transplante de pele, no dia +2, +5 e, depois semanalmente

até o final do experimento.

3.10. Transplantes

3.10.1 Transplante de bagco na capsula renal: O transplante de baco na
capsula renal foi realizado sob anestesia geral mediada pela administragdo de
400 pl a 600 pl de uma solugao de 12 ug/ml de 2,2,2-trobromoethanol. Os
bacgos foram obtidos através da compressido da capsula esplénica com auxilio
de uma pinga curva. Nesta regido, os bagos foram cortados para posterior
enxerto nos receptores. Nestes receptores foi feita uma intervengao cirurgica,
com um corte na pele proximo ao rim a ser enxertado. Neste orgao foi realizada
uma pequena incisao de aproximadamente 5 mm no final da parte caudal, onde
se enxertou fragmentos de bago (1-2 mm de diametro), originados dos
doadores. Um més depois, os animais sofreram eutanasia, e os 6rgaos foram
analisados macroscopicamente e por histopatologia.

3.10.2 Transplante de pele: Apdés a anestesia geral mediada pela
administracdo de 400 yL a 600 yL de uma solugdo de 12 pg/ml de 2,2,2-
trobromoethanol, os camundongos receptores receberam uma incisdo de
aproximadamente 10 mm, removendo um fragmento de pele da cauda. Sobre

esta regido colocou-se um novo fragmento de pele da cauda de um
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camundongo, porém oriunda do doador. A regido transplantada foi coberta por
24 horas com um material circular plastico para proteger os enxertos. A
sobrevivéncia dos transplantes foi observada de dois em dois dias, durante um

periodo total de seis a dez semanas.

3.11. Analise histopatolégica

Foi retirada a regido enxertada dos rins dos camundongos
transplantados com bago na capsula renal (descrito em 3.10.1), assim como a
pele enxertada no caso do transplante de pele (descrito em 3.10.2).
Posteriormente, os 6rgédos foram fixados em formalina (PBS 10% formaldeido)
por 24 horas e enviados para a preparagao dos blocos parafinados, corte e
coloragéo por hematoxilina e eosina. Foram analisados no minimo 6-8 cortes
por bloco. A analise foi feita pela presenca ou nao de infiltrados celulares e pela

integridade do 6rg&o em questao.

3.12. Analise Estatistica

Realizada pelo método Longrank.

ACK: 2,24 g de cloreto de amonia (NH,CL); 0,25 g de bicarbonato de potassio (KHCO3);

9,25mg de EDTA,; gsp 250 ml de 4gua destilada, pH de 7,3.

2Purificagéo utilizando colunas de & de nailon: aproximadamente 1 g da 1& de nailon foi

colocada dentro de uma seringa de 10 ml; a la foi lavada, ja na coluna por trés vezes com meio
DMEM 2% soro fetal bovino. Posteriormente a coluna foi incubada a 37°C por pelo menos 30

minutos. As células foram colocadas na coluna diluidas em meio DMEM 2% soro fetal bovino
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também a 37°C. Apos uma hora a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO,, as colunas

foram eluidas lentamente com meio DMEM — 2% SFB - a temperatura ambiente.

3, . .
Lise com complemento de coelho: 5x10” células foram ressuspensas em 2 ml contendo 40%

dos sobrenadantes das linhagens celulares acima mencionados e 20% de soro de coelho,
como fonte de complemento. Esta suspenséo foi incubada durante 30 min a 37°C com 5% de
CO,, posteriormente lavada com meio DMEM e novamente incubada por 30 minutos a 37°C
com 5% de CO,, s6 que agora ressuspensa com 20% do soro de coelho e 80% de DMEM.

Apbs este periodo as células foram lavadas duas vezes com meio DMEM.
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4- RESULTADOS

4.1 Isolamento dos linfécitos B virgens

O primeiro passo foi a padronizagdo da metodologia de purificagdo dos
linfocitos B virgens. O método utilizado foi separagéo por gradiente de Percoll
descontinuo, seguido de aderéncia e lise das células T. A pureza das células
foi analisada por citometria de fluxo. Além disso, ensaios funcionais, in vitro,
foram realizados para avaliar a viabilidade e capacidade co-estimulatéria
desses linfocitos purificados. Segue detalhadamente cada etapa deste

processo.

4.1.1 Purificacao dos linfécitos B

A purificacdo dos linfocitos B foi feita através de um gradiente
descontinuo de Percoll isoténico (os linfocitos B virgens se encontravam entre
as fracbes 60% e 100% do gradiente). Apos o Percoll, as células passaram por
uma aderéncia de duas horas em meio DMEM-10% soro fetal bovino, a 37°C
com 5% de CO,, para a retirada de células aderentes, como macrofagos e
células dendriticas. Por ultimo, fez-se uma lise por complemento das células T
CD4 e CD8. A pureza da populacao B foi constatada por citometria de fluxo. A
purificacdo foi bastante eficiente, sendo que no final deste processo 85% a
95% das células presentes nesta suspensdo apresentou o marcador B220,

especifico de células B. A figura 8 mostra um experimento demonstrativo, no
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qual houve um enriquecimento de 50% (populagdo inicial de células B

presente no bago) para 95% apéds a purificagao.

Analise da pureza dos linfocitos B por citometria de fluxo

Baco total 002 BN.003

- 50%

37% 2.3%|

- T T. "
10° 10! 10° 0% 10 500 o e o3 ihel

Figura 8. Pureza das células B. Esplendcitos de camundongos F1(bxd) foram retirados e os
linfécitos B virgens purificados segundo a técnica descrita no item materiais e métodos 3.3.4. A
pureza dessas células foi analisada por citometria de fluxo, usando anticorpos monoclonais anti-
B220-PE, molécula que marca células B e anti-CD3 FITc, que marca células T. (A) andlise de
células de baco total e; (B) andlise das células apdés o processo de purificagdo. Dados
representativos de 7 experimentos.

4.1.2 Ensaios funcionais in vitro para a avaliagao da funcionalidade

das células B

Apo6s a purificagdo dos linfocitos B, realizaram-se testes para avaliar a
viabilidade desta populacéo celular. Esta analise é fundamental para excluir a
possibilidade de morte celular durante o processo. Para tal, verificou-se a
capacidade proliferativa dessas células ante uma estimulacdo com LPS. A
analise foi realizada pela contagem da incorporacéo de timidina radioativa. Na
figura 9 pode-se observar um experimento representativo elucidando a eficiente
capacidade proliferativa desses linfécitos apdés o estimulo indicado,

confirmando que as células B purificadas sob o nosso protocolo mantém-se

56



vivas e capazes de proliferar frente a este estimulo, apdés o processo de

purificacdo.

Células purificadas respondem ao estimulo com LPS

120000 -
20000+
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CPM

30000+

0

BN+LPS

Figura 9. Capacidade proliferativa das células B purificadas ante estimulo com LPS. 2x10°
células B virgens foram purificadas e cultivadas com 15 pug/ml de LPS. A cultura foi mantida por
48 horas. A proliferagéo foi avaliada por incorporagéo de timidina nas ultimas 18 horas de cultura
e a leitura do resultado feita por cintilagéo liquida de irradiagdo em contador (. Experimento
realizado em triplicata e representativo de 4.

4.1.3 Ensaios funcionais in vitro para a avaliagao da capacidade

estimulatoria das células B

Sabe-se que a fungao apresentadora das células B varia de acordo com
o seu estado de ativagéo, podendo ativar ou tolerizar linfocitos T e participando
da geracdo e regulagdo da resposta imunoldgica. A ativagao dos linfécitos T

necessita de um estimulo via TCR, fornecido pelas moléculas MHCI e Il (sinal
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1) e um segundo sinal (co-estimulatorio) fornecido pela ligagdo das moléculas
B7 com CD28 (sinal 2) (Schwartz, 2003). As células B, quando virgens (antes
de sua ativagdo), sdo pobres em moléculas co-estimulatorias, sendo assim,
quando utilizadas como apresentadoras de antigenos para linfocito T, n&o
promovem sua ativagdo de forma eficiente (Liu & Janeway, 1991). Tendo
como base estas informagdes, realizamos testes in vitro para avaliar a
capacidade co-estimulatéria das células B purificadas em nossos experimentos

como forma de verificar o seu estado de ativagao.

4.1.3.1 Células B purificadas nao provéem coestimulagao aos linfécitos T

estimulados com ConA

O primeiro teste funcional realizado para analisar a capacidade co-
estimulatdria desses linfocitos B, e consequentemente seu estado de ativacéo,
foi uma co-cultura dessas células com linfécitos T na presenga do mitégeno
Concavalina A (ConA). Este mitdgeno atua de maneira inespecifica mas
dependente de TCR, fazendo-se necessario um agente co-estimulador para
ativagdo completa dos linfocitos T. Os dados da figura 10 mostram auséncia de
proliferagdo celular na cultura onde células B purificadas e irradiadas foram
usadas como co-estimuladoras. Em contrapartida, os controles, que utilizaram
células de baco total irradiadas como fonte de co-estimulo, apresentaram altas
contagens no mesmo ensaio de proliferacdo. Estes resultados sugerem que as
células B purificadas em nossos experimentos sdo virgens e incapazes de

estimular a resposta de células T.
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Linfécitos B virgens ndoTém atividade co-estimulatéria
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Figura 10. Potencial co-estimulatério dos linfocitos B virgens. Linfocitos T de linfonodos
mesentéricos de camundongos BALB/c (2x10°) foram purificados a partir de duas colunas de 13
de Nailon e colocados em cultura na presenga do mitdgeno concavalina A (ConA). A esta cultura
adicionaram-se linfécitos B virgens de BALB/c (4x10°) purificados como descrito na secdo
materiais e métodos, no item 3.3.4, ou esplendcitos totais (APC) (purificados como descrito no
item 3.3.1) como fonte de células co-estimuladoras. A cultura foi mantida durante 48 horas e a
proliferagao foi avaliada por incorporagao de timidina nas ultimas 18 horas. A leitura do resultado
feita por cintilagao liquida de irradiagdo em contador 3. Experimento realizado em ftriplicata.

4.1.3.2 Linfécitos B virgens nao sao capazes de estimular uma MLR

Visando a fortalecer a idéia de que estas células B purificadas sao
virgens e por tanto deficientes co-estimuladoras, realizou-se outro ensaio
funcional in vitro. Desta vez, o teste escolhido foi uma MLR. Neste ensaio,
células de linfonodos de camundongos BALB/c foram estimuladas in vitro na
presenga de células B purificadas e irradiadas, obtidas de camundongos F1
(bxd) ou B6. Como controle experimental, utilizaram-se esplendcitos totais

irradiados obtidos dos mesmos animais, ou de B6. Os dados da figura 11
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mostram que na cultura onde as células B purificadas foram usadas como
apresentadoras de antigenos, a proliferagdo foi menor ou ausente em relagéo a

cultura que apresentava baco total como fontes de células estimuladoras.

Linfocitos B virgens sao incapazes de estimular uma MLR
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Figura 11. Linfocitos B virgens nao sado capazes de estimular uma MLR. Células T de
linfonodos mesentéricos de camundongos BALB/c (4x105) foram estimuladas in vitro na
presenca de células B purificadas e irradiadas, obtidas de camundongos F1(bxd) — 4x10°.
Como controle experimental, utilizaram-se esplendcitos totais irradiados e obtidos dos mesmos
animais F1(bxd). A cultura foi mantida durante 5 dias e a proliferagao foi avaliada por
incorporacgdo de timidina nas Ultimas 18 horas. A leitura do resultado feita por cintilagcao liquida
de irradiagdo em contador B. Resultado representativo de 3 experimentos realizados em
triplicata.

Este resultado € bastante interessante, ja que neste conjunto de
linfocitos T utilizados na cultura podem existir células de memoria para agentes
ambientais que poderiam fazer reag¢des cruzadas com aloantigenos (vide
introducdo item 1.3). Estas células ativadas ndo necessitariam de co-

estimulagcéo para proliferarem. Sugerimos neste caso que: | - as células de
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memoria precisam de co-estimulo para serem ativadas ou Il - ndo ha
reatividade cruzada entre antigenos ambientais e os aloantigenos utilizados.
De fato, ha na literatura alguns relatos indicando que pelo menos em algumas
condicOes a reatividade cruzada ndo ocorre ou ndo é evidenciada (Chen, Cui e

cols,. 2004; Anderson, McNiff e cols., 2003)

Uma vez padronizado o processo de purificacdo dos linfocitos B,
chamados a partir de agora de linfécitos B virgens (BN, B naive), passamos

para as questdes principais do trabalho.

4.2 Linfécitos B nao induzem tolerdncia a antigenos alogeneicos no

modelo de transplante de pele

Tendo por base dados descritos anteriormente na literatura, onde
linfocitos B virgens sdo capazes de induzir tolerancia em linfocitos T virgens,
questionou-se se este fenbmeno poderia acontecer no caso de uma
estimulacdo na presenga de antigenos alogeneicos no modelo de transplante
de pele. No inicio da década de 1990, Fuchs & Matzinger demonstraram que
linfocitos B virgens sdo capazes de induzir tolerancia ao antigeno de macho (H-
Y) (Fuchs & Matzinger, 1992). Uma vez que o primeiro mecanismo proposto
para explicar a tolerancia mediada pela célula B foi a anergia e que a diferenca
entre estas duas respostas é a frequéncia dos clones respondedores
envolvidos, este fendmeno poderia ser efetivo tratando-se de uma estimulacao
com antigenos alogeneicos. Em principio n&o deveria haver dificuldade em se
estimular de forma incompleta (ativacdo via TCR sem co-estimulagdo) um

numero grande de clones. Para testar tal hipétese, camundongos B6 foram
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tratados ou ndo com injecdo endovenosa de linfécitos BN provenientes de
camundongos F1 (bxd) machos. Ap6s uma semana, estes animais foram
testados recebendo, na cauda, um enxerto de pele de B6 macho e um de
F1(bxd) fémea. O protocolo basico esta demonstrado na figura 12 mostra. A
sobrevivéncia dos enxertos foi analisada durante dez semanas apds a
realizagdo do transplante (a aparéncia macroscopica dos transplantes esta
mostrada na figura 13). A utilizacdo de linfécitos B virgens de camundongos
F1(bxd) machos, neste experimento, foi devido a possibilidade de construir um
modelo em que a mesma célula B carrearia os complexos antigénicos H-2°+H-
Y, que é um antigeno capaz de induzir tolerdncia quando apresentado por
células B de B6 (Fucks & Matzinger, 1992), e os antigenos alogeneicos de
BALB/c (H-2d) a serem testados, permitindo um controle quanto a capacidade
tolerogénica da célula B utilizada.

Como esperado, 90% dos animais tratados com BN de F1(bxd) macho
foram tolerantes ao enxerto de B6 macho (Figura 14b). Entretanto, o
tratamento com BN de F1(bxd) n&do preveniu a rejeicdo dos enxertos
provenientes de camundongos F1(bxd) fémeas. Apds cinco semanas, 100%
dos transplantes semi-alogenicos foram rejeitados nos camundongos tratados
com BN de F1(bxd). Vale chamar a atengao para o fato de que ha um atraso,
ainda que n&o significativo estatisticamente pelo método Lnogrank, na rejeigéo
dos transplantes semi-alogenicos nos hospedeiros tratados previamente com
células BN em relacdo aos nao tratados (50 % apresentam rejeigdo no dia 21

contra dia 13 para o controle).
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Figura 12. Protocolo Experimental. Camundongos B6 foram tratados, ou ndo, com uma
injecdo endovenosa (IV) de 10 linfocitos BN provenientes de camundongos F1(bxd) machos.
Ap6s uma semana, estes animais foram testados recebendo, na cauda, um enxerto de pele de
B6 macho e um de F1(bxd) fémea. A andlise foi feita durante 10 semanas. (A) Protocolo
Experimental do grupo teste. (B) Enxertos apds 24 horas.
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Padroes Macroscopicos de aceitagaol/rejeicao

A -

Figura 13. Padroes macroscopicos de: (A) padrao de aceitagdo do transplante de pele de
B6 fémea em dois diferentes animais e (B) padréo de rejeigao do transplante de pele de F1
fémea em dois diferentes animais. Camundongos B6 foram tratados ou ndo, com uma injegéo
endovenosa (IV) de 10’ linfocitos BN provenientes de camundongos F1(bxd) machos. Apds
uma semana, estes animais foram testados recebendo, na cauda, um enxerto de pele de B6
macho e um de F1(bxd) fémea.
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Linfécitos B nao induzem tolerancia a antigenos alogeneicos no modelo

de transplante de pele

Sobrevivéncia dos enxertos

Receptores Controles - nao Receptores tratados com BN F1
tratados com BN {bxd) de macho

20+ F19

F1¢
0 10 20 30 40 50 60 70 80

% Sohrevivéncia do enxero

% Sohrevivéncia do enxero

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Dias pos-transplante Dias pds-transplante

Figura 14. Linfocitos B induzem tolerancia ao antigeno H-Y, mas nao a antigenos semi-
alogeneicos no modelo de transplante de pele. Camundongos B6 fémea foram ou nao
tratados com uma injegao endovenosa (V) de 107 linfocitos BN provenientes de camundongos
F1(bxd) machos. Apés uma semana, estes animais foram testados recebendo, na cauda, um
enxerto de pele de B6 macho e um de F1(bxd) fémea (6 animais por grupo).

4.3 A tolerancia mediada por linfécitos B virgens nao é tecido especifica

Embasados nos resultados descritos anteriormente, que demonstraram
a incapacidade dos linfocitos BN na inducdo de tolerdncia em resposta a
antigenos alogeneicos, comegou-se a investigar se esta incapacidade era
consequéncia de diferengas entre o repertorio antigénico apresentado pelas
células B (usadas como estimulo tolerogénico) e pelas células da pele (usadas
como tecido teste). Em 1993, Bonomo & Matzinger mostraram que quimeras

de BALB/c NUDE que recebem estroma timico de B6 aceitam enxertos de pele

65



e rejeitam enxertos de bago desta mesma linhagem. Estas quimeras
enxertadas com timo de B6 rejeitam o componente hematopoético mas aceitam
o componente epitelial do timo. No caso de um antigeno mais “simples”, as
chances de os linfécitos BN e as células da pele, apresentarem 0s mesmos
epitopos € muito maior do que tratando-se de uma resposta complexa, com
antigenos variados, como no caso dos antigenos alogeneicos do MHC. Na
resposta alogeneica é provavel que exista uma diferenca nos epitopos
apresentados (pela célula BN e pele), correspondentes aos antigenos tecido-
especificos.

Para testar esta nova hipétese, avaliou-se o potencial dos linfocitos B
virgens na tolerizagdo a tecido hematopoético, mais especificamente o baco.
Este novo teste foi um enxerto de bago de F1(bxd), na capsula renal de
camundongos B6 tratados previamente (no dia -7 em relagdo ao transplante)
com células BN de F1(bxd). Um més depois, os animais receptores sofreram
eutanasia e os enxertos foram analisados macroscopica e microscopicamente.
Nesta situacao, o tecido utilizado para o teste foi mais proximo ao utilizado para
a tolerizagao, uma vez que cerca de 60% das células que compdem o bago sao
linfocitos B. Os enxertos de bago na capsula renal também foram rejeitados

(figura 15).
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Transplante de Bag¢o na Capsula Renal

Pré-tratamento:Nenhum
Transplante: B6

Pré-tratamento:Nenhum
Transplante: F1(bxd)

Preé-tratamento:BN F1(bxd)
Transplante: F1(bxd)

Figura 15. O tratamento com linfocitos BN nao previne a rejeicio de enxerto semi-
alogeneico na capsula renal. Camundongos B6 foram ou ndo tratados com 10" células BN de
F1, IV. Uma semana depois, esses animais receberam um enxerto de bago singeneico ou semi-
alogeneico na capsula renal. Um més depois, esses animais sofreram eutanasia e os enxertos
foram analisados macroscoépica e microscamente — aumento de 200x utilizado para a analise —
(processo de preparagdo descrito na se¢do materiais e métodos, no item 3.11). Analise de um
animal representativo de experimento com 4 animais por grupo analisados individualmente.

Estes achados sugerem que a incapacidade dos linfécitos BN em
tolerizar uma resposta alogeneica ndo €& consequéncia da variabilidade
antigénica presente nos diferentes tecidos. Mas nem todas as células do baco
sao linfécitos B, e & possivel que os 40% de células ndo B sejam os

responsaveis por induzir a rejeigdo. Optamos entdo por um outro ensaio, onde
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as ceélulas indutoras de tolerancia sdo muito proximas as usadas para testa-la.
Para tal, linfocitos B totais purificados a partir de esplendcitos de F1(bxd) foram
marcados com CFSE e injetados em camundongos B6 previamente tratados
com BN também de F1(bxd). Antes da realizac&o do teste fez-se necessaria a
realizagdo de alguns controles para a padronizagdo do modelo.

O primeiro passo para esta padronizagao foi avaliar o destino destes
linfocitos B, infundidos por via intraperitoneal (IP), ao longo do tempo apds a
injecdo. Assim, linfocitos B de camundongos B6 foram marcados com CFSE e
infundidos em camundongos singeneicos no dia zero. Apds esta injecéo
analisou-se, por citometria de fluxo, a presenca destas células no lavado
intraperitoneal, no bago e no linfonodo mesentérico desses animais, nos dias
+2, +4 e +6. Os dados da figura 16 mostram que as células permaneceram
concentradas no liquido peritoneal, sendo possivel sua analise e observacao

neste local até o dia +4 pds-infusio.
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Localizagao dos linfécitos B marcados com CFSE e injetados IP ao longo
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Figura 16. Localizagdao dos linfocitos B totais marcados com CFSE ao longo do tempo.
Camundongos B6 foram infundidos, via intraperitoneal (IP), com 10 linfocitos B marcados com
CFSE provenientes de camundongos B6. Apds 2,4 ou 6 dias analisou-se por citometria de fluxo a
presenca destas células B no lavado peritoneal, no linfonodo mesentérico e no bago destes
animais. A figura mostra a analise individual de um camundongo em um experimento realizado

com 4 animais por grupo.

Conhecendo a localizagao destes linfocitos, a proxima etapa foi avaliar

qual o melhor dia para a observagao da rejeicdo destas células nos animais

nao tratados com linfécitos BN. Para responder esta questdo, camundongos B6

receberam, por via intraperitoneal, células B de B6, ou células B de F1(bxd). A

investigacdo da rejeicdo das células B de F1(bxd) foi realizada no liquido

peritoneal nos dias +2 e +4. Com base na analise dos resultados obtidos neste
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experimento (figura 17), a anadlise do padrao de rejeicdo/aceitacéo foi possivel

nos dia +2 e +4. Optamos por realizar os testes no dia 4.
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Dia 02

800 100
I 1

600
L

200

108

8OO
I

GO0
M

200

]

00%

;
10?

10!

marcados com CFSE e injetados IP

CFSE

0,05%

102
CFSE

Figura 17. Cinética de tempo para melhor observacgao de rejeigcdao das células B marcadas
com CFSE. Camundongos B6 foram infundidos, IP, com 10’ linfécitos B marcados com CFSE
provenientes de camundongos B6 ou F1(bxd). Apds 2, ou 4 dias analisou-se por citometria de
fluxo a cinética de rejeigdo (desaparecimento) destas células no liquido intaperitoneal. A figura
mostra a analise individual de um camundongo em um experimento realizado com 4 animais por

grupo.

Uma vez realizados todos os passos para a padronizagdao do modelo,

realizou-se o experimento para testar a capacidade das células BN na

tolerizagdo a linfécitos B marcados com CFSE e infundidos IP. Para tal,
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camundongos B6 foram tratados com BN de F1(bxd). Uma semana depois,
estes animais receberam, via intraperitoneal, células B de F1(bxd) marcadas
com CFSE. Apo6s quatro dias, as células peritoneais desses camundongos B6
foram recolhidas e analisadas por citometria de fluxo (figura 18). Nesta
situagdo, como mencionado anteriormente, 0 mesmo estimulo, ou seja, células
B, foi utilizado para a tolerizag&o e para o teste. As células B de F1(bxd) foram

rejeitadas eficientemente pelos receptores tratados com células BN.
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A Tolerancia por linfécitos B virgens nao é tecido especifica.

Pré-tratamento: Nenhum (NN
Injecdo: B6 fémea 2 459
, (o]
|—
Pré-tratamento: Nenhum 0,03%
Iniecdo: F1(bxd) fémea
|—
Pré-tratamento: BN F1(bxd)
Injecdo: F1(bxd) fémea 0,00%
CFSE

Figura 18. A tolerdncia mediada por linfécitos B virgens nao é tecido-especifica.
Camundongos B6 foram ou nao tratados com 10" células BN de F1(bxd), IV. Uma semana
depois, esses animais receberam, via intraperitoneal (IP), células B de F1(bxd) marcadas com
CFSE. Ap6s quatro dias, as células do lavado peritoneal desses camundongos B6 foram
recolhidas e a permanéncia dos linfécitos B injetados IP, analisada por citometria de fluxo.
Analise representativa de um animal, de 1 experimento representativo de 2 com 3 animais por
grupo, analisados individualmente).
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Estes achados sugerem que a incapacidade dos linfocitos BN de
induzirem tolerancia a antigenos alogeneicos n&do € dependente da diferenca

antigénica entre o estimulo indutor e o teste.

44 Células BN de F1(bxd) fémea induzem tolerancia a antigenos

“menores” e nao relacionados

Os resultados acima estimularam a investigagdo mais profunda dos
mecanismos utilizados pelas células B na indu¢do ou ndo de tolerancia a
antigenos. Como mencionado na introducao deste trabalho, relatos da literatura
sugerem o envolvimento de mecanismos de supressao relacionados com a
tolerancia mediada por células BN (Lei, Su e cols., 2005; Soukhareva, Jiang e
cols., 2006; Apostulou, Sarukhan e cols., 2002; Suto, Nakajima e cols.,2002;
Reichard, Dornbach e cols., 2007). Nossos resultados mostram a rejei¢ao dos
transplantes em uma situagdo em que existe uma grande variabilidade
antigénica e, consequentemente, a frequéncia de clones de células
respondedoras € alta. Sabe-se que se tratando de células regulatérias, o efeito
supressor € dependente de um equilibrio adequado entre as células
respondedoras e regulatérias (Takahashi, Kuniyasu e cols. 1998; Thornton &
Shevach, 1998). Tendo por base estas informagdes, o proximo questionamento
foi se o impedimento de gerar tolerédncia ao F1(bxd) € devido a um limite
quantitativo na capacidade de ativar o mecanismo regulatério. Na figura 14,
observou-se um atraso, ainda que nao significativo, na rejeicdo da pele de F1
por hospedeiros tratados com BN de F1 macho. Numa tentativa de maximizar o

estimulo tolerogénico para os aloantigenos, utilizou-se células BN de
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camundongos F1(bxd) fémea, eliminando os antigenos H-Y do estimulo
indutor. Apdés uma semana da inoculagdo dos linfécitos BN, os receptores
foram transplantados com pele de F1(bxd) fémea e B6 macho ou somente
com B6 macho. Os resultados da figura 19 demonstraram que a retirada dos
antigenos H-Y do sistema nao foi suficiente para a tolerizagdo dos antigenos
alogeneicos presentes na pele dos camundongos F1(bxd).
Surpreendentemente, os receptores tratados com células BN de F1(bxd)
fémea e enxertados com os dois transplantes aceitaram o enxerto de B6
macho e rejeitaram o de F1(bxd) fémea, apesar de nunca terem tido contato
com antigenos de macho. Por outro lado, como esperado os animais tratados
da mesma maneira — BN de F1(bxd) fémea — e transplantados com um unico

enxerto de B6 macho rejeitaram o mesmo (figura 19).
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Células BN de F1(bxd) fémea induzem tolerancia ao antigeno

Protocolo

B6 Q

A
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Dia - 7: Dia zero :
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Sobrevivécia dos Enxertos
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Figura 19. Células BN de F1(bxd) fémea induzem tolerancia ao antigeno de macho — H-Y.
Camundongos B6 foram tratados ou nao, IV, com 10’ células BN provenientes de
camundongos F1 fémeas e, apés uma semana, enxertados, na cauda, com pele de: (A)B6
macho; (B) B6 macho; (C) F1 (bxd) fémea e B6 macho.
Andlise realizada por 6 semanas. O protocolo da figura ilustra o experimento teste (C). Um
experimento representativo de 2 com 5 animais por grupo.

fémea, F1(bxd) fémea ¢ B6

75



Investigou-se se a fase efetora da resposta (aceitagcéo/rejeicdo da pele)
precisava ser reestimulada especificamente por antigenos semelhantes aos
utilizados na fase tolerogénica — pele de F1(bxd) —, apresentados pelos
linfocitos BN de F1(bxd). Este estudo foi realizado tratando-se camundongos
B6 com células B virgens de F1 (bxd) fémeas e apdés uma semana
transplantando-se estes animais, na cauda, com uma pele de F1 (B6 x C3H)
fémea — F1(bXk) —, e uma pele de B6 macho. Nesta situac&o, as células
utilizadas para induzir tolerancia possuiam MHC alogeneico diferente da pele
utilizada para o teste: BALB/c H-29 para indugédo e C3H, H-2 ¥ para teste.

Os receptores B6 fémeas previamente tratados com células BN de
F1(bxd) fémea e enxertados com dois transplantes, um de B6 macho e um de
F1 (bxk), rejeitaram os dois enxertos (figura 20) mostrando que ha
necessidade de um reestimulo especifico para que a tolerancia ao antigeno

menor (minor) H-Y ocorra.
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Tolerancia ao H-Y secundaria a pele de F1(bxd) fémea depende de

reestimulo especifico

Protocolo

B6 Q
| | » Analise por 6
I | semanas
Dia - 7: Dia zero :
BN F1 (bxd) ¢ - IV TP: B6 &; F1 (bxk) @
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Figura 20. Tolerancia ao H-Y secundaria a pele de F1(bxd) fémea depende de reestimulo
especifico. Camundongos B6 ou nao foram tratados com uma injegéo endovenosa (IV) de 10’
células BN provenientes de camundongos F1 (B6xBALB/c) fémeas e apdés uma semana
enxertados, na cauda, com pele de: (A)- B6 fémea, B6 macho e F1 (B6xC3H) fémea; (B) F1
(B6xC3H) femea e B6 macho. O protocolo da figura ilustra o experimento teste (B). A pele do
F1 (B6 x C3H) foi utilizada como um terceiro estimulo no sistema. Cinco animais por grupo.
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Os dados mostrados na figura 20 sugerem que para ocorrer o fenébmeno
de tolerancia ao antigeno H-Y mediado por células B virgens de fémea, se faz
necessario um estimulo antigeno-especifico, fornecido, neste caso, pela pele
de F1(bxd) fémea, evoluindo para uma tolerancia secundaria capaz de tolerizar

o transplante de B6 macho.

4.5 A analise histopatolégica das peles tolerizadas por células BN

apresentam infiltrado linfécitario

Os resultados revelados nas figuras 19 e 20 levaram a busca de uma
analise mais detalhada dos mecanismos envolvidos na tolerancia dependente
dos linfocitos BN. Esta analie se iniciou com a investigagdo do padréo
histopatologico de aceitagdo das peles do controle (pele de B6 fémea) e dos
animais tratados com BN (pele de B6 macho). Como esperado, a pele de B6
fémea mostrou-se integra em todas as estruturas avaliadas, com auséncia de
infiltrados celulares (Figura 21). Surpreendentemente, este padrdo n&o foi
mantido nas peles tolerizadas pelo tratamento com BN. Estas peles, de B6
macho, apresentaram estruturas teciduais integras, mas verificou-se a
presenca de um importante infiltrado linfocitario (figura 21). Este fato permite

sugerir o envolvimento de um mecanismo ativo de indugéo de tolerancia.
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Analise histopatolégica das peles tolerizadas por céulas BN mostra

infiltrado linfocitario

Pele de B6 Fémea

Pele de B6 Macho transplantada em animal previamente tratado com B virgem de F1(bxd)

fémea.

Figura 21. A analise histopatolégica das peles tolerizadas por células BN evidenciou
infiltrado linfocitario. Camundongos B6 foram ou n&o tratados, com uma injegdo endovenosa
de 10" células BN provenientes de camundongos F1 fémeas e apds uma semana enxertados,
na cauda, com pele de: (I) B6 fémea, F1 fémea e B6 macho; (Il) B6 macho; (lll) F1 fémea e
B6 macho. As peles aceitas (B6 fémea e B6 macho — Ill) foram analisadas
histopatologicamente. O processo de preparacao esta descrito na se¢ao materiais e métodos,
item 3.11. Foram analisados no minimo 6-8 cortes por bloco. Caracterizou-se a presenga ou
nao de infiltrados mononucleares e a integridade do 6rgdo em questao.
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4.6 O tratamento com linfécitos B virgens inibe o aumento do numero
absoluto de células viaveis do linfonodo drenante, sem alterar o valor

relativo das células T CD4'CD25'Foxp3*

Baseados nos dados anteriores, avaliou-se uma possivel alteracao de
numero e fungdo das células T regulatérias nos animais tratados com células
BN. Para responder a esta questdo, camundongos B6 fémeas foram ou ndo
tratados com células BN de camundongos F1(bxd) machos. Apés uma semana
(no caso do F1 fémea) ou 3 semanas (no caso do B6 macho, que necessitou
de imunizagao prévia) esses animais foram desafiados no coxim plantar com
esplendcitos de F1(bxd) fémea ou B6 machos. Apds o periodo de mais uma
semana, os linfonodos drenantes desses animais foram retirados e analisados
quanto ao numero de células totais e percentual de células
CD4*CD25'Foxp3*. A avaliacdo dos dados demonstrou que o percentual de
células CD4'CD25'Foxp3* é bastante parecido nos animais previamente
tratados ou ndo com células BN. No entanto, o numero total de células
presentes nestes linfonodos drenantes € muito menor nos animais que
receberam BN (figura 22).

Estes resultados mostram que ndo ha aumento no numero de células
dos linfondos drenantes dos animais que receberam células BN e foram
desafiados no coxim plantar e que esta inibicdo ndo é dependente de um

aumento relativo no nimero de células T regulatérias CD4*CD25"Foxp3”*.
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O tratamento de receptores B6 fémeas com linfécitos BN inibe a o
aumento do numero absoluto de células viaveis sem alterar o valor

relativo de células CD4'CD25'Foxp3”.
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Figura 22. O tratamento com linfécitos B virgens inibe a proliferacdo das células do
linfonodo drenante, sem alterar o numero relativo das células T CD4+CD25+Foxp3+.
Camundongos B6 foram ou n&o tratados, com uma injegdo endovenosa (IV) de 10 linfécitos
BN provenientes de camundongos F1 machos. (A) Apdés uma semana, estes animais foram
desafiados, via subcutanea (SC), com 10’ células de bago total (irradias a 2.500 rad) de
camundongos F1(bxd) fémeas; (B) Apos uma semana, os animais B6 fémea foram
imunizados, IP, com 10’ esplendcitos de B6 machos e apds 14 dias desafiados no coxim
plantar, SC, novamente com 10’ esplendcitos de B6 machos, agora irradiados com 2.500
rad. Sete dias depois do desafio todos os animais sofreram eutanasia, seus linfonodos
popliteos foram retirados e analisados quanto ao nimero total de células e nimero relativo de
células CD4'CD25'Foxp3*. O numero de células foi verificado através da contagem de
células viaveis utilizando o corante azul de Trypan e o valor relativo das Treg foi avaliado por
citometria de fluxo. Um experimento representativo de 3 com 4 animais por grupo.
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4.7 O tratamento com linfécitos B virgens potencia atividade supressora

-

em camundongos Marylin RAG™ sem aumento relativo nas células T

CD4'CD25'Foxp3*

Sabendo-se que o tratamento com linfécitos BN, ao contrario dos
animais nao tratados, ndo promove aumento do numero de células no linfonodo
drenante uma semana apods o desafio no coxim plantar sem alterar o valor
relativo das Treg, o proximo passo foi avaliar a fungdo supressora destas
células Treg. Para tal, realizou-se um ensaio de supresséo in vitro. Para a
efetuacdo desse teste, camundongos Marylin RAG” (animais que possuem
TCR especifico para o antigeno de macho H-Y) foram tratados com células B
virgens de F1(bxd) macho e desafiados no coxim plantar com esplendcitos de
B6 macho. Apdés uma semana, os linfonodos drenantes destes animais foram
retirados e o valor relativo de células CD4*CD25Foxp3*, o nimero total de
células e a capacidade supressora foram analisados. O numero relativo de
células CD4'CD25'Foxp3* novamente manteve-se bastante parecido nos
animais tratados ou ndo com células BN (Figura 23-A), enquanto que o0 numero
absoluto de ceélulas nos linfonodos drenantes mostrou-se mais baixo nos
animais tratados com células BN, comparando com os animais controles nao
tratados (Figura 23-A).

A analise da capacidade supressora foi feita in vitro, testando-se o
potencial supressor dessas Treg obtidas dos linfonodos drenantes de
camundongos tratados ou ndo com células BN, em uma resposta antigeno
especifica a H-Y. Como células respondedoras desta cultura, utilizou-se células

-

de linfonodos mesentéricos de camundongos Marylin RAG™, estimuladas com
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esplendcitos de B6 macho irradiados. Ao adicionar a estas culturas células
totais de linfonodos drenantes do desafio de camundongos Marylin RAG™
tratados ou ndo com linfocitos BN, nota-se uma supresséo de 50% da resposta.
Por outro lado, se forem adicionadas células de Marylin RAG™ que foram
apenas desafiadas mas nao tratadas com BN de macho, nenhum efeito

supressor € observado (figura 23-B).
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Células BN potenciam a atividade supressora em camundongos Marylin,

sem alterar o numero relativo das células CD4"'CD25'Foxp3”*
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Figura 23. O tratamento com linfécitos B virgens induz atividade supressora em
camundongos Marylin RAG™ sem aumento relativo nas células T CD4+CD25+Foxp3+.
Camundongos Marylin RAG™ foram ou ndo tratados com uma injecdo IV de 10’ linfocitos BN
provenientes de camundongos F1(bxd) machos. Apdés uma semana, esses animais foram
desafiados, SC, com 10’ células de bago total de camundongos B6 machos. Sete dias depois do
desafio todos os animais sofreram eutanasia, seus linfonodos popliteos foram retirados e
analisados quanto ao numero total de células, numero relativo de células CD4+CD25+Foxp3+ e
atividade supressora in vitro. (A) O numero de células foi verificado por meio da contagem das
células viaveis utilizando o corante azul de Trypan e o valor relativo das Treg foi avaliado por
citometria de fluxo. (B) Ensaio de Supresséao in vitro ante resposta antigeno-especifica a H-Y.
Células respondedoras: células de linfonodos mesentéricos de camundongos Marylin RAG™:
células estimuladoras: esplendcitos de B6 macho irradiados a 2.500rad; células supressoras:
células supressoras 1 ou 2, descritas no item 3.5.3.3. A cultura foi mantida por 72 horas e a
analise da proliferagdo foi avaliada por incorporacdo de timidina nas ultimas 18 horas. A leitura
do resultado feita por cintilagdo liquida de irradiagdo em contador B. Um experimento
representativo de 2 (4 animais por grupo). 85



4.8 Tratamento com anticorpos anti-CD25 bloqueia a tolerancia mediada

por células BN

Para comprovar o envolvimento e a importdncia das células T
regulatorias na toleréncia induzida por linfocitos B virgens in vivo, investigamos
como este fendbmeno se comportaria na auséncia destas células
funcionalmente ativas.

Numa tentativa de esclarecer esta questao, foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-CD25 (7D-4), bloqueadores da fungao efetora destas células.
Camundongos B6 fémea receberam células BN de camundongos F1(bxd)
macho e, apés uma semana, foram transplantados com pele de B6 macho. Um
grupo experimental foi tratado com anticorpo monoclonal anti-CD25 no dia -1,
+2, +5 em relagdo ao transplante (dia zero) e apds, semanalmente, até o final
do experimento (figura 24-A). O anticorpo 7D-4, utilizado no teste, promove a
inativagdo funcional, ndo a deplegdo das células T regulatérias CD4°CD25"
(Kohm, Macmahon e cols,. 2006).

O tratamento com anti-CD25 reverte a tolerancia induzida pelos linfocitos
B. No modelo de transplante de pele, utilizando apenas o antigeno de macho
H-Y, 90% dos animais que receberam o tratamento com o anticorpo acima
mencionado rejeitaram o transplante de pele de B6 macho, mostrando que a
tolerancia mediada por células B virgens é dependente de células regulatorias
CD25" funcionais.

Para eliminar qualquer possibilidade de influéncia dos antigenos
alogeneicos em nosso sistema e comprovar que o mecanismo utilizado pelos

linfécitos BN na indugao de tolerancia a H-Y no modelo de transplante de pele,
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descrito por Fuchs & Matzinger em 1992, é mediado por supressao, realizou-se
um experimento utilizando camundongos B6 fémeas como receptores e B6
machos — ndo F1(bxd) — como fonte de células BN, e doadores do enxerto de
pele. Neste caso, a unica diferenca antigénica entre doadores e receptores foi
o antigeno H-Y, assim como nos experimentos descritos na literatura pelo
grupo acima mencionado. Como se observa na figura 24-B, novamente, o
tratamento com anti-CD25 foi capaz de quebrar a tolerancia induzida por
linfocitos B virgens. Na analise histopatologica das peles tolerizadas mediante
o tratamento prévio com BN também se observou infiltrado linfocitario (figura
24-C).

Em ambos experimentos mencionados acima n&o se utilizou isotipo
controle pela dificuldade de encontrar e purificar uma grande quantidade de
imunoglobulina IgM. Porém o uso deste anticorpo na auséncia de isotipo

controle é muito usado e aceito em trabalhos da literatura.
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Tratamento com anti-CD25 bloqueia a tolerancia mediada por células BN

A -
Protocolo
B6 @
| | | | e Anadlise por
I I | | 6 semanas
Dia - 8: Dia - 7: Dia zero : Dia +2: Dia +5:
7D-4 BNF1J3 -1V TP:B6 & 7D-4 7D-4
Apods o dia 5: 7D-4 semanalmente
Sobrevivéncia dos Enxertos
Receptores Controles- n&o Receptores tratados com BN
tratados com BN F1 Macho
1004
a0
= T 80 11
o 2 o4
= £ B6 &
= = 504
E T 404
= 2 30
[ 0 20+
L1} 10Q 20 30 40 &0 B0 Q 0 20 ko A 50 &0
Dias pds-transplante Dias pos-transplante

Feceptores tratados com BN
F1 Macho +anti-CD25

100

754

25 B6 &

% Sobrevivéncia

0 10 20 30 40 50 6O

Dias pas-transplante

88



B -

Protocolo
B6 ¢
| | I I I »  Analise por
I I | | | 6 semanas
Dia - 8: Dia-7: Dia zero : Dia +2: Dia +5:
7D-4 BNB6 J -1V TP: B6 & 7D-4 7D-4

Apods o dia 5: 7D-4 semanalmente

Sobrevivéncia dos Enxertos

Receptores Confroles- ndo Feceptores tratados com EMN de BB

tratados com EN Machao

100 pusaman-ynae-as ] T00 %
- B6 @ o
2 75+ g 754 B6 &
i [T}
= =
E 504 'E S0
= ]1 =
':'% 264 B6 @ L.% 25
&= =

a0 T Y T T v Q T T T T g

1] o 20 0 40 50 1] 40 20 0 40 1]

Dias pds-transplante Dias pds-transplante

Feceptores tratados com BN de BE
Macho +anti-CD25

004
s
2 754
L i}
=
=
o 50
= B6 &
o
Ll od
=
o T T T Y 1
] 10 20 20 40 50

Dias pos-transplante

&9



C-

Analise histopatolégica
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Figura 24. Tratamento com anticorpos anti-CD25 bloqueia a tolerdncia mediada por
células BN. (A) Tratamento com 7D-4 reverte a tolerdncia ao antigeno H-Y no modelo de
transplante de pele. Camundongos B6 foram tratados, com uma injecao IV de 10" células BN
provenientes de camundongos F1(bxd) machos e apdés uma semana enxertados, na cauda,
com pele de: B6 fémea e B6 macho; ou somente de B6 macho. Um grupo de animais recebeu
o tratamento com 7D-4 no dia -1, +2, +5 em relagéo ao transplante (dia zero) e posteriormente
uma vez por semana até o final do experimento. Seis animais por grupo. O protocolo da figura
ilustra o experimento teste que recebeu o anticorpo. (B) Tolerancia mediada por linfocitos
BN é dependente de Treg em experimento idéntico ao descrito previamente na literatura.
Camundongos B6 foram tratados, com uma injegdo IV de 10" células BN provenientes de
camundongos B6 machos e apés uma semana enxertados, na cauda, com pele de: B6 fémea
e B6 macho; ou somente de B6 macho. Um grupo de animais recebeu o tratamento com 7D-4
no dia -1, +2, +5 em relagao ao transplante (dia zero) e posteriormente uma vez por semana
até o final do experimento (esquematizado no protocolo da figura). Quatro animais por grupo.
(C) Analise histopatolégica das peles aceitas no controle (B6 fémea) e de B6 macho de
animais tratados com BN de B6 macho (figura 24-B). 90



Estes dados confirmam que a tolerancia ao H-Y observada no modelo

de transplante de pele € mediada por células T regulatorias.

4.9 A tolerancia ao antigeno H-Y secundaria a pele de F1(bxd) fémea é
bloqueada com 7D-4

Outro teste foi realizado para analisar se a situag&do descrita na figura 19
(tolerancia a pele de B6 macho secundaria ao transplante de pele de F1(bxd)
também pode ser quebrada pela adicdo do anticorpo anti-CD25. Para tal,
camundongos B6 fémeas foram tratados com célula BN de F1(bxd) fémea.
ApOs uma semana, esses animais foram transplantados na cauda com dois
enxertos: um de B6 macho e um de F1(bxd) fémea. Novamente, um grupo de
animais recebeu o tratamento com anti-CD25 no dia -1, +2, +5 em relagdo ao
transplante (dia zero) e entdo semanalmente (figura 25). Os receptores que
receberam o anticorpo rejeitaram ambos os transplantes, mostrando que a
tolerancia ao H-Y secundaria a pele de F1(bxd) fémea era efeito da fungao

supressora de células regulatorias.
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A tolerancia ao antigeno H-Y secundaria a pele de F1(bxd) fémea é

bloqueada com 7D-4
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Figura 25. A tolerancia ao antigeno H-Y secundaria a pele de F1(bxd) fémea é bloqueada
com 7D-4. Camundongos B6 fémeas foram tratados com BN de F1(bxd) fémea. Apdés uma
semana, estes animais foram transplantados, na cauda, com trés enxertos: um de B6 fémea,
um de B6 macho e um de F1(bxd) fémea, ou dois enxertos: um de B6 macho e um de F1(bxd)
fémea (como ilustrado na figura). Novamente, um grupo de animais recebeu o tratamento com
7D-4 anti-CD25 no dia -1, +2 e +5 em relagéo ao transplante (dia zero) e posterioemente, uma
vez por semana até o final do experimento (esquematizado no protocolo da figura). Cinco

animais por grupo.
92



4.10 Linfécitos B ativados com LPS sao incapazes de induzir tolerancia

no modelo de transplante de pele

Por ultimo, verificou-se se mudangas na ativagdo dos linfocitos B
influenciariam sua capacidade tolerogénica. Para responder tal questéo,
linfécitos B foram ativados com LPS e seu potencial tolerizante testado no
modelo de transplante de pele. Primeiramente realizaram-se alguns testes para
a verificar a eficiéncia do método de ativacao utilizado. Dentre esses controles,
analisou-se o aumento de marcadores de ativagao de linfécitos B por citometria
de fluxo e ainda o potencial co-estimulatério destas células como estimuladores
de uma MLR in vitro. Como se observa na figura 26-A, apds a ativagdo com
LPS houve um aumento relativo de expressdo da molécula co-estimulatoria
CD86 e nas moléculas MHC classe IlI, sem alteracdo consideravel nas
moléculas CD80. Estes linfocitos mostraram-se ainda potentes estimuladores

de uma MLR in vitro (figura 26-B).
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Analise da eficiéncia do método utilizadado para ativar os linfécitos

B virgens
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Figura 26. Andlise da eficiéencia do método de ativacdo utilizado. Células B de
camundongos F1(bxd) ou B6 foram purificadas e estimuladas com 15 ug/ml de LPS. A ativagéo
destas células foi avaliada através do aumento da expressao de marcadores de ativagdo (por
citometria de fluxo— sendo que em verde sdo as células ativadas com LPS e em roxo o controle
com células BN) (A) e pelo potencial co-estimulador em uma MLR: Células T, de linfonodos
mesentéricos de camundongos BALB/c (2x10°) foram estimuladas in vitro, na presenca de
células BN; esplendcitos totais e células B ativadas com LPS, irradiadas e obtidas de
camundongos B6 (4x10°). A cultura foi mantida durante 5 dias e a proliferagéo foi avaliada por
incorporacgdo de timidina nas Ultimas 18 horas. A leitura do resultado feita por cintilagcao liquida
de irradiagdo em contador B. Resultado representativo de 3 experimentos realizados em
triplicata, no caso da letra B.
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Uma vez padronizada a estimulacdo com LPS, analisou-se a capacidade
destas células B ativadas na inducdo de tolerancia a H-Y no modelo de
transplante de pele. Assim, linfécitos BN de B6 macho foram purificados e
ativados com LPS. Estas células foram infundidas em camundongos B6
fémeas, que apds uma semana receberam um enxerto de pele de animais B6
machos (Figura 27). Estes enxertos foram rejeitados, mostrando que a
tolerancia mediada por linfécitos B no modelo de transplante de pele é

dependente do estado de ativacao destes linfécitos.
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Linfécitos B ativados com LPS sao incapazes de induzir tolerancia

no modelo de transplante de pele
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Figura 27. Linfécitos B ativados com LPS sao incapazes de induzir tolerancia no modelo
de transplante de pele. Camundongos B6 foram tratados, com uma injegéo IV de 10’ células B
virgens (BN) ou ativadas com LPS, provenientes de camundongos B6 machos, e apés uma
semana enxertados na cauda com pele de: B6 fémea e B6 macho (controle); ou somente de B6
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macho (4 animais por grupo). O protocolo esquematiza o grupo teste (B+LPS).



Reunindo as informagdes descritas acima, concluimos que os linfécitos
B ndo induzem tolerancia a antigenos alogeneicos no modelo de transplante de
pele, devido a complexidade da resposta mediada por antigenos. A resposta
mediada por linfécitos BN & dependente de células T regulatérias CD4°CD25"
Foxp3®, e da ativacdo destes linfécitos. Ainda, pode-se observar uma a

tolerancia secundaria, induzida por antigenos de F1(bxd), capaz de tolerizar a

pele de B6 macho.
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5- DISCUSSAO

Os linfocitos B vém sendo intensamente estudados como importantes
moduladores da resposta imunologica. Como células apresentadoras, podem
ativar ou tolerizar linfécitos T, participando da geragao, regulacéo e tolerizagéo
da resposta imunologica. Nas ultimas décadas, muitos grupos de
pesquisadores tém-se empenhado no estudo da tolerancia mediada pelos
linfécitos B (Ryan, Gress e cols., 1984; Eynon & Parker, 1992; Fuchs &
Matzinger, 1992, Seamons, Perchellet e cols., 2006; D orazioand & Niederkorn,
1998; Ashour & Nierderkorn, 2006; Wu, Monsonego e cols., 2006; Tsitoura,
Yeung e cols., 2002; Lei, Su e cols., 2005).

No inicio da década de 1990, surgiram dois trabalhos demonstrando que
os linfocitos B virgens eram capazes de induzir tolerancia periférica a antigenos
relativamente “simples”. Eynon & Parker, relataram, em 1992, que os linfécitos
B virgens eram capazes de induzir tolerancia periférica em camundongos a
proteinas soluveis capazes de se ligar especificamente as células B (Eynon &
Parker, 1992). No mesmo ano Fuchs & Matzinger mostraram que a
transferéncia endovenosa de células B virgens de animais machos para
receptores fémeas induz tolerancia ao antigeno especifico de macho — H-Y
(Fuchs & Matzinger, 1992). Nessa ocasido, o mecanismo proposto para
explicar esta indugédo de tolerdncia mediada por células B foi a anergia. Esta
hipétese foi reforgada pela co-estimulagcédo deficiente desses linfécitos (Liu &
Janeway, 1991).

Sendo a anergia 0 mecanismo proposto para explicar a toleréncia

mediada pela célula B, questionou-se a possibilidade de indug¢ao de tolerancia
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a antigenos alogeneicos mediada por estas células. Os estudos relacionados
com reconhecimento do préprio e nao proprio sempre receberam destaque
devido ao seu papel fundamental na rejeicdo de transplantes alogeneicos. A
utilizagdo de linfécitos B virgens para induzir tolerdncia a aloantigenos seria
uma metodologia promissora, de simples utilizagao e especifica.

Para testar tal hipotese, camundongos B6 foram tratados com injegéo
endovenosa de linfocitos BN provenientes de camundongos F1(bxd) machos.
Apds uma semana, estes animais receberam, na cauda, um enxerto de pele de
B6 macho e um de F1(bxd) fémea (Figura 14). Como esperado (previamente
descrito na literatura de maneira muito semelhante — Fuchs & Matzinger,
1992), 90% dos animais tratados com BN de F1(bxd) macho foram tolerantes
ao enxerto de B6 macho (Figura 14). Entretanto, o tratamento com BN de
F1(bxd) ndo preveniu a rejeicdo dos enxertos provenientes de camundongos
F1(bxd) fémeas, apesar de aparentemente retardar a rejeigao.

Relatos reportados na literatura mencionam toleréncia tecido-especifica
no caso de transplantes alogénicos (Bonomo & Matzinger, 1993). Em 1993,
esses autores, mostraram que quimeras de BALB/c NUDE que recebem
estroma timico de B6 aceitam enxertos de pele e rejeitam enxertos de bago
desta mesma linhagem. Estas quimeras enxertadas com timo de B6 rejeitam o
componente hematopoético, porém aceitam o componente epitelial do timo. No
caso de um antigeno mais “simples” (H-Y), € sabido que tanto os linfécitos BN,
quanto a pele provavelmente estdo apresentando os mesmos epitopos,
entretanto, tratando-se de uma resposta complexa, com antigenos variados,
como no caso dos antigenos alogeneicos do MHC, é provavel que exista uma

diferenca nos epitopos e antigenos apresentados nestas duas situagdes. Esta
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hipétese foi derrubada ao se evidenciar que camundongos B6 previamente
infundidos com linfécitos B virgens de F1 (bxd) rejeitam linfocitos B de F1(bxd)
e transplante de bago na capsula renal proveniente dos mesmos animais
(figuras 18 e 15), apesar do repertorio antigéncio ndo ser exatamente idéntico
nas células utilizada para tolerizar e para o teste, pois esplendcitos totais (cerca
de 60% de células B) e células B totais (pureza em torno de 80%) foram
usados para o teste enquanto a indugao foi feita com BN. Esses experimentos
sugerem que a inabilidade dos linfocitos BN em tolerizar uma resposta
alogeneica a pele ndo é uma questdo de especificidade tecidual, mas algo
ligado a complexidade dos aloantigenos.

Tendo por base os dados acima mencionados, iniciou-se uma
investigagcdo mais profunda dos mecanismos utilizados pelas células B na
inducdo ou ndo de tolerancia a antigenos. Como mencionado anteriormente,
relatos da literatura sugerem o envolvimento de mecanismos de supress&o
relacionados com a tolerancia mediada por células B (Lei, Su e cols., 2005;
Soukhareva, Jiang e cols., 2006; Apostolou, Sarukhan e cols., 2002; Suto
Nakajima e cols., 2002; Reichardt, Dornbach e cols., 2007). Nossos resultados
mostram a rejeicdo dos transplantes em uma situagdo na qual existe uma
grande variabilidade antigénica e, consequentemente, a frequéncia de clones
de células respondedoras € alta. Sabe-se que tratando-se de células
regulatodrias, o efeito supressor é dependente de um equilibrio adequado entre
as ceélulas respondedoras e regulatorias (Almeida, Zaragoza e cols., 2006;
Takahashi Kuniyasu cols., 1998, Thornton & Shevach, 1998). Baseado nestas
informagbes, o proximo questionamento foi se o impedimento de gerar

tolerancia ao F1(bxd) é devido a um limite quantitativo na capacidade de ativar

100



0 mecanismo regulatério. Para responder a esta pergunta, utilizou-se células
BN de camundongos F1(bxd) fémea, na auséncia do componente H-Y, na
tentativa de maximizar a geracdo de tolerancia aos antigenos alogeneicos, ja
que se observava um retardo na rejeicdo da pele semi-alogeneica quando os
animais eram previamente tratados com BN, ainda que estatisticamente n&o
significativo. Os dados da figura 19 mostram que a eliminagdo do antigeno H-Y
nao foi suficiente para induzir tolerancia a pele do F1(bxd).

No entanto, supreendentemente, receptores tratados com células BN de
F1 fémea e enxertados com os dois transplantes (B6 macho e F1(bxd) fémea)
aceitaram o enxerto de B6 macho e rejeitaram o de F1(bxd) fémea, apesar
de nunca terem tido contato com antigenos de macho. Por outro lado, como
esperado os animais tratados da mesma maneira (BN de F1(bxd) fémea) e
transplantados com um unico enxerto de B6 macho rejeitaram o enxerto. Os
dados mostrados na figura 19 sugerem que por influéncia de algum estimulo
fornecido pela pele de F1, ocorre a tolerancia da pele do B6 macho.

O proximo passo foi estudar se a pele do F1(bxd), necessaria para que
haja tolerancia do H-Y, funciona como um reestimulo especifico ao estimulo
tolerogénico. Para tal, camundongos B6 fémeas foram tratados com células B
virgens de F1 (B6 x BALB/c) fémeas e transplantados com uma pele de F1
(B6 x C3H) fémea, e uma pele de B6 macho. Nesta situagcdo, as células
utilizadas para induzir tolerancia possuiam MHC alogeneico diferente da pele
utilizada para o teste: BALB/c, H-2°; C3H, H-2X. Os receptores B6 fémeas
previamente tratados com células BN de F1(B6 x BALB/c) fémea e
enxertados com dois transplantes, um de B6 macho e um de F1 (B6 x C3H)

fémea, rejeitaram os dois enxertos (Figura 20). Estes dados mostram que,
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para ocorrer a tolerancia a pele de macho vislumbrada na situagcdo descrita na
figura 19, se faz necessaria a presenca de  antigenos alogeneicos
semelhantes, no estimulo tolerogénico e na reestimulagéo.

Resumindo, para que ocorra o fendbmeno de tolerdncia mediado pelas
células B virgens, se faz necessario um estimulo antigeno-especifico,
fornecido, neste caso, pela pele de F1(B6xBALB/c) fémea, evoluindo para uma
tolerancia secundaria em relagdo ao estimulo tolerogénico, capaz de tolerizar
ao transplante de B6 macho. Prosseguindo na investigagdo dos mecanismos
envolvidos no fendmeno de tolerancia mediada por linfécitos B virgens, fizemos
uma analise histopatolégica das peles transplantadas e aceitas. Ambas as
peles, singeneica e de macho tolerizada, apresentaram estruturas teciduais
integras, entretanto, nos enxertos de B6 macho tolerizados pelos linfécitos B
virgens detectamos a presencga de infiltrados linfocitarios (figura 21). Este dado
sugere um padrao de tolerancia imunoldgica ativo. Pretendemos agora verificar
quais sdo as células que fazem parte deste infiltrado. Tal verificacdo sera
realizada através de imuno-histoquimica que avaliara a presencga de linfocitos
CD3, CD4'Foxp3* e CD4'Foxp3". Isto proporcionara a analise da presenca de
Treg no infiltrado e, de maneira geral, permitira observar a proporgdo entre
células supressoras (CD4*Foxp3*) e efetoras (CD4 Foxp3).

Baseados nas evidéncias descritas acima, que propdéem um mecanismo
de tolerdncia  ativo, investigamos células Treg convencionais
(CD4*CD25'Foxp3”), por serem as células regulatérias de mais facil
caracterizagdo, nos animais tratados ou ndo com células BN. Procuramos
saber como se encontrava o valor relativo e absoluto destas células nos

linfonodos drenantes de animais tratados com estes linfocitos e desafiados com
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os antigenos determinados (H-Y ou aloantigenos). O valor relativo destas
células CD4'CD25Foxp3™ ndo se mostrou alterado nos animais tratados ou
ndo com BN (figuras 22 e 23). No entanto o numero total de células dos
linfonodos drenantes dos camundongos previamente tratados com células B
virgens apresentou valores menores quando comparados ao controle nao
tratado (figuras 22 e 23). Estes dados mostram que existe algum sinal
bloqueando a proliferacéo celular nos animais que recebem BN e este estimulo
nao é dependente de um aumento percentual de células regulatérias presentes
no linfonodo. Os fatos indicam uma inibigao relacionada a uma potenciacido na
funcdo das Treg mediada por linfocitos B virgens. Foi feito entdo um teste para
analisar a fungédo destas células Treg presentes nos LN dos animais tratados
ou ndo com BN. Para tal, realizamos um ensaio de supressédo in vitro

utilizando-se camundongos Marylin RAG™

tratados com células B virgens de
F1(bxd) macho e desafiados no coxim plantar com esplendcitos de B6 macho.
Os dados da figura 23-B mostram que as células obtidas dos linfonodos
drenantes dos camundongos tratados com linfécitos BN foram capazes de
suprimir aproximadamente 50% da proliferagdo das células respondedoras
presentes na cultura. O mesmo n&o foi observado com células de linfonodo de
camundongos nao tratados. Estes dados sugerem um papel estimulatério dos
linfocitos BN, sobre as Treg, possibilitando um aumento na sua capacidade de
suprimir uma resposta. O fato de as células Treg aperecerem em animais RAG"
" que ndo geram ceélulas T regulatérias intratimicamente, aponta para a
geragdo das mesmas na periferia. No entanto vale ressaltar que animais

apenas imunizados possuem um numero de Treg similar aos tratados com BN,

sugerindo ndo ser uma atribuicdo da BN gerar estes linfécitos supressores,
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mas provavelmente ativa-los. Os mecanismos moleculares que definem quais
sdo os sinais fornecidos as células T regulatérias ainda precisam ser definidos.
A analise do perfil de citocinas no local do enxerto e no linfonodo drenante
também pode ser bastante interessante na caracterizagdo dos sinais fornecidos
pelos linfécitos B. Ainda precisamos avaliar a participacdo de outras
subpopulagdes de células T regulatérias. Estudos revelam a participagao de
linfocitos B na geragéo de células T CD4°CD25 e, mais recentemente, Foxp3'.
Estas células ndo foram investigadas neste trabalho devido a restricbes
metodoldgicas para acessa-las (Apostolou, Sarukhan e cols., 2002; Hansen,
Westendor e cols., 2007).

A analise dos dados mencionados até este momento sugere que a
tolerdncia mediada por linfécitos B virgens seja um fenémeno ativo, muito
possivelmente dependente de células T regulatorias: rejeicdo da pele em
resposta a muitos antigenos, onde, provavelmente, ndo se consegue alcancgar
equilibrio entre células respondedoras e supressoras; presenca de infiltrado
celular nas peles aceitas de receptores tratados com células B virgens e ainda
aumento de funcdo supressora nos linfonodos drenantes de animais
previamente tratados com BN e desafiados com os mesmos antigenos. Sendo
assim, o passo seguinte foi verificar a necessidade da presencga de células T
regulatérias funcionais para que ocorra a toleréncia induzida por células B
virgens. Para esclarecer esta questao, utilizamos anticorpos monoclonais anti-
CD25 (7D-4), bloqueadores da funcdo efetora destas células (Kohm,
Macmahon e cols,. 2006) (figura 24). O tratamento com anti-CD25 reverteu a
tolerancia induzida pelos linfécitos B. Este resultado foi extremamente

esclarecedor, demonstrando que a tolerancia mediada por células B virgens é
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dependente, in vivo, no modelo de transplante de pele, de células regulatérias

funcionais (figura 28).

T efetora

CélulaT

inal 2

APC

Figura 28. A tolerancia mediada pelos linfocitos B virgens é dependente de células T
regulatérias. Os dados relatados neste trabalho mostram que a tolerdncia imunologica
dependente de linfécitos B virgens envolve processos ativos de supressao, com a participagao de
células T regulatérias. Sobre o mecanismo, ainda nao é claro, sabe-se que ocorre uma
potenciagéo na fungdo supressora destas células, entretanto, se isto se deve a um estimulo direto
fornecido pelas células B ou indireto pela sinalizagdo por outras células apresentadoras de
antigenos, ainda n&do temos conhecimento. O fenémeno de anergia ilustrado na letra B foi a
principal explicagdo para este fendbmeno de tolerdncia na época de sua descricdo. Esta
explicagdo nao pode ser descartada. A falta de co-estimulagdo, dos linfécitos B virgens, pode
influenciar na sinalizagdo das células Treg, mas este fato precisa ser investigado mais
profundamente. (Modificado de ilustragdes de Real F.).

A partir desses dados, realizamos um teste idéntico ao descrito
previamente na literatura para confirmar que o mecanismo utilizado pelos
linfocitos B virgens na indugdo de tolerancia ao enxerto de pele de macho
relatado por Fuchs & Matzinger em 1992 é dependente de Treg e ndo de
anergia, ou pelo menos ndo somente de anergia. Apesar de usarmos um

sistema similar, em nosso caso a célula BN foi proveniente de F1(bxd) macho e
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no modelo previamente descrito, de B10 macho, sendo os hospedeiros B6
fémea ou B10 fémea respectivamente. No nosso modelo, o estimulo
tolerogénico carrega, além do H-Y, antigenos alogeneicos provenientes do
BALB/c, ja no de Fuchs & Matzinger o unico antigeno diferente entre doador e
receptor é o H-Y (Fuchs & Matzinger, 1992). Se as Treg s&o realmente criticas
na indugdo de tolerancia por células B, a eliminagao de Treg funcionais deveria
inibir a tolerancia também no modelo de Fuchs & Matzinger. De fato, o
tratamento com anti-CD25 de B6 fémeas tratadas com BN de B6 macho
impede a aceitagdo da pele do macho, ao contrario do que acontece nos
animais que ndo recebem o anticorpo (figura 24-B).

Demonstrado que a indugdo de tolerancia por linfécitos BN € mediada
por mecanismos de supressao, investigamos se a deficiéncia de atividade co-
estimulatoria destas células influencia sua capacidade tolerogénica. Para
responder tal questdo, linfocitos B foram ativados com LPS e seu potencial
tolerizante testado no modelo de transplante de pele. Estes enxertos foram
rejeitados, mostrando que a tolerancia mediada por linfécitos B no modelo de
transplante de pele € dependente do estado de ativacdo destes linfocitos
(figura 27). Este dado foi bastante curioso, pois relatos da literatura mostram
que linfocitos B transgénicos ativados com LPS podem ser utilizados como
fonte de células tolerogénicas. Alguns definem ainda que esta tolerancia é
mediada por células regulatérias (Lei, Su e cols., 2005; Soukhareva, Jiang e
cols., 2006). O modelo analisado nestes casos nao foi o transplante de pele. O
fato de usarem células B modificadas pode influenciar nos sinais € mecanismos

relacionados a tolerancia.

106



Vale discutir se existe relacdo entre a auséncia de co-estimulacdo dos
linfocitos BN, que leva a anergia de um linfécito T, e a tolerancia mediada por
células BN que mostrou-se dependente de Treg. Sabe-se que quando um
linfécito T recebe um sinal completo de ativagdo, o mesmo forma um forte
complexo composto pelas moléculas NFAT (nuclear factor of activating T cells)
e AP-1 (Fos-Jun) que induzem a expressao de outros genes relacionados a
ativagdo celular (Rao, Luo e cols., 1997). Por outro lado, se este linfocito T
recebe um sinal de ativagado parcial, incompleto, o NFAT desencadeia a
expressao de genes AP-1 independentes que promovem reguladores negativos
de ativacdo a este linfocito, induzindo a anergia (Heissmeyer, Macian e cols.,
2004; Heissmeyer & Rao, 2004.; Macian, Garcia-Cozar e cols., 2002). A
molécula Foxp3 reprime as transcrigbes génicas dependentes da ligacéo
NFAT:AP-1 e sua ligacdo ao NFAT bloqueia a produgado de IL-2, e aumenta a
expressdo de CTLA-4 e CD25. Sendo assim, o fator de transcricdo NFAT
direciona dois programas bioldgicos totalmente distintos: ativagdo e tolerancia
dos linfocitos T (Wu, Borde e cols., 2006). Podemos sugerir que as células B
ativadas com LPS estariam fornecendo um sinal completo de ativacao aos
linfocitos T, induzindo a ligacdo NFAT:AP-1, responsaveis pela transcricao de
genes de ativagao, o que leva a geragao de resposta imunoldgica responsavel
pela rejeicdo do transplante de pele vislumbrada na figura 27. Ja a célula B
virgem forneceria uma ativagdo incompleta as células T, incapaz de gerar o
complexo NFAT:AP-1, propiciando a indugcdo de células anérgicas e
aumentando a probabilidade da ligacdo NFAT:Foxp3, o que induziria células

regulatdrias, que por sua vez, podem ser células anérgicas (Shevach, 2000).
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Sabendo-se que a tolerdncia dependente de células B virgens é
mediada por células T regulatérias, investgamos a influéncia destas Treg na
tolerancia secundaria observada nos receptores tratados com linfécitos B
virgens de F1(bxd) fémea e enxertados com duas peles, uma de B6 macho e
uma de F1(bxd) fémea (figura 19). Esta analise ocorreu através da realizagao
de um experimento como o descrito na figura 19, porém um grupo de animais
recebeu o tratamento com anticorpos anti-CD25. Este grupo de camundongos
rejeitou ambos os enxertos, de B6 macho e F1 fémea (figura 25), mostrando
que o fendbmeno observado foi efeito da funcdo supressora de células
regulatérias.

Aprofundando um pouco esta questdo, no caso acima mencionado
(figuras 19 e 25), observou-se uma tolerancia ao H-Y na auséncia total de
exposicao prévia a este antigeno. As células apresentadoras da pele de F1
fémea ndo apresentam o antigeno H-Y, mas sua presenga € indispensavel
para que ocorra a tolerancia do enxerto de pele de B6 macho. Provavelmente
os linfécitos B virgens fornecem um sinal inicial que possibilita uma pré-
ativagdo das células T regulatérias. Estas células, por sua vez, seriam ativadas
especificamente pelo enxerto de pele. Algumas sugestdes podem ser
analisadas em relagdo aos processos envolvidos neste fendmeno. Estas
células supressoras precisam ser expostas a um segundo estimulo no local de
acao (provavelmente no linfonodo drenante ao tecido desafiado). O principal
ponto a ser discutido neste momento € de que forma ocorre a estimulacgéo,
que leva a uma tolerancia secundaria a um antigeno nunca antes visto. (figura

29). Existem algumas hipoteses:
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I — Uma opcgao poderia ser as células dendriticas do hospedeiro,
presentes no linfonodo drenante do local desafiado (local que recebeu o
enxerto) processarem antigenos de ambas as peles — F1(bxd) fémea e B6
macho. Uma vez que estas apresentadoras entram em contato com células T
regulatérias especificas para antigenos de BALB/c e tornem-se células
apresentadoras com potencial inibidor da resposta, poderiam “desligar”
linfocitos efetores, ou ativar células regulatorias especificas para o antigeno de
macho. Sabe-se que a célula regulatoria pode agir sobre a APC, tornando-a
inibitéria (Dipaolo, Brinster e cols., 2007; Tang, Adams e cols, 2006) (figura 29-
).

Il — Outra possibilidade seria as células apresentadoras de antigenos da
pele de F1(bxd) captarem e apresentarem antigenos de B6 macho no linfonodo
drenante aos enxertos. Novamente, se estas APC entrarem em contato com
células Treg especificas para BALB/c, estas células regulatorias poderiam
induzir células dendriticas inibitérias, que por sua vez, ativariam células Treg
especificas para H-Y e inibiriam a resposta efetora para este antigeno (figura
29-11).

Il — Por fim, como uma terceira hipotese, células T regulatérias
especificas para antigenos de BALB/c poderiam inibir células dendriticas do
enxerto de pele de F1. Esta APC que apresenta antigenos proprios (de B6) e
alogeneicos (de BALB/c) poderia ativar Treg especificas para ambos os
antigenos. Uma célula Treg especifica para antigenos de B6 pode ser ativada
nesta APC de F1(bxd) e, posteriomente, atuar sobre uma célula apresentadora

do hospedeiro (que apresenta antigenos H-Y, proprios e alo) ou da pele de B6
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macho (que apresenta antigenos H-Y e préprios), podendo agora inibir a
resposta ao H-Y (figura 29-111).

As questdes acima mencionadas n&o sao excludentes, ou seja, todos
estes processos podem estar acontecendo no linfonodo. Estas situacdes estdo
correlacionadas com os experimentos de Alpan, Bachelder e cols, 2004, que
visualizam indugéo de tolerancia a dois diferentes antigenos apresentados pela
mesma célula apresentadora estimulada com linfocitos T tolerégenicos
especificos para apenas um dos antigenos. Em seu modelo utilizam
camundongos transgénicos com linfécitos T especificos para OVA e citocromo
C de pombo (PCC). Estes animais sdo alimentados oralmente com o antigeno
de OVA e seus linfécitos, quando em contato in vitro, com uma APC,
previamente pulsada com peptideos de ovalbumina e PCC, “educam” esta
célula a tolerizar linfocitos T especificos para ambos os antigenos, ainda que
os linfocitos especificos para PCC né&o tivessem tido o contato prévio com o
seu antigeno. Para que o fenbmeno ocorra é preciso que ambos os antigenos
estejam na mesma APC (Alpan, Bachelder e cols., 2004).

Nas situagdes |, Il e lll os linfocitos T precisam reconhecer os antigenos
sobre uma mesma APC. Se isto ocorre simultaneamente, € provavel que seja
por acédo Treg-T efetora (o que n&o exclui Treg-APC-T efetora); se ndo ocorre
simultaneamente, é provavel que seja dependente apenas da APC. Para testar
a veracidade destas hipoteses pretendemos realizar os dois transplantes, B6
macho e F1(bxd) fémea, em locais distintos, com diferentes linfonodos
drenantes. Nossa idéia é realizar um enxerto na cauda e um no dorso dos
camundongos B6 fémeas receptores. Além disso, os dados da figura 20

mostram que, para que ocorra esta tolerancia do antigeno de macho
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secundaria ao enxerto de pele de F1(bxd), se faz necessaria a presenga do
mesmo componente alogeneico na pele e no estimulo tolerogénico,
confirmando o importante papel do antigenos alogeneicos de BALB/c neste
fendbmeno. A estimulagdo mediada por outro antigeno alogeneico F1(bxk), onde
apenas a parte self se mantém em ambos os estimulos, ndo é suficiente para a

visualizagao do fenémeno.
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| — Células dendriticas do hospedeiro processam e apresentam antigenos de

ambas as peles.
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I — Células dendriticas do enxerto de pele de F1(bxd) processam e

apresentam antigenos de ambas as peles.
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Il — Tolerancia mediada por Treg especifica para self ativada em APC

de F1(bxd).

Treg H-Y

Treg “self’

r 1
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Figura 30. Possiveis mecanismos de inducdo de tolerancia a pele de B6 macho apods
tolerancia com B virgem de F1 Fémea. | — Células dendriticas do hospedeiro, presentes no
linfonodo drenante do local desafiado, processariam antigenos de ambas as peles (F1(bxd)
fémea e B6 macho). Uma vez que estas apresentadoras entrassem em contato com células T
regulatorias especificas para antigenos de BALB/c e tornar-se-iam células apresentadoras com
potencial inibidor da resposta, podendo “desligar” linfécitos efetores, ou ativar células regulatorias
especificas para o antigeno de macho. Il — células apresentadoras de antigenos da pele de
F1(bxd) captariam e apresentariam antigenos tanto de BALB/c, quanto de B6 macho. Novamente,
se estas APC entrarem em contato com células Treg especificas para BALB/c, estas células
regulatérias poderiam induzir células dendriticas inibitérias que, por sua vez, ativariam células
Treg especificas para H-Y e inibiriam a resposta efetora para este antigeno. lll — células T
regulatorias especificas para antigenos de BALB/c poderiam inibir células dendriticas do enxerto
de pele de F1. Esta APC que apresenta antigenos proprios e alogeneicos poderia ativar Treg
especificas para ambos os antigenos. Uma célula Treg especifica para antigenos de B6 poderia
ser ativada nesta APC de F1(bxd) e posteriomente atuar sobre uma célula apresentadora do
hospedeiro (que apresenta antigenos H-Y, proprios e alo) ou da pele de B6 macho (que
apresenta antigenos H-Y e proprios), podendo entdo inibir a resposta ao H-Y.
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De uma forma geral, podemos sugerir com os dados apresentados neste
trabalho, que os linfocitos B virgens estariam influenciando de alguma forma
(através de algum tipo de pré-ativagcéo) a populagdo de células T regulatorias.
Estas células, por sua vez, seriam ativadas especificamente pelo enxerto de
pele. Para que ocorra a tolerizacdo desta pele se faz necessario um equilibrio
adequado entre as células efetoras e regulatorias. Provavelmente, esta seria a
razao pela qual observamos a rejeigdo do transplante de F1, enquanto o de B6

macho é aceito.
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6. CONCLUSOES

— Linfocitos B ndo induzem tolerancia a antigenos alogeneicos no modelo de
transplante de pele.

— A incapacidade dos linfocitos BN de induzirem tolerancia a antigenos
alogeneicos nao é dependente da diferenca antigénica entre o estimulo indutor
e o teste.

— O fenbmeno de toleréancia ao antigeno H-Y pode ser secundario a tolerancia
induzida por antigenos F1(bxd) e ao enxerto de pele do mesmo.

— A tolerancia mediada pelos linfocitos BN € um processo ativo mediado por
células Treg.

— No modelo estudado, a toleréncia por linfécitos B virgens é dependente do
estado de ativacao destas células. Células B ativadas com LPS sao incapazes

de realizar o fendbmeno.
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