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Resumo 

 

Na ausência de estímulo antigênico, células B-1 são importantes produtoras de 

anticorpos naturais em camundongos e humanos e são consideradas como a 

primeira linha de defesa contra patógenos. Por causa disso, o papel dessas 

células em respostas imunes mediadas por células T é comumente 

negligenciado. No entanto recentemente foram descritas participações de 

células B-1 nas hipersensibilidades tardia e imediata. O presente trabalho 

verificou o papel de células B-1 na rejeição aguda de aloenxertos no 

camundongo, um processo orquestrado por células T. Para tal, foram 

transplantados coração e pele alogênicos para camundongos selvagens e 

camundongos deficientes em células B-1. A cinética de rejeição, as células 

infiltrantes no enxerto e a migração de células B-1 foram analisadas. Foi 

observado um atraso na cinética de rejeição do camundongo deficiente em 

células B-1, quando comparado com o camundongo selvagem. A transferência 

adotiva de células B-1 eliminou tal atraso. A sobrevida estendida do enxerto foi 

concomitante com menos células T CD8+ e mais mastócitos infiltrantes no 

enxerto. Células B-1 foram encontradas infiltrando o enxerto poucos dias após 

os transplantes. Os resultados deste trabalho mostram que há uma 

participação de células B-1 na rejeição aguda de aloenxertos e colaboram para 

o entendimento da biologia dessas células. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As funções biológicas das células B-1 nas imunidades inata e adaptativa 

ainda são questão de debate. Apesar de as primeiras descrições de células B-1 

datarem do início dos anos 80 (1-3) uma caracterização morfológica mais 

detalhada sobre essas células foi publicada apenas em 2003 (4). Esse fato 

representa bem o quão espalhados e desconectados estão os dados sobre o 

assunto.  

O fato de que células B-1 possuem imunoglobulinas de superfície, e 

também as secretam, torna inevitável a comparação entre essas células e 

linfócitos B convencionais, também chamados de B-2. Uma importante 

discussão nesse cenário trata da origem de cada uma dessas células. A 

primeira hipótese formada foi a de que células B-1 e B-2 são originadas de 

precursores distintos, que, em algum ponto temporal antes do rearranjo de 

imunoglobulinas, já estão comprometidos com uma ou outra linhagem celular. 

Essa hipótese se baseia em experimentos de transferência celular em que 

células do fígado fetal e do omento fetal eram capazes de reconstituir 

preferencialmente células B-1 em camundongos irradiados. Por outro lado, 

células da medula óssea adulta geravam principalmente células B-2. Assim, 

células B-1 seriam uma linhagem fetal, enquanto que células B-2, adulta (5;6). A 

segunda hipótese foi a que células B-1 e B-2 têm precursores comuns que, 

dependendo do estímulo que recebem, se diferenciam em uma ou outra célula. 

Nessa hipótese, células B em processo de maturação, com o nome proposto 

de B-0, com repertórios de anticorpos diferentes se diferenciariam em 

linhagens diferentes. Células B-1, então, seriam formadas pela exposição a 
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antígenos timo-independentes que fossem reconhecidos por suas 

imunoglobulinas de superfície (7). 

De fato, o repertório de anticorpos de células B-1 é distinto do de células 

B-2. As primeiras secretam IgM de baixa especificidade, com grande 

reatividade com antígenos próprios e alta proporção de expressão de cadeias 

leves lambda (8). Pela primeira hipótese de desenvolvimento, a diferença entre 

os repertórios de anticorpos estaria definida antes da formação de células 

maduras e seria uma consequência dos comprometimentos distintos de cada 

progenitor. Já pela segunda hipótese, a diferença nos repertórios seria a causa, 

ao invés da consequência, da formação de células distintas (7). 

Recentemente, essa discussão pendeu para o lado da hipótese dos 

precursores distintos, uma vez que foi identificado um precursor na medula 

óssea que reconstitui principalmente células B-1 em camundongos SCID e que 

é diferente do precursor de células B-2 (9). Células B-1, que representam a 

principal população de células B das cavidades peritoneal e pleural no 

camundongo (10), diferem dos linfócitos B convencionais em vários outros 

aspectos. 

Primeiramente, há diferenças entre os marcadores de superfície de cada 

uma dessas células. Células B-1 e B convencionais possuem marcadores 

comuns como CD19, IgM, IgD e B220, mas diferem quanto à expressão de 

CD23, presente em células B-2, mas ausente em células B-1. Também se 

destaca a presença de CD11b (Mac-1) em células B-1, um marcador típico de 

macrófagos, que está ausente em células B-2 (5). Por fim, as células B-1 

podem ainda ser subdividas em B-1a, que expressam o marcador CD5, e B-1b, 
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que não o fazem (11). Uma discussão sobre diferenças funcionais entre células 

B-1a e B-1b será feita mais adiante. 

A identificação de células B-1 e suas subpopulações por meio de 

diferentes perfis de expressão de marcadores de superfície traz estas duas 

questões aos pesquisadores dessa área: uma de caráter mais prático, ligada à 

concepção e execução de experimentos e outra de caráter mais teórico, ligada 

a modelos e hipóteses sobre a origem e funções destas células. 

A primeira questão está ligada ao fato de que, até o momento, não há 

um marcador específico para células B-1. Esse fato toma grande importância 

quando consideramos que muitos dos experimentos que visam identificar 

células B-1 se baseiam na técnica de citometria de fluxo. Assim, dependendo 

de quão detalhista é a pergunta do experimento sendo realizado, o pesquisador 

se vê obrigado a analisar de dois a quatro, ou até mais, marcadores de 

superfície por vez. Na prática, isso demanda mais reagentes, material de 

consumo, animais de experimentação e, consequentemente, mais recursos 

financeiros. É importante, pois, a busca por um marcador de superfície 

específico e representativo de células B-1.  

Ainda versando sobre essa primeira questão, é preciso levar em 

consideração que, além de não possuírem um marcador específico, nem 

sempre as células B-1 apresentam uma única combinação de vários 

marcadores. Já foi descrito que células B-1 têm a capacidade de se 

diferenciarem em fagócitos mononucleares in vitro (12) e que esses fagócitos 

perdem a expressão de CD19 e B220, presentes no estágio anterior. Há relatos 

também de que células B-1, quando ativadas, migram da cavidade peritoneal 

para o baço, onde perdem a expressão de CD11b (13;14). Células com várias 
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características de células B-1, porém CD11b-, também foram encontradas na 

própria cavidade peritoneal de camundongos e foram denominadas de “B-1c” 

por Hastings e colaboradores (15). Essa classificação, entretanto, é contestada 

por Ghosn e colaboradores, que a consideram imprudente (16). 

A segunda questão, invariavelmente ligada à primeira, é conseguir 

interpretar qual o significado biológico dessas diferenças fenotípicas em células 

B-1. Como afirmou Hardy, “a expressão de uma proteína de superfície em 

particular provavelmente não fornecerá um indicador absoluto e não ambíguo 

sobre a inclusão da célula em uma subpopulação funcional” (11). De fato, 

muitos estudos recentes se utlizam de técnicas avançadas de separação 

celular e geram dados sobre o fenótipo das células pesquisadas, que em geral 

não são acompanhados de relatos a respeito da função das mesmas. Quando 

diferentes autores tentam conectar o fenótipo à função, não é rara a criação de 

hipóteses que se contradizem. A expressão da proteína CD11b por exemplo, 

como citado no parágrafo anterior, já foi considerada como critério para o 

estabelecimento de uma nova nomenclatura para as subpopulações de células 

B-1, com a proposta da célula B-1c (15). A mesma proteína, por outro lado, foi 

descrita como um marcador que distingue diferentes estágios no 

desenvolvimento de células B-1, tanto B-1a, quanto B-1b (16). 

Um estudo muito interessante que une a caracterização fenotípica à 

origem e função das células B-1 foi publicado por Popi e colaboradores (17). O 

estudo aborda a diferenciação in vitro de células B-1b peritoneais em células 

com características fagocíticas, morfologicamente semelhantes a macrófagos. 

Essa diferenciação já havia sido descrita em nosso laboratório (12). Popi e 

colaboradores mostram claramente que células B-1, antes da diferenciação, 
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expressam tanto marcadores de superfície associados à linhagem linfoide 

(CD19 e B220) quanto à mieloide (CD11b e F4/80). Já no próximo estágio da 

diferenciação, chamado de “fagócito derivado de células B-1”, os marcadores 

linfoides são perdidos e apenas os mieloides são mantidos. O mesmo acontece 

com fatores de transcrição associados às duas linhagens celulares. Assim, 

células B-1 peritoneais apresentam uma expressão promíscua de marcadores 

de superfície e fatores de transcrição. À luz desses relatos, os autores se 

perguntam se essas células são completamente maduras ou se são apenas um 

estágio no desenvolvimento do fagócito descrito. Já foi descrito em nosso 

laboratório que células B-1 migram da cavidade peritoneal para um foco 

inflamatório inespecífico, onde adquirem a morfologia similar a macrófagos 

mononucleares, provavelmente se diferenciando no fagócito derivado de 

células B-1 (12).  Como células B-1 perderam características linfoides para se 

tornarem células “mais mieloides”, os autores discutem ainda  se seria possível 

uma diferenciação para outro rumo, para uma célula “mais linfoide”. De fato, há 

relatos que, após um estímulo antigênico, células B-1 peritoneais migram para 

o baço, onde se tornam secretoras de anticorpos e perdem a expressão de 

CD11b (13;14;18). 

Em vista dessas discussões, qualquer protocolo de identificação de 

células B-1 por meio de uma combinação definida de marcadores de superfície 

terá vantagens e desvantagens, dependendo do ponto de vista. No presente 

trabalho, de maneira geral, células B-1 da cavidade peritoneal foram 

identificadas de uma maneira mais “clássica”, como células CD19+/CD11b+. A 

análise de células B-1 que migraram da cavidade peritoneal para outro local foi 

feita por meio de marcação com corante fluorescente, para evitar resultados 
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falso negativos gerados pela perda de alguma proteína de superfície durante o 

processo de ativação/migração. 

No aspecto morfológico, também foram relatadas diferenças entre 

células B-1 e B-2. As primeiras são peculiares por possuírem projeções da 

membrana plasmática, núcleo lobulado com pontes de cromatina e baixa 

proporção núcleo/citoplasma, características muito diferentes de células B-2 (4). 

Segundo Mariano, em comunicação pessoal, essas grandes diferenças 

morfológicas fortalecem ainda mais a hipótese de que células B-1 e B-2 são 

linhagens diferentes, diminuindo, assim, a crença em uma possível 

diferenciação de células B-1 em B-2, ou vice-versa. 

A quantidade de células B-1 nas cavidades peritoneal e pleural do 

indivíduo adulto parece ser mantida por autorrenovação. Uma importante 

citocina que teria papel de fator de crescimento autócrino é a IL-10, produzida 

em grande quantidade por células B-1 (19). Realmente, a administração 

contínua de anti-IL-10 leva à depleção seletiva de células B-1, mas não B-2, na 

cavidade peritoneal (20). Essa grande produção de IL-10 levanta a questão 

sobre um possível papel supressor de células B-1. Instigados por essa 

questão, Popi e colaboradores mostraram que, quando células B-1 e 

macrófagos são cocultivados, as primeiras regulam negativamente a atividade 

fagocítica dos últimos, via IL-10 (21). Considerando que macrófagos são 

importantes elementos no dano tecidual gerado durante a rejeição aguda de 

aloenxertos, é coerente a hipótese de que células B-1 pudessem prolongar a 

sobrevida de um órgão transplantado, pela inibição da atividade de 

macrófagos. 
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A subdivisão das células B-1 em B-1a e B-1b foi feita em 1991 com base 

na expressão da proteína CD5 na superfície de algumas células (B-1a) e não 

na de outras (B-1b) (22), mas diferenças funcionais entre as duas 

subpopulações só foram descritas recentemente. A resolução da bacteremia 

em um modelo de infecção por Borrelia hermsii é coincidente com a expansão 

da população de células B-1b, mas não B-1a, na cavidade peritoneal de 

camundongos infectados (23). Nesse modelo, células B-1b secretam IgM 

específica para Borrelia hermsii e geram uma proteção surpreendentemente 

duradoura ao camundongo, de maneira independente de células T.  Células B-

1a são dispensáveis para tal processo (24). 

Haas e colaboradores verificaram que as células B-1 peritoneais de 

camundongos transgênicos que superexpressavam a proteína CD19 eram 

quase que exclusivamente do subtipo B-1a. Já em camundongos deficientes 

em CD19, células B-1b predominavam na cavidade peritoneal. Essa diferença 

já mostra que cada subpopulação tem requisitos diferentes para o seu 

desenvolvimento. Além disso, ao infectar os dois camundongos citados, os 

autores mostram que células B-1a e B-1b participam de maneiras distintas na 

resposta imune humoral contra Streptococcus pneumoniae. Os anticorpos 

provenientes de B-1a foram secretados de forma natural, independente de 

estímulo, enquanto que os produzidos por B-1b foram dependentes de 

imunização prévia. Assim, células B-1a parecem participar da imunidade 

humoral natural, enquanto que B-1b, da adaptativa (25). Esse fato foi 

interpretado por outros autores como uma divisão de trabalho das células B-1, 

culminando em uma maior especialização das duas subpopulações (26).  
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Outra diferença entre células B-1a e B-1b se refere à já citada 

diferenciação em células fagocíticas. Almeida e colaboradores mostraram que 

o sobrenadante de uma cultura de células peritoneais aderentes é 

predominantemente composto por células B-1b e que estas, quando 

recultivadas, aderem à superfície da placa de cultura e diferenciam-se em 

fagócitos (12). O mesmo não acontece com células B-1a (17). Em contrapartida, 

Borrello e Phipps mostraram que células B-1 CD5+ (B-1a) do baço são capazes 

de se diferenciar em células com características de macrófagos, se cultivadas 

com fibroblastos (27;28). 

Essa nomenclatura dos subtipos de células B-1 pode causar certa 

confusão, porque, como as poucas descrições de diferenças funcionais entre 

B-1a e B-1b foram feitas muito tempo após a descrição fenotípica, por vários 

anos a distinção entre elas foi considerada irrelevante. Por isso, muitos 

trabalhos até meados dos anos 2000 descreveram características de ‘células 

B-1’ apenas, sem a preocupação com seus subtipos. 

 No presente trabalho, camundongos com deficiência em células B-1 

receberam transferência de células coletadas do sobrenadante da cultura 

descrita por Almeida e colaboradores, portanto células B-1b. A seção de 

resultados deste trabalho descreverá algumas semelhanças entre dois grupos 

experimentais: o de camundongos selvagens e o de camundongos deficientes 

em células B-1, mas reconstituídos com células B-1b. Ainda, serão descritas 

diferenças entre esses dois grupos e o grupo de camundongos deficientes em 

células B-1, sem qualquer reconstituição. Como os camundongos selvagens 

possuem tanto células B-1a quanto B-1b e como não foi feita a transferência 

seletiva de células B-1a para camundongos deficientes em células B-1, seria 
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impreciso atribuir as diferenças à ação exclusiva de células B-1b. Portanto, o 

presente trabalho utilizará a nomenclatura geral de ‘células B-1’, sem a 

distinção dos subtipos, a não ser que especificado no texto.  

 Talvez a característica funcional mais descrita de células B-1 seja a sua 

produção de anticorpos naturais do isotipo M. Em camundongos e humanos, 

ambos neonatos, são coincidentes a presença de anticorpos naturais, a 

presença de células B-1 e a baixa quantidade de células B-2, indicando que os 

anticorpos seriam secretados por células B-1 (5). Estudos com camundongos 

deficientes em células B-1 mostram também que linhagens com frequências 

normais dessas células possuem títulos elevados de IgM natural, enquanto que 

baixas frequências de células B-1 levam a uma diminuição nos títulos de IgM. 

Assim, células B-1 seriam as principais, se não únicas, fontes de IgM natural 

sérica (8).  

Baumgarth e colaboradores mostraram que camundongos não 

infectados possuem anticorpos IgM naturais contra o vírus influenza e que 

esses anticorpos são secretados principalmente por células B-1. Quando os 

camundongos sofrem infecção, aumenta a produção de anticorpos IgG2a, 

estes derivados de células B-2 (29). Foi proposto então que os anticorpos 

provenientes de células B-1 garantiriam a primeira ‘linha de defesa’ contra 

infecções, mas não seriam capazes de controlar grandes cargas virais, 

situação que demandaria a presença de anticorpos mais específicos e de 

outros isotipos, como os derivados de células B-2 (30). Por causa desses 

dados, Baumgarth, Tung e Herzenberg propõem um sistema imune que evoluiu 

em camadas. Nele, uma camada mais baixa seria a de células B-1, composta 

por mecanismos mais antigos, mais simples, independentes de estímulo 
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antigênico. A camada de cima, evolutivamente mais recente, seria composta 

por células B-2, que tiveram o “luxo” de surgir em um ambiente em que a 

camada inferior já fornecia uma defesa básica contra patógenos. Assim, a 

produção constitutiva de anticorpos naturais por células B-1 permitiria que 

células B-2 pudessem ter uma resposta mais lenta, porém mais eficiente, de 

alta afinidade (31). Um dado que apoia a teoria de que células B-1 fariam parte 

de uma camada mais antiga do sistema imune é a descrição de células B com 

habilidade fagocítica em peixes teleósteos da espécie Onchorhyncus mykiss 

(32). A presença dessas células em vertebrados primitivos leva à comparação 

inevitável com o fagócito derivado de células B-1, descrito em nosso laboratório 

e com a célula B/macrófago, descrita por Borrello e Phipps. 

Como uma grande quantidade de IgM produzida por células B-1 é 

autorreativa, a relação entre essas células e autoimunidade já foi descrita (33). 

O desenvolvimento preferencial de células B-1 em um modelo de camundongo 

‘motheaten’ transgênico leva a uma inflamação autoimune generalizada (34). 

Ainda, a depleção de células B-1 em camundongos New Zealand Black, que 

têm tendência a desenvolver doenças autoimunes, diminuiu os títulos de 

autoanticorpos contra eritrócitos, bem como amenizou a anemia hemolítica 

autoimune (35). 

Por causa da grande produção de anticorpos naturais, células B-1 são 

geralmente associadas à imunidade humoral inata e, em vista disso, a 

participação dessas células em respostas mediadas por células T é 

comumente negligenciada. Recentemente, todavia, alguns pesquisadores 

associaram células B-1 a processos classicamente atribuídos a células T. 
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Em nosso laboratório, De Lorenzo e colaboradores utilizaram um modelo 

clássico de imunização e desafio com ovalbumina, que estimula uma resposta 

de perfil Th2. Os autores mostraram que, na presença de células B-1, tanto o 

edema de pata induzido pelo desafio antigênico, quanto a resposta humoral do 

camundongo eram menores do que na ausência de células B-1. Os autores 

concluem que células B-1 têm um papel supressor na reação de 

hipersensibilidade estudada (36). Já foi demonstrado também que células B-1 

expressam MHC de classe II, CD80, CD86 e que induzem, in vitro, a 

proliferação de células T sensibilizadas com gp43, uma glicoproteína presente 

no fungo Paracoccidioides brasiliensis. Assim, células B-1 foram caracterizadas 

como células apresentadoras de antígeno (37), fato que lhes confere uma 

grande possibilidade de interação com células T e, consequentemente, com a 

imunidade adaptativa. 

Szczepanik e colaboradores estudaram um modelo de hipersensibilidade 

tardia em que camundongos eram imunizados com KLH e então desafiados na 

orelha, com o mesmo antígeno protéico, 4 dias depois. Vinte e quatro horas 

após o desafio, era observado um edema na orelha, considerado pelos autores 

como o compontente “clássico” de 24 horas da hipersensibilidade tardia, o qual 

conta com a migração de células T efetoras para o sítio do desafio. Além desse 

componente, os autores descreveram outro componente que acontecia mais 

precocemente ao desafio, com a formação de um edema apenas 2 horas após 

o desafio. Foi demonstrado que o componente de 2 horas era necessário para 

que ocorresse o componente clássico de 24 horas e que a ocorrência do 

primeiro componente era mediada por células B-1. Os autores mostraram que 

células B-1 ativadas na imunização secretavam anticorpos IgM antígeno-
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específicos. No momento do desafio, esses anticorpos provavelmente 

formavam imunecomplexos com o antígeno, ativando o sistema complemento e 

induzindo a liberação de mediadores vasoativos por mastócitos. Esse fato, que 

ocorre duas horas após o desafio, alteraria a permeabilidade do tecido vascular 

local, facilitando a migração de células T para o local, 24 horas após o desafio. 

Em resumo, células B-1 seriam as iniciadoras do processo que facilita a 

infiltração de células T no sítio de inflamação (38).  

É interessante notar que no trabalho acima descrito, os anticorpos IgM 

antígeno-específicos secretados por células B-1 não existiam antes da 

imunização. Isso indica que eles não fazem parte do grupo de anticorpos 

naturais secretados por essas células. Assim, a participação de células B-1 no 

processo de iniciação da hipersensibilidade tardia não se encaixa na hipótese 

da primeira ‘linha de defesa’. 

Em um modelo semelhante, o mesmo grupo de autores mostrou que 

ativação de células B-1 ocorre de maneira surpreendentemente rápida. Apenas 

uma hora após a imunização cutânea com trinitrofenil-cloreto, células B-1 

peritoneais migram para o baço, onde iniciam a secreção de IgM, que será 

fundamental para o recrutamento de células T já descrito (18). 

Sobre esses últimos achados, Baumgarth, Tung e Herzenberg afirmam 

que “essa participação de células B-1 introduz um novo papel para células B 

naquela que foi por muito tempo considerada uma resposta puramente de 

células T” (31). Com base nesse raciocínio, o presente trabalho parte da 

seguinte pergunta: haveria outros fenômenos associados principalmente às 

células T que contam com a participação de células B-1? Decidiu-se, pois, 
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estudar a participação de células B-1 na rejeição aguda de aloenxertos no 

camundongo. 

Transplantes realizados entre indivíduos da mesma espécie, mas 

geneticamente diferentes (alotransplantes ou aloenxertos), são comumente 

rejeitados por mecanismos imunes dependentes de células T (39). Em 

alotransplantes sem a utilização de tratamento imunossupressor, que é o caso 

do presente trabalho, denomina-se de rejeição aguda às manifestações clínicas 

da resposta imune que levam à disfunção do órgão transplantado. 

Um órgão transplantado quase sempre passa por momentos de 

isquemia, quando é retirado do doador, seguidos pela reperfusão sanguínea, 

quando é colocado no receptor. Esse processo de isquemia-reperfusão é um 

importante iniciador dos danos celulares sofridos pelo órgão transplantado e 

tem importante participação de elementos da imunidade inata. Prolongados 

períodos de hipóxia resultam em múltiplas mudanças metabólicas e 

ultraestruturais nas células do parênquima do órgão, como a diminuição de 

adenosina trifosfato, aumento na produção de espécies reativas de oxigênio, 

acifidicação, desorganização do citoesqueleto e alteração no potencial de 

membrana. Essas modificações comumente levam à necrose.  

Nas células endoteliais, a isquemia induz a expressão de genes de 

moléculas de adesão e citocinas proinflamatórias. Quando o sangue atinge 

novamente o órgão - a reperfusão - leucócitos do doador, especialmente 

neutrófilos, rolam pelo endotélio vascular, aderem a ele e passam pelo espaço 

interendotelial, para atingir o espaço extravascular do órgão. Lá, os neutrófilos 

ativados liberam espécies reativas de oxigênio e proteases, levando ao dano 

tecidual. Eles também secretam citocinas inflamatórias e quimiocinas, que 
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facilitarão a chegada de mais células inflamatórias, como células do sistema 

mononuclear fagocítico (40). Macrófagos, por sua vez, podem ser ativados, via 

receptores toll-like, por proteínas de choque térmico ou lipoproteínas alteradas, 

provenientes de células danificadas durante a isquemia-reperfusão (41). Todos 

esses processos levam o órgão transplantado a um dano inicial que é 

importante para o seguimento do processo de rejeição.  

Nesse ambiente inflamatório, a presença de citocinas, como TNF-α, e o 

aumento de fragmentos celulares derivados de processos necróticos ou 

apoptóticos, são estímulos suficientes para a maturação de células dendríticas 

presentes no enxerto. Células dendríticas residentes do doador e células 

dendríticas do receptor que infiltraram o órgão transplantado podem internalizar 

células apoptóticas ou necróticas e serem induzidas a perder alguns receptores 

de quimiocina e a expressar outros novos, levando à saída dessas células do 

órgão transplantado, em direção a órgãos linfoides secundários (42). Esse 

tráfego de células dendríticas é de suma importância para a ativação de células 

da imunidade adaptativa, que mediarão a rejeição do aloenxerto. A importância 

dessa migração em direção aos linfonodos foi estudada por Barker e 

Bllingham, que mostraram que enxertos de pele tinham uma sobrevida maior 

quando os vasos linfáticos aferentes dos linfonodos drenantes eram cortados, 

impedindo assim o ‘reflexo imunológico’ (43). Portanto, após a isquemia-

reperfusão, células dendríticas migram para os órgãos linfoides secundários, 

para apresentar antígenos derivados do enxerto para células T alorreativas. 

Aceita-se que o início da resposta imune adaptativa a aloenxertos se dá 

pelo reconhecimento de antígenos do MHC do doador por células T do 
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receptor. Esse reconhecimento ocorre por duas vias distintas, mas não 

mutuamente excludentes: a via direta e a via indireta (44). 

A via direta do alorreconhecimento tem seu início dependente da 

estimulação de células T do receptor por células apresentadoras de antígeno 

do doador. Nessa situação, células apresentadoras de antígeno ativam células 

T CD4+ do receptor diretamente, por meio de moléculas de MHC classe II em 

suas superfícies. Analogamente, células T CD8+ são ativadas por moléculas de 

MHC classe I na superfície de células apresentadoras de antígeno do doador 

(44). Experimentos que reforçam a hipótese de que células dendríticas do 

doador têm grande importância na iniciação da resposta aloimune foram 

descritos por Lechler e Batchelor. Os autores hipotetizaram que leucócitos 

passageiros provenientes do órgão transplantado seriam fundamentais para a 

ativação de células T do receptor. Para testar essa hipótese, os autores 

utilizaram um modelo animal de aloenxertos em que rins transplantados e 

depletados de leucócitos passageiros têm a sobrevida muito estendida, quando 

comparados com rins que não sofreram tal depleção. Quando o rato receptor 

dos rins recebeu injeção de células dendríticas do doador, os rins foram 

rejeitados muito mais rapidamente. O mesmo não aconteceu quando a injeção 

foi de linfócitos T ou B, mostrando a importância das células dendríticas do 

doador na imunogenicidade do órgão transplantado (45). 

Outro experimento que mostra a importância da via direta de 

alorreconhecimento foi realizado por Pietra e colaboradores. Eles usaram 

camundongos Rag1-/- deficientes em MHC classe II como receptores de 

aloenxertos cardíacos provenientes de camundongos BALB/c. Quando os 

receptores recebiam células T CD4+, o enxerto era rejeitado, mostrando que 
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células T CD4+ podem desencadear a rejeição ao serem ativadas diretamente 

por MHC classe II do doador, uma vez que os receptores eram deficientes em 

tal molécula (46). 

Assim, a restrição de reconhecer apenas moléculas de MHC próprias, 

que é garantida durante a seleção positiva de linfócitos T no timo, parece não 

ser absoluta. Complexos ‘MHC alogênico + peptídeo’ na superfície de células 

do doador são capazes de ativar linfócitos T do receptor, pois compartilham 

semelhanças estruturais com complexos ‘MHC próprio + peptídeo’ (39). Ainda, 

linfócitos T podem reconhecer moléculas de MHC alogênico diretamente de 

maneira dependente ou independente do peptídeo que se encontra na fenda 

(44). O reconhecimento direto é consequência, portanto, de uma reatividade 

cruzada do TCR. Especula-se que essa reatividade cruzada seja uma 

característica inerente e necessária da maioria dos TCRs, já que, ao longo da 

vida de um linfócito, a célula irá interagir com complexos ‘MHC próprio + 

peptídeo próprio’, no timo e também com ‘MHC próprio + peptídeo externo’, na 

periferia (47). 

A via indireta de alorreconhecimento é mais representativa de como a 

célula T geralmente reconhece um antígeno. Nessa via, células T reconhecem 

antígenos do doador que foram internalizados, processados e apresentados 

em MHC próprio por uma célula apresentadora de antígenos do receptor. Já foi 

demonstrado que camundongos depletados de células T CD8+ são capazes de 

rejeitar aloenxertos de pele de doadores deficientes em MHC classe II. Nesse 

caso, a via direta de reconhecimento por células T CD4+ não é possível, pois a 

pele transplantada não possui MHC classe II. Além disso, a via direta de 

reconhecimento por células T CD8+ também é excluída, pois estas foram 
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eliminadas do receptor. Isso indica, então, que a rejeição foi mediada por 

células T CD4+ e que elas reconheceram antígenos do doador apresentados 

por células apresentadoras de antígeno do receptor, constituindo, assim, uma 

forte evidência in vivo da via indireta de alorreconhecimento (48). Nessa via, 

moléculas de MHC do doador podem ser processadas e apresentadas em 

moléculas de MHC do receptor para células T alorreativas. Outros antígenos 

além dos derivados de moléculas de MHC, como por exemplo proteínas 

codificadas pelo cromossomo Y,  também podem servir como fonte de 

peptídeos para a via indireta de reconhecimento. Esses são conhecidos como 

antígenos secundários de histocompatibilidade (44). 

Ao longo do tempo, há uma diminuição natural de células 

apresentadoras de antígeno derivadas do doador, enquanto que células 

apresentadoras de antígeno do receptor continuamente internalizam, 

processam e apresentam antígenos provenientes do aloenxerto. Por causa 

disso, considera-se que a via direta tenha uma importância maior no período 

precoce pós-transplante, enquanto a via indireta teria maior participação em 

rejeições crônicas (44). 

Após a ativação de células T alorreativas e a migração destas para o 

local do enxerto, uma série de mecanismos redundantes é responsável pelo 

processo de rejeição aguda do aloenxerto. Linfócitos T CD8+ são importantes 

mediadores da rejeição e danificam diretamente as células alogênicas. Estudos 

que identificaram a expressão de genes relacionados a moléculas citotóxicas, 

como perforina e granzima B, em aloenxertos renais em processo de rejeição, 

apoiam a importância das células T CD8+ (49). Células T CD4+, além de 
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ajudarem a expansão de clones de células T CD8+ por meio da secreção de IL-

2, também estimulam a ativação de macrófagos, pela secreção de interferon-γ.  

Macrófagos ativados, por sua vez, têm importante papel no dano 

tecidual na rejeição aguda e o seu papel pode ser múltiplo: fagocitose de restos 

celulares; processamento e apresentação de antígenos; secreção de citocinas 

inflamatórias, como IL-1 e TNF-α e produção de metabólitos tóxicos como 

espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico (41). De fato, macrófagos 

compõem de 40 a 60% do infiltrado inflamatório em transplantes renais 

humanos em processo de rejeição (50) e a depleção de macrófagos pela 

administração de clodronato, em ratos, levou a uma atenuação de parâmetros 

de rejeição renal aguda, como glomerulite e apoptose de células tubulares (51). 

Devido à participação de células T e macrófagos, Peter Medawar foi um 

dos primeiros autores a comparar o processo de rejeição de aloenxertos com 

uma resposta de hipersensibilidade tardia (52), processo no qual já foi descrita a 

participação de células B-1 (38). 

Apesar de essa resposta semelhante à hipersensiblidade tardia, com um 

perfil Th1, ser a mais bem descrita no processo de rejeição, outras vias já foram 

documentadas. Em uma combinação de transplante de pele de um 

camundongo bm12 para um C57BL/6, a rejeição é caracterizada por um 

intenso infiltrado eosinofílico e aumento de mRNA de IL-4 e IL-5 dentro do 

enxerto, o que confere a essa resposta um perfil Th2. Quando o transplante foi 

realizado em camundongos C57BL/6 deficientes em IL-4, alguns camundongos 

não rejeitaram o enxerto, enquanto que outros sim. A análise histológica dos 

aloenxertos rejeitados mostrou a ausência de eosinófilos e um denso infiltrado 

neutrofílico (53). Maier e colaboradores também mostraram que células NK são 
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capazes de mediar a rejeição de aloenxertos cardíacos em camundongos 

deficientes no coestimulador de células T, CD28 (54). Em camundongos 

imunocompetentes, porém, células NK parecem não ser necessárias ou 

suficientes para desencadear a rejeição (55).  

O sistema imune, portanto, tem mecanismos redundantes que levam à 

rejeição de aloenxertos e cada um desses mecanismos mostra-se mais 

importante quando os outros mecanismos estão ausentes. 

Embora o mecanismo de ação não seja totalmente entendido, já foi 

descrita a participação de células Treg como importantes elementos na indução 

de tolerância ao enxerto. Hara e colaboradores utilizaram um protocolo de 

depleção de células T CD4+ em conjunto com a administração de células do 

doador, para induzir tolerância a aloenxertos cardíacos em camundongos. 

Desses camundongos tolerantes foram coletadas células Treg do baço e 

linfonodo, que foram transferidas juntamente com células T CD4+ para um 

camundongo deficiente em células T. Este, quando recebeu aloenxertos de 

pele, não os rejeitou, ao contrário dos camundongos que receberam apenas 

células T CD4+. Ainda, quando células Treg foram transferidas juntamente com 

um anticorpo anti-IL-10, o enxerto de pele foi rejeitado, mostrando que IL-10 é 

necessária para indução de tolerância por células Treg (56). Há estudos 

também que mostram a presença de células Treg em enxertos sendo tolerados 

(57), bem como uma diminuição gradativa delas em enxertos sendo rejeitados 

(58). 

Outro estudo mostrou, surpreendentemente, que mastócitos são 

essenciais para a manutenção de tolerância a aloenxertos de pele em 

camundongos que receberam tratamento que incluiu a administração de anti-
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CD154 e a infusão de células do doador. Nesse estudo, enxertos tolerados 

continham mais mastócitos e células Treg infiltrantes e menos mRNA de 

granzima B e perforina do que enxertos em processo de rejeição. Além disso, 

camundongos deficientes em mastócitos eram incapazes de tolerar o enxerto. 

Os autores verificaram que, ao ativar células Treg in vitro, há uma grande 

secreção de IL-9, que serve como fator de crescimento para mastócitos. Em 

experimentos in vivo, os autores mostraram que camundongos Rag-/- que 

receberam células T CD8+ não rejeitaram um aloenxerto quando receberam 

também a injeção de Treg. Entretanto, se os camundongos receberem também 

tratamento com anti-IL-9, a rejeição aconteceu e foi coincidente com a 

diminuição de mastócitos na pele (59).  

Apesar de mastócitos já terem sido associados ao processo de rejeição, 

devido à sua presença no infiltrado inflamatório de transplantes de fígado em 

processo de rejeição (60), outros autores também encontraram papéis 

supressores dessas células. Grimbaldeston e colaboradores mostraram que, 

em um modelo de hipersensibilidade de contato, a lesão cutânea é 

severamente atenuada na presença de IL-10 secretada por mastócitos, 

enquanto que camundongos deficientes em mastócitos apresentaram lesões 

com grande infiltrado inflamatório e áreas necróticas (61). 

Algumas associações entre células B-1 e a rejeição de transplantes já 

foram feitas, mas nunca com foco na rejeição aguda de aloenxertos.  

Estudos anteriores documentaram que camundongos deficientes em 

α1,3Galactosil transferase secretam, assim como humanos, IgM natural contra 

um epítopo dessa molécula, que é amplamente expressa em células de porcos. 

Esses anticorpos são derivados de células B-1 (14). Sugere-se fortemente que 
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esses anticorpos mediariam a rejeição hiperaguda em transplantes de tecidos 

porcinos para receptores primatas, bem como em outros modelos de 

xenotransplantes (62). Seguindo o mesmo raciocínio, já foi demonstrado que 

células B-1 humanas produzem anticorpos contra antígenos polissacarídicos 

que determinam o grupo sanguíneo A (63), fato este que gera um grande 

obstáculo para o transplante entre indivíduos com diferenças no grupo ABO. 

Tanto xenotransplantes quanto transplantes com incompatibilidade no grupo 

ABO são rejeitados por mecanismos que envolvem principalmente anticorpos 

naturais, ativação do sistema complemento e lesão das células endoteliais do 

órgão transplantado (62). Já na rejeição aguda de aloenxertos em indivíduos 

imunocompetentes, células B e anticorpos são geralmente considerados 

apenas como testemunhas do processo de rejeição, e não como importantes 

participantes. Assim, embora existam trabalhos relacionando células B-1 e a 

disfunção de transplantes, os métodos utilizados focaram na rejeição 

hiperaguda, com importante participação de anticorpos naturais. Portanto, 

mesmo com a inclusão das células B-1 nesse novo cenário de rejeição de 

enxertos, a visão geral sobre essas células continua aquela já descrita 

anteriormente, como uma camada mais antiga do sistema imune que constitui 

“a primeira linha de defesa”. 

 Com o intuito de testar se células B-1 são capazes de influenciar a 

rejeição aguda de aloenxertos mediada por células T, o presente trabalho se 

baseou em transplantes de fragmentos de pele e de coração para receptores 

com incompatibilidade quanto aos genes do MHC. Os receptores utilizados 

foram camundongos selvagens ou com imunodeficiência ligada ao 

cromossomo X (Xid). A deficiência dos camundongos Xid é causada por uma 
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mutação pontual no gene da enzima tirosina cinase de Bruton, que leva a uma 

troca de arginina por cisteína, na posição 28. Isso resulta em uma leve redução 

do número de células B-2 e uma severa deficiência no número de células B-1 

(64). 
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2. OBJETIVOS 

 

Verificar se há e qual é a participação de células B-1 na rejeição aguda de 

aloenxertos no camundongo. 

 

Objetivos específicos 

 

- Testar se a presença de células B-1 influencia na sobrevida de aloenxertos; 

 

- Testar se a população de células B-1 responde ao estímulo dado pelo 

aloenxerto; 

 

- Testar se o infiltrado inflamatório no aloenxerto contém células B-1; 

 

- Testar se a composição do infiltrado inflamatório sofre interferências de 

células B-1. 
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3. MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

Camundongos fêmeos das linhagens BALB/c, BALB/Xid (H-2d) e 

C57BL/6 (H-2b) foram comprados do CEDEME (Centro de Desenvolvimento de 

Modelos Experimentais – UNIFESP) e mantidos no biotério da Disciplina de 

Imunologia, em gaiolas com 4 a 8 animais, em condições SPF.  Ração e água 

foram fornecidas à vontade e a iluminação foi controlada com ciclos de claro e 

escuro. Com exceção dos recém-nascidos usados como doadores de 

corações, todos os outros camundongos usados tinham 6 semanas de vida no 

momento do transplante. 

Os camundongos BALB/Xid, apesar da deficiência em células B-1 

descrita na literatura, não possui características fenotípicas especiais, nem 

desenvolve patologias preferenciais, sendo, portanto, indistinguíveis de 

camundongos BALB/c, a olho nu. 

 

3.2 Soluções 

PBS – 80 g de NaCl, 0,4 g de KCl, 4,66 g de Na2HPO4, diluídos em 

quantidade suficiente para 1 litro de solução. 

PBS-BSA - PBS suplementado com 1% de albumina bovina sérica. 

PBS – EDTA – PBS suplementado com 1% de EDTA. 

RPMI – Meio RPMI (Sigma, Saint Louis, MO) em pó suficiente para 1L, 

segundo instruções do farbricante, 1 g NaHCO3, 5,96g de HEPES, 50 mg de 

garamicina, diluídos em quantidade suficiente para 1 litro de solução. 
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R10 – RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de 

solução de L-glutamina 100 mM e 0,1% de β-mercaptoetanol. 

 

3.3 Enxertos de pele e de coração 

Para todos os transplantes, os receptores foram camundongos BALB/c 

ou BALB/Xid e os doadores foram C57BL/6, no caso de transplantes 

alogênicos, ou BALB/c, no caso dos isogênicos. 

Os enxertos de pele foram realizados conforme previamente descrito por 

Billingham e Medawar (65). O camundongo doador foi anestesiado por inalação 

de vapor de éter e sacrificado por deslocamento cervical para retirada da pele. 

Um fragmento de 1 cm2 de pele da cauda do doador foi retirado e mantido em 

solução salina (0.9%) gelada. O camundongo receptor foi anestesiado com 

injeção intraperitoneal de 70-90 μl de uma mistura de cloridrato de quetamina a 

10% (Dopalen, Vetbrands), xilazina a 2% (Rompun, Bayern HealthCare) e PBS, 

na proporção de 3:6:11, respectivamente. Após a anestesia, o camundongo 

teve suas patas fixadas por fita adesiva a uma superfície plana e foi depilado 

na parte dorsal. O dorso foi então limpo com auxílio de um pedaço de gaze 

embebida em álcool 70%. Antes da retirada da pele do receptor, um carimbo 

de 1 cm2 foi aplicado ao dorso do camundongo, de modo a padronizar o 

tamanho da área a ser cortada. Com auxílio de pinça e tesoura, a área 

marcada foi retirada. 

A pele do doador, mantida em salina, foi então transplantada para a 

região dorsal do receptor e ajustada para cobrir perfeitamente a área sem pele. 

Nenhuma sutura foi feita e o enxerto foi protegido com gaze e fita adesiva por 5 

dias, para auxiliar o processo de cicatrização. Nos experimentos que mediram 
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a sobrevida do órgão, os enxertos foram observados diariamente e a rejeição 

foi definida quando a pele transplantada atingia uma diminuição de área de 

80% da área original, acompanhada de endurecimento, formação de crosta e 

aspecto escamoso. A área da pele foi mediada diariamente com o auxílio de 

uma régua. 

Os transplantes cardíacos heterotópicos foram realizados de acordo com 

o método já descrito na literatura (66;67) e revisado por Fey e colaboradores (68). 

Um camundongo recém-nascido foi anestesiado por hipotermia para a retirada 

do coração (69). O coração foi extraído e cortado com um bisturi 

longitudinalmente em duas partes, que foram colocadas em uma placa de Petri 

contendo solução salina gelada. O camundongo receptor foi anestesiado 

seguindo o mesmo protocolo descrito para os transplantes de pele e uma 

pequena incisão de 5 mm foi feita na base da parte externa de sua orelha, com 

um bisturi. Partindo da incisão, uma bolsa subcutânea foi sutilmente aberta 

com uma agulha hipodérmica de aço e uma das metades do coração foi então 

inserida nesta bolsa. Uma leve pressão feita com uma pinça foi suficiente para 

fechar a incisão, sem que houvesse a necessidade de suturas ou substâncias 

adesivas. Por esse método é possível usar um doador para dois receptores.  

Cada enxerto foi diariamente observado, por no mínimo 30 segundos e 

no máximo 2 minutos, sem a necessidade de anestesiar o receptor. A 

observação foi feita colocando-se a orelha do camundongo contra uma fonte 

luminosa próxima, com o intuito de aumentar o contraste visual entre o órgão 

transplantado e o tecido adjacente do receptor. Como a atividade contrátil das 

células musculares cardíacas é uma característica que indica o sucesso da 

técnica de transplante, apenas aqueles corações que exibiram contratilidade 
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durante algum tempo foram levados em conta para os dados do estudo. Para 

definir a rejeição do enxerto, foi criada uma escala de aspectos macroscópicos 

que abrangeu quatro aspectos: atividade contrátil (indicativo da função 

cardíaca), pigmentação do enxerto (indicativo de fluxo sanguíneo), perda de 

tamanho do enxerto e perda de forma definida do enxerto (indicativo de dano 

tecidual). A tabela 1 resume essa escala e a Figura 1 mostra o aspecto dos 

transplantes cardíacos e de pele. 

 
Tabela 1 – Escala de pontos para definição da rejeição dos enxertos cardíacos 

heterotópicos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Escala de pontos para definição da rejeição do enxerto cardíaco heterotópico. Os 
corações foram diariamente monitorados e os pontos atribuídos a cada indivíduo. O 
observador era cego quanto aos grupos e quanto à pontuação de cada indivíduo, no 
dia anterior. 

 

 

 

Pontos 
 (quanto menos pontos, mais 
avançada está a rejeição) 

Atividade 
contrátil 

Irrigação 
sanguínea 

Tamanho 
do órgão 
em 
relação ao 
tamanho 
original 

Forma 
definida do 
órgão 

     

+ + + + +  Sim Intensa 100% Sim 
+ + + +  Não Intensa 100% Sim 
+ + +  Não Regular 70-50% Sim 
+ +  Não Fraca 50-20% Não 
+ Não Muito 

fraca 
10-0% Não 
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Figura 1 – Aspecto dos transplantes de pele e cardíacos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aspecto dos transplantes de pele. As fotos superiores mostram camundongos BALB/c 
que receberam transplantes de pele isogênicos (primeira foto) ou alogênicos (segunda 
e terceira fotos). Nos transplantes alogênicos, ao longo do tempo a pele torna-se 
menor, com mais espessa e com crosta quebradiça. A foto inferior mostra o aspecto 
de um camundongo BALB/c que recebeu enxerto cardíaco isogênico. 
 
 

3.4 Cultura de células peritoneais aderentes 

A cultura foi baseada na descrição de Almeida e colaboradores (12), com 

poucas modificações. Células foram coletadas da cavidade peritoneal de 

camundongos BALB/c por meio de lavagem com 8 mL de meio de cultura 

RPMI 1640. A suspensão celular (5x105 células/mL) foi mantida por 40 minutos 

a 37ºC em uma placa de Petri para estimular a aderência das células ao vidro 

ou ao plástico. Após essa etapa, o sobrenadante foi descartado e foi 

adicionado meio R10 às células aderentes. Estas foram então cultivadas por 5 

dias em estufa a 37ºC, em uma atmosfera de 5 % de CO2. No quinto dia, as 

células que se desprenderam da placa, e que agora eram encontradas no 

Isogênico 
25 dias 
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sobrenadante, foram coletadas para experimentação. Para a obtenção de 107 

células no sobrenadante, foi necessária a lavagem de peritônios de 8 a 10 

camundongos. 

 

3.5 Análise fenotípica 

As amostras obtidas a partir de células que infiltraram o enxerto, cultura 

de células peritoneais aderentes ou lavado peritoneal ex vivo foram analisadas 

por citometria de fluxo. A concentração foi ajustada para 107 células/mL em 

PBS-BSA. Para todas as marcações de células foram utilizados anticorpos 

feitos em ratos e específicos para moléculas de camundongos. Receptores do 

fragmento Fc de imunoglobulina foram bloqueados usando anticorpo anti-

CD16/CD32 (1 µL/106 células) e as células foram marcadas com diferentes 

combinações de anticorpos acoplados a fluorocromos. Os anticorpos utilizados 

foram: anti-CD19-FITC, anti-CD117-PE, anti-CD5-Cy, anti-CD11b-APC, anti-

CD23-PE, anti-CD4-Cy e anti-CD8-Cy (todos de BD-Pharmingen, San Diego, 

CA, EUA) (1 µL/106 células). As células foram então lavadas duas vezes com 

PBS-BSA e ressuspendidas em PBS para análise por citometria de fluxo. As 

amostras foram passadas em um FACS-Calibur e os dados foram analisados 

pelo programa de computador CellQuest (ambos da BD Biosciences, Mountain 

View, CA, EUA). 

 

3.6 Isolamento das células que infiltraram o enxerto 

As células que infiltraram o enxerto foram isoladas segundo protocolo já 

descrito na literatura (70). Em diferentes dias após o transplante de pele, o 

enxerto foi retirado do dorso do receptor e imerso em meio de cultura RPMI 
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1640, para que fosse cortado em pequenos pedaços com um bisturi. Os 

pequenos fragmentos foram então digeridos por 2 horas em solução de meio 

RPMI contendo enzimas Liberase (30 U/mL) e DNAse I (200U/mL) (ambos da 

Roche Applied Science, Indianapolis, IN, EUA). A amostra foi em seguida 

lavada e posta para nova digestão em uma solução de tripsina 0,2% (Seção de 

Culturas Celulares, Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, Brasil). As duas digestões 

enzimáticas foram realizadas a 37ºC em constante agitação. A amostra foi 

lavada duas vezes com meio R10 e as células foram mantidas por 15 minutos 

em PBS-EDTA à temperatura ambiente. Para separar as células infiltrantes de 

outros fragmentos maiores derivados da pele, a solução foi filtrada por meio de 

passagem por uma malha de tecido organza. A suspensão celular resultante foi 

analisada por citometria de fluxo. 

 

3.7 Ensaio de rastreamento de células B-1 

Para verificar a migração de células B-1 para o local do enxerto, foi 

utilizado carboxifluoresceína diacetato succinimidil ester (CFSE, Molecular 

Probes, Eugene, Oregon, EUA). Células foram obtidas a partir de culturas de 

células peritoneais aderentes e diluídas em 10 mL de PBS, em uma 

concentração máxima de 106 células/mL. Dois µL de CFSE a uma 

concentração de 5 mM foram adicionados à suspensão celular. As células 

foram mantidas a 37ºC, por 10 minutos. A marcação celular foi interrompida 

pela adição de meio R10. As células foram lavadas por duas vezes e a 

concentração foi ajustada para 5x106 células/mL de PBS estéril. A 

transferência adotiva foi realizada conforme descrito abaixo. 
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3.8 Transferência adotiva 

A quantidade de 5x105 células obtidas a partir de culturas de células 

peritoneais aderentes foi diluída em 100 µL de PBS estéril. Essa suspensão foi 

injetada por via intraperitoneal em camundongos BALB/Xid, para a formação do 

grupo experimental BALB/Xid+B-1. A transferência adotiva também foi 

realizada utilizando células marcadas com CFSE e receptores BALB/c. Em 

ambos os casos, 7 dias após receberem a transferência adotiva, os 

camundongos receberam transplantes de pele ou cardíacos. O grupo controle 

foi injetado apenas com PBS estéril. 

 

3.9 Processamento histológico 

 Enxertos de pele foram retirados dos receptores em diferentes dias pós-

transplante, fixados em formalina 12% em água destilada e enviados para 

Histotech Lâminas Didáticas Ltda, para processamento histológico. As secções 

foram coradas por hematoxilina e eosina. 

 Enxertos cardíacos foram retirados dos receptores 14 e 22 dias pós-

transplante, fixados em formalina 12% e enviados para Histotech Lâminas 

Didáticas Ltda, para processamento histológico. As secções foram coradas por 

três diferentes métodos hematoxilina e eosina, hematoxilina férrica e azul de 

toluidina. 

 

3.10 Contagem de mastócitos em lâminas histológicas 

Os cortes foram corados com azul de toluidina. Mastócitos foram 

definidos como células com coloração roxo-azulada. A contagem de células foi 
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feita utilizando-se o aumento de 400x e os resultados foram expressos em 

número de mastócitos/campo microscópico.  

 

3.11 Análise estatística 

As curvas de sobrevida foram analisadas por meio do teste logrank. As 

frequências da população peritoneal de células B-1 foram comparadas pelo 

teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste a posteriori de Dunnet, para a 

comparação com o grupo isogênico. As frequências das células que infiltraram 

o enxerto foram comparadas pelo teste t de Student bicaudal para os grupos 

BALB/c vs BALB/Xid, em cada dia. Todos os outros dados foram analisados 

pelo teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste a posteriori de Bonferroni. 

Foram consideradas estatisticamente significativas as diferenças que tiveram 

p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Porcentagem de células B-1 no sobrenadante de cultura de células 

peritoneais aderentes 

Em vários experimentos descritos nesta seção de Resultados foram 

utilizados três grupos experimentais: BALB/c (camundongos selvagens), 

BALB/Xid (camundongos deficientes em células B-1) e BALB/Xid+B-1 

(camundongos deficientes em células B-1, mas que receberam células B-1 de 

cultura). 

Para a formação do grupo BALB/Xid+B-1, células peritoneais aderentes 

de camundongos BALB/c foram cultivadas por 5 dias e o sobrenadante dessa 

cultura foi utilizado para a transferência adotiva. A Figura 2 mostra uma análise 

de citometria de fluxo do sobrenadante da cultura com alta porcentagem de 

células B-1 (CD19+/CD11b+).  Estas ainda eram CD23- e CD5- (não exibido), 

portanto células B-1b. 

Figura 2 – Porcentagem de células B-1 no sobrenadante de cultura de células 
peritoneais aderentes 

 
Porcentagem de células B-1 no sobrenadante de cultura de células peritoneais 
aderentes. A cultura foi mantida por 5 dias, a 37ºC e forneceu um sobrenadante com 
90% de células CD19+ CD11b+ CD23- CD5-. Esse sobrenadante foi utilizado para os 
experimentos de transferência celular. 
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4.2 Grupo BALB/Xid+B-1 possui porcentagens de células B-1 peritoneais 

semelhantes às do grupo BALB/c 

Com o intuito de padronizar a quantidade ideal de células de cultura a 

ser transferida para camundongos BALB/Xid, vários protocolos de 

reconstituição foram testados, com várias quantidades de células injetadas. 

Sete dias após receberem a transferência de células B-1, os camundongos 

BALB/Xid+B-1 foram sacrificados para análise da porcentagem de células B-1 

peritoneais por citometria de fluxo. Assim como exibido na Tabela 2, foram 

testadas quantidades de 5x105 a 4x106 células injetadas por via intraperitoneal. 

Não houve uma relação linear entre a quantidade de células injetadas e a 

porcentagem de células B-1 no peritônio do camundongo receptor. A 

quantidade de 5x105 células foi a que surpreendentemente gerou uma 

porcentagem de células B-1 peritoneais mais próxima daquela do camundongo 

selvagem. Além disso, o fato de ser o menor número de células testado 

possibilita a utilização de menor número de animais doadores de células para 

os experimentos de transferência. A quantidade de 5x105 células de cultura foi, 

então, a escolhida para a formação do grupo BALB/Xid+B-1. Quantidades 

menores que 5x105 não foram testadas. 

A Figura 3 mostra a análise das cavidades peritoneais dos três grupos 

experimentais: BALB/c, BALB/Xid e BALB/Xid+B-1. As porcentagens similares 

entre o primeiro e o terceiro grupo levam à conclusão de que o protocolo de 

transferência celular foi bem sucedido. 
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Tabela 2 – Diferentes quantidades de células de cultura transferidas para 
reconstituir o peritônio de camundongos BALB/Xid 

 

Quantidade de 
células de cultura 
transferidas 

Linhagem do 
camundongo 
receptor da 
transferência 

% de células B-1 no 
peritônio 7 dias após 
após a transferência 
(n=2 animais por grupo) 

   

-- BALB/c 27,9 ± 0,6 
-- BALB/Xid 1,4 ± 0,3 
5x 105 BALB/Xid 24,6 ± 0,6  
1x106 BALB/Xid 14,5 ± 1,0 
2x106 BALB/Xid 23,6 ± 3,5 
3x106 BALB/Xid 16,6 ± 5,5  
4x106 BALB/Xid 19,9 ± 4,7  
 
Diferentes quantidades de células de cultura transferidas para reconstituir o peritônio 
de camundongos BALB/Xid. Foram utilizadas suspensões coletadas do sobrenadante 
de culturas de células peritoneais aderentes para injeção intraperitoneal em 
camundongos BALB/Xid. Os camundongos BALB/c e BALB/Xid controle receberam 
apenas a injeção intraperitoneal de PBS. Sete dias após a transferência, a 
porcentagem de células CD19+ CD11b+ foi analisada em amostras de células 
peritoneais ex vivo. 

 

 

Figura 3 – Porcentagem de células B-1 na cavidade peritoneal dos diferentes 
grupos experimentais 

Porcentagem de células B-1 na cavidade peritoneal dos diferentes grupos 
experimentais. Células peritoneais dos grupos BALB/c, BALB/Xid e BALB/Xid+B-1 
foram coletadas e analisadas por citometria de fluxo. Os gráficos mostram a 
porcentagem de células CD19+ CD11b+ no peritônio. 
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4.3 A ausência de células B-1 atrasa a rejeição de aloenxertos de pele e 

coração 

Para verificar se células B-1 participam do processo de rejeição, a 

sobrevida de aloenxertos em camundongos nos grupos BALB/c, BALB/Xid e 

BALB/Xid+B-1 foi acompanhada.  

A rejeição tanto da pele (Figura 4A) quanto do coração (Figura 4B) foi 

atrasada quando o camundongo não possuía células B-1. Quanto aos 

transplantes de pele os grupos BALB/c e BALB/Xid+B-1 apresentaram a 

mesma sobrevida média - tempo passado até que metade dos transplantes 

tenham sido rejeitados – de 13 dias, enquanto que o grupo BALB/Xid 

apresentou sobrevida média de 15 dias. No caso dos transplantes cardíacos, a 

sobrevida média dos grupos BALB/c, BALB/Xid e BALB/Xid+B-1 foi, 

respectivamente, 20, 27 e 21,5 dias. Esses resultados sugerem que a ausência 

de células B-1 no receptor leva a um atraso na rejeição do aloenxerto. 

 Apesar de a ausência de células B-1 ter retardado a perda do 

aloenxerto, ela não foi capaz de evitar a rejeição por completo e tornar o 

camundongo BALB/Xid tolerante. Além disso, a diferença entre as curvas de 

sobrevida dos grupos com células B-1 e o grupo BALB/Xid aumentou quando 

os animais receberam enxertos cardíacos, que são transplantes menos 

imunogênicos que os de pele. Esses dados sugerem que células B-1 

desempenham um papel de coadjuvante, ao invés de essencial, na aceleração 

da rejeição de aloenxertos. 

 Os cortes histológicos dos enxertos cardíacos mostram que o 

transplante isogênico teve suas fibras musculares preservadas (Figura 4C e D) 

e, por isso, mostrou atividade contrátil por tempo indeterminado (tempo máximo 
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observado = 300 dias). Já nos transplantes alogênicos no dia 14 pós-

transplante, não foi possível observar as fibras musculares organizadas como 

no caso dos transplantes isogênicos. Enxertos cardíacos alogênicos 

transplantados para receptores BALB/c (Figura 4E e F) e BALB/Xid+B-1 

(Figura 4I e J) apresentaram áreas de necrose e tecido cicatricial, com sutil 

infiltrado inflamatório. Já em receptores BALB/Xid (Figura4G e H), pôde-se 

observar um intenso infiltrado inflamatório e algumas fibras musculares ainda 

não danificadas. 

 Os cortes histológicos dos transplantes de pele mostram que enxertos 

alogênicos em receptores BALB/c (Figura 4M) e BALB/Xid (Figura 4N) 

apresentaram um proeminente infiltrado inflamatório, ausente nos transplantes 

isogênicos (Figura 4K e L). Não houve diferenças claras entre os cortes 

histológicos de aloenxertos de pele em camundongos BALB/c e BALB/Xid. 
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Figura 4A e B – Sobrevida dos enxertos de pele e coração em receptores com 
e sem células B-1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sobrevida dos enxertos de pele e coração em receptores com e sem células B-1. (A) e 
(B) são representativos de 3 experimentos independentes. (A) A sobrevida de 
enxertos de pele isogênicos e alogênicos foi acompanhada diariamente. p=0,0005 
para BALB/c (linha preta, n=11) vs BALB/Xid (linha cinza, n=14) e p=0.0035 para 
BALB/Xid vs BALB/Xid+B-1 (linha pontilhada, n=18). (B) A sobrevida de enxertos 
cardíacos isogênicos e alogênicos foi acompanhada diariamente. p=0,0002 para 
BALB/c (n=10) vs BALB/Xid (n=9) e p=0.0024 para BALB/Xid vs BALB/Xid+B-1 (n=10). 
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C D 

E F 

Figura 4C, D, E e F – Sobrevida dos enxertos cardíacos em receptores com e 
sem células B-1 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sobrevida dos enxertos de pele e coração em receptores com e sem células B-1. 
Enxertos cardíacos heterotópicos foram retirados no dia 14 pós-transplante para 
processamento histológico. As secções foram coradas com hematoxilina férrica. (C) e 
(D) Transplante isogênico em um receptor BALB/c nos aumentos de 200x e 400x 
respectivamente. A chave em (C) mostra a extensão do órgão transplantado, que está 
localizado em uma bolsa subcutânea na orelha do camundongo. (E) e (F) Transplante 
alogênico em receptor BALB/c nos aumentos de 200x e 400x respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Isogênico – 200x Isogênico – 400x 

Alogênico BALB/c – 200x Alogênico BALB/c – 400x 
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Figura 4G, H, I e J – Sobrevida dos enxertos cardíacos em receptores com e 
sem células B-1 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sobrevida dos enxertos de pele e coração em receptores com e sem células B-1. 
Enxertos cardíacos heterotópicos foram retirados no dia 14 pós-transplante para 
processamento histológico. As secções foram coradas com hematoxilina férrica. (G) e 
(D) Transplante alogênico em um receptor BALB/Xid nos aumentos de 200x e 400x 
respectivamente. (I) e (J) Transplante alogênico em receptor BALB/Xid+B-1 nos 
aumentos de 200x e 400x, respectivamente. 
 

 

 

 

Alogênico BALB/Xid – 200x Alogênico BALB/Xid – 400x 

Alogênico BALB/Xid+B-1 – 400x Alogênico BALB/Xid+B-1 – 200x 
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Figura 4K, L, M e N – Sobrevida dos enxertos de pele em receptores com e 
sem células B-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sobrevida dos enxertos de pele e coração em receptores com e sem células B-1. 
Enxertos de pele foram retirados no dia 10 pós-transplante para processamento 
histológico. As secções foram coradas com hematoxilina e eosina. (K) e (L) 
Transplante isogênico em um receptor BALB/c nos aumentos de 40x e 100x 
respectivamente. A linha tracejada em (K) representa a junção entre a pele original do 
receptor e a pele transplantada do doador. (M) Transplante alogênico em receptor 
BALB/c no aumento de 100x. (N) Transplante alogênico em receptor BALB/Xid no 
aumento de 200x 
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4.4 A população de células B-1 peritoneais responde ao estímulo 

alogênico de pele 

Uma vez que foram encontrados indícios da participação de células B-1 

na rejeição de enxertos, testou-se um possível efeito do recebimento de um 

enxerto de pele sobre a população de células B-1 peritoneais.  

Alterações no número de células B-1 peritoneais foram descritas após 

alguns estímulos. Já foi demonstrado em camundongos que células B-1 

participam da resolução da infecção por Borrelia hermsii, uma bactéria 

causadora de febre recidivante, e que a cura do primeiro pico de bacteremia 

coincide com um aumento na frequência de células B-1 na cavidade peritoneal 

(23). Resultados similares foram descritos utilizando-se camundongos TCRα 

knockout, que possuem uma tendência de desenvolver doenças inflamatórias 

autoimunes, quando colocados em condições SPF. Nesses camundongos, a 

supressão de colite crônica foi correlacionada com alterações na população de 

células B-1 peritoneais (71). Em ambos os casos, a frequência de células B-1 foi 

alterada após um estímulo – infecção ou condições SPF – fato interpretado 

como ativação celular.  

 Camundongos BALB/c receberam enxertos de pele e foram sacrificados 

em diferentes dias para análise da população de células B-1 peritoneais. 

Enxertos de pele isogênicos não provocaram nenhuma alteração significativa 

na frequência de células B-1 (CD11b+/CD19+) da cavidade peritoneal de 

camundongos BALB/c, quando comparados com camundongos não 

manipulados (Figura 5A, primeiro gráfico e Figura 5B e C, linha pontilhada, em 

comparação com Figura 3, gráfico BALB/c). Diferentemente dos transplante 

isogênicos, os aloenxertos de pele induziram significativas alterações na 
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população de células B-1 peritoneais. Primeiro observou-se uma redução de 

células B-1 nos dias 1 e 3 pós-transplante. Em seguida, no dia 10, a população 

mostrou-se aumentada, até que foi reduzida a níveis normais no dia 15 (Figura 

5). As mudanças observadas na frequência de células B-1 refletem alterações 

no número absoluto dessas células e não foram causadas por alterações no 

número de outros tipos celulares residentes no peritônio (Figura 5C).  

Esses dados apóiam a ideia de que células B-1 de fato participam do 

processo de rejeição de aloenxertos, haja vista que a população de células B-1 

peritoneais é rapidamente afetada pelo estímulo alogênico. Além disso, no dia 

15 pós-transplante, o número de células B-1 retorna a níveis observados em 

camundongos que receberam apenas enxertos isogênicos. Segundo os 

experimentos de sobrevida feitos em BALB/c, no dia 15 considera-se o 

transplante como rejeitado (sobrevida média de 13 dias, Figura 4A). Em outras 

palavras, o número de células B-1 retorna ao normal quando o estímulo 

alogênico é severamente diminuído. 
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   Figura 5 – Alterações na população de células B-1 peritoneais após 
transplante de pele 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Alterações na população de células B-1 peritoneais após transplante de pele. (A) 
Células peritoneais de camundongos transplantados foram coletadas nos tempos 
indicados e a frequência de células B-1 (CD19+ CD11b+) foi analisada. Cada gráfico é 
representativo de 4 camundongos e mostra dados gerados a partir de leitura de 
10.000 eventos. (B) Média e desvio padrão da frequência de células B-1 peritoneais 
(n=4 por dia). A frequência de células B-1 peritoneais nos camundongos que 
receberam transplantes isogênicos se manteve constante durante todo o período de 
observação e não diferiu daquela de camundongos não manipulados (dados não 
mostrados). A linha pontilhada representa a média da frequência de células B-1 
peritoneais em camundongos que receberam transplantes isogênicos, no dia 1 pós-
transplante (média = 21,86%, DP = 3,18%). ** indica p<0,01 para os grupos de 
transplantes alogênicos nos dias 1, 3 e 10, todos em comparação com o grupo de 
transplantes isogênicos (linha pontilhada). Continua na próxima página. 
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(Continuação da legenda da Figura 5) (C) Média e desvio padrão do número de 
células B-1 peritoneais (n=4 por dia). A linha pontilhada representa a média do número 
de células B-1 em camundongos que receberam transplantes isogênicos, no dia 1 pós-
transplante (média = 50,4, DP = 5,2). ** indica p<0,01 para os grupos de transplantes 
alogênicos nos dias 1, 3 e 10, todos em comparação com o grupo de transplantes 
isogênicos (linha pontilhada). 

 

4.5 Células B-1 infiltram o enxerto alogênico de pele 

 Os resultados descritos até agora sugerem a participação de células B-1 

na rejeição de aloenxertos e mostram que a ausências delas leva a um atraso 

na rejeição. Decidiu-se, então, verificar se células B-1, de maneira semelhante 

a outras células, são capazes de infiltrar o enxerto em processo de rejeição. 

Para isso, sobrenadantes de cultura de células peritoneais aderentes foram 

utilizadas, já que foi constatada uma alta proporção de células B-1 nessa 

fração (Figura 2). As células foram marcadas com CFSE e transferidas por via 

intraperitoneal para camundongos BALB/c. Uma semana após a injeção, os 

camundongos receberam enxertos de pele, que foram coletados em diferentes 

dias, para digestão e análise das células que os haviam infiltrado. 

 As suspensões celulares derivadas de enxertos isogênicos não 

continham células fluorescentes em nenhum dos dias observadas (Figura 6A, 

segundo histograma). A ausência de células fluorescentes também foi 

constatada em suspensões derivadas de aloenxertos no dia 1 pós-transplante 

(Figura 6A, terceiro histograma). No entanto, foram encontradas células CFSE+ 

entre as células que infiltraram o aloenxerto, no dia 3 (Figura 6A, quarto 

histograma). Como as células B-1 foram injetadas via intraperitoneal, a 

presença de células fluorescentes no enxerto mostra que células B-1 são 

capazes de deixar a cavidade peritoneal e infiltrar um órgão em processo de 

rejeição. Contudo, a presença de células CFSE+ no enxerto não foi duradoura, 

uma vez que elas não foram detectadas no dia 10 pós-transplante (Figura 6B). 
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 Figura 6 – Identificação de células B-1 infiltrantes no enxerto de pele 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Identificação de células B-1 infiltrantes no enxerto. (A) Células B-1 marcadas com 
CFSE e transferidas para camundongos BALB/c. Estes receberam transplantes de 
pele que foram coletados nos dias indicados para análise do infiltrado inflamatório, por 
citometria de fluxo. A fluorescência inicial das células marcadas está ilustrada no 
primeiro histograma (linha cinza grossa). Cada um dos outros três histogramas é 
representativo de quatro animais diferentes e mostra as células não marcadas (linha 
cinza fina) e as células infiltrantes em cada grupo (linha preta grossa). (B) 
Porcentagem de eventos CFSE+ nas células infiltrantes do enxerto. Médias e desvio 
padrão estão mostrados (n=4 por dia). *** indica p<0,001 para Alogênico 3d vs 
qualquer outro grupo. 
 

 

A 
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4.6 Na ausência de células B-1, há um aumento do infiltrado de 

mastócitos e uma diminuição do infiltrado de células T no aloenxerto de 

pele 

 Há muitos dados na literatura que correlacionam os tipos de células que 

infiltram o enxerto com o destino deste – será tolerado ou rejeitado (57;59;72). 

 Criou-se a hipótese, então, de que as diferenças de sobrevida de 

aloenxertos observadas entre os grupos BALB/c e BALB/Xid (Figura 4) eram 

causadas por possíveis diferenças no infiltrado inflamatório nesses dois grupos. 

Para testar essa hipótese, camundongos dos dois grupos receberam 

aloenxertos de pele, que foram coletados em diferentes dias para digestão. As 

células que infiltraram o enxerto foram marcadas com anticorpos monoclonais 

específicos e foram analisadas por citometria de fluxo. 

 Não houve diferenças na quantidade de macrófagos infiltrantes (eventos 

+) entre BALB/c e BALB/Xid em nenhum dia 

observado (Figura 7A). Contudo peles enxertadas em camundongos BALB/c, 

no dia 10 pós-transplante, continham um número diminuído tanto de células T 

CD4+ (Figura 7B) quanto de T CD8+ (Figura 7C), quando comparadas com 

peles em camundongos BALB/Xid. Interessantemente, no mesmo dia, havia 

mais mastócitos (CD117+) infiltrando aloenxertos de pele em BALB/Xid do que 

em BALB/c (Figura 7D). 

 Uma menor infiltração de células T em camundongos BALB/Xid é 

coerente com a maior sobrevida dos enxertos de pele apresentada por esse 

grupo (Figura 4A). Também é coerente uma maior presença de mastócitos, 

visto que estes foram recentemente associados a processo imunossupressores 

na rejeição de aloenxertos de pele (59). 

de grande tamanho e CD11b
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Figura 7 – Composição do infiltrado inflamatório na pele transplantada para 
camundongos com e sem células B-1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Composição do infiltrado inflamatório na pele transplantada para camundongos com e 
sem células B-1. (A), (B), (C) e (D) Aloenxertos foram coletados nos dias indicados 
para digestão. As células infiltrantes no enxerto foram marcadas com anticorpos 
específicos e analisadas por citometria de fluxo (n=4 animais por barra). (A) 
Macrófagos foram definidos como células de maior tamanho, CD11b+. (B) Células T 
CD4+ foram definidas como células CD4+ dentro do gate de linfócitos. *** indica 
p<0,001 para BALB/c vs BALB/Xid. (C) Células T CD8+ foram definidas como células 
CD8+ dentro do gate de linfócitos. * indica p<0,05 para BALB/c vs BALB/Xid. (D) 
Mastócitos foram definidos como células CD117+. *** indica p<0,001 para BALB/c vs 
BALB/Xid. 
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4.7 A transferência adotiva de células B-1 reduz a proporção de 

mastócitos infiltrantes no enxerto 

 Para confirmar se a presença células B-1 de fato interfere no infiltrado 

inflamatório em aloenxertos de pele, células B-1 de camundongos BALB/c 

foram cultivadas e injetadas em camundongos BALB/Xid. Uma semana após a 

injeção, camundongos BALB/Xid+B-1 receberam aloenxertos de pele. 

 Para os experimentos com o grupo BALB/Xid+B-1, foi escolhido o dia 10 

pós-transplante como o dia para análise do infiltrado inflamatório, uma vez que 

foi o dia em foram encontradas diferenças significativas entre BALB/c e 

BALB/Xid (Figura 7A, B e C). Interessantemente, o grupo BALB/Xid+B-1 

apresentou significativamente menos mastócitos que o grupo BALB/Xid e não 

se mostrou diferente do grupo BALB/c (Figura 8A e B). Há, portanto, uma 

correlação entre a presença de células B-1 na cavidade peritoneal do receptor 

e a infiltração de mastócitos no aloenxerto de pele. 

 

4.8 A transferência adotiva de células B-1 restaura os níveis de células T 

CD8+ infiltrantes em aloenxertos de pele, mas não de T CD4+ 

 A frequência de células T infiltrantes no grupo BALB/Xid+B-1 também foi 

analisada, no dia 10 pós-transplante. De maneira similar aos mastócitos, a 

quantidade de células T CD8+ infiltrantes no grupo BALB/Xid+B-1 não diferiu da 

observada no grupo BALB/c (Figura 8C), mostrando novamente que a 

transferência de células B-1 foi capaz de alterar a composição do infiltrado 

inflamatório. Tal alteração, entretanto, não foi observada em células T CD4+ 

infiltrantes, cujos níveis permaneceram os mesmos tanto em BALB/Xid+B-1 

como em BALB/Xid (Figura 8D). 
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Figura 8 – Efeito da transferência de células B-1 sobre o infiltrado inflamatório 
em enxertos de pele 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Efeito da transferência de células B-1 sobre o infiltrado inflamatório em enxertos de 
pele. (A), (B), (C) e (D) Células infiltrantes no enxerto de pele foram isoladas no dia 10 
pós transplante. As células foram marcadas com anticorpos específicos e analisadas 
por citometria de fluxo. (A) Cada gráfico mostra mastócitos (CD117+) infiltrantes e é 
representativo de 5 animais diferentes. (B), (C) e (D) Porcentagem de mastócitos, 
células T CD4+ e T CD8+ infiltrantes no enxerto de pele. Médias e desvio padrão estão 
mostrados (n=5 por grupo). * indica p<0,05; ** indica p<0,01 e *** indica p<0,001. 
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4.9 Na ausência de células B-1, há um aumento do infiltrado de 

mastócitos no aloenxerto cardíaco 

A infiltração de mastócitos também foi avaliada no modelo de transplante 

cardíaco heterotópico. Como as metades de coração transplantadas eram 

muito pequenas para serem digeridas e ainda fornecerem uma quantidade 

adequada de células para a análise por citometria de fluxo, outro método foi 

utilizado. Secções feitas a partir das metades de coração foram coradas com 

azul de toluidina e os mastócitos foram contados pela visualização em um 

microscópio óptico. A contagem de mastócitos foi maior no grupo BALB/Xid nos 

dias 14 (Figura 9A e B) e 22 (Figura 9C) pós-transplante, quando comparado 

com os grupos BALB/c e BALB/Xid+B-1. Esses achados estão de acordo com 

o que foi observado na infiltração de mastócitos em aloenxertos de pele. 
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Figura 9A - Efeito da transferência de células B-1 sobre o infiltrado inflamatório 
em enxertos cardíacos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito da transferência de células B-1 sobre o infiltrado inflamatório em enxertos 
cardíacos. (A) Aloenxertos cardíacos heterotópicos foram retirados no dia 14 pós-
transplante e processados para histologia. As secções foram coradas com azul de 
toluidina e observadas ao microscópio óptico. Mastócitos foram definidos como células 
roxo-azuladas (setas) e foram contados por campo visível. O aumento é de 400x. 
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Figura 9B e C - Efeito da transferência de células B-1 sobre o infiltrado 
inflamatório em enxertos cardíacos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito da transferência de células B-1 sobre o infiltrado inflamatório em enxertos 
cardíacos. (B) e (C) Aloenxertos cardíacos heterotópicos foram retirados nos dias 14 
(B) e 22 (C) pós-transplante e processados para histologia. As secções foram coradas 
com azul de toluidina e observadas ao microscópio óptico. Mastócitos foram definidos 
como células roxo-azuladas e foram contados por campo visível, em um aumento de 
400x. Cada secção forneceu de 4 a 8 campos visíveis. Os gráficos mostram médias e 
desvio padrão da contagem de mastócitos (n = 5 por grupo). ** indica p<0,01 e *** 
indica p<0,001. 
  

 

4.10 Células B-1 de camundongos que já entraram em contato com 

aloenxertos de pele não são capazes de modificar a cinética de rejeição 

em outros receptores 

 Até o momento, os resultados indicam que células B-1 participam do 

processo de rejeição aguda de aloenxertos e que a presença dessas células 

interfere no infiltrado inflamatório no enxerto.  

Foi demonstrado, em nosso laboratório, que células B-1 possuem um 

papel supressor e interferem na cinética de inflamação da pata de um 

camundongo imunizado e desafiado com ovalbumina. Nesse caso, 

Dia 14 pós-transplante Dia 22 pós-transplante 

B C 
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camundongos BALB/Xid tinham menor edema de pata quando recebiam 

células B-1 provenientes de camundongos previamente sensibilizados, em 

comparação com aqueles que recebiam células B-1 “naïve”(36).  

Para verificar se um fenômeno semelhante acontecia também no modelo 

do presente trabalho, camundongos BALB/c receberam aloenxertos de pele e 

foram acompanhados diariamente. Dezesseis dias pós-transplante, quando 

todos os enxertos já tinham sido rejeitados, células peritoneais dos 

camundongos foram coletadas e colocadas em cultura. O sobrenadante da 

cultura de células peritoneais aderentes, que continha células B-1 (Figura 2), foi 

transferido para outros camundongos BALB/c, que, sete dias depois, 

receberam transplantes de pele. A cinética de rejeição desse grupo de 

camundongos foi comparada com a de camundongos BALB/c que receberam 

células B-1 de camundongos não transplantados. Não houve diferença entre as 

curvas de sobrevida (Figura 10A), que, além de semelhantes entre si, eram 

semelhantes à curva de camundongos BALB/c que não receberam qualquer 

transferência celular (Figura 4A). 

Como o experimento anterior foi feito em receptores BALB/c, é possível 

que a ação de células B-1 pré-sensibilizadas tivesse sido mascarada por 

células B-1 naïve presentes na cavidade peritoneal do camundongo receptor. 

Para contornar esse problema, o mesmo experimento foi realizado, agora com 

receptores BALB/Xid. Da mesma maneira, camundongos BALB/Xid que 

receberam células B-1 pré-sensibilizadas tiveram uma cinética de rejeição 

semelhante àqueles que receberam células B-1 naïve (Figura 10B).  
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Figura 10 – Efeito da transferência de células B-1 pré-sensibilizadas na 
rejeição de aloenxertos de pele 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Efeito da transferência de células B-1 pré-sensibilizadas na rejeição de aloenxertos de 
pele. (A) e (B) Células peritoneais foram coletadas de camundongos BALB/c, 16 dias 
após o recebimento de um aloenxerto de pele e foram colocadas em cultura. O 
sobrenadante da cultura foi utilizado utilizado para transferência celular para 
camundongos BALB/c (A) ou BALB/Xid (B), que 7 dias depois receberam transplante 
alogênico de pele. A sobrevida do transplante foi acompanhada diariamente. (A) 
p=0,4164 para BALB/c+B-1 naïve (linha contínua, n=8 animais) vs BALB/c+B-1 pré-
sens (linha pontilhada, n=9 animais). (B) p=0,3219 para BALB/Xid+B-1 naïve (linha 
contínua, n=8 animais) vs BALB/Xid+B-1 pré-sens (linha pontilhada, n=8 animais). 
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4.11 A ausência de células B-1 não interfere na cinética de rejeição de 

segunda instância, no modelo de aloenxertos de pele 

 A rejeição de aloenxertos é um processo dependente de células T. Um 

indivíduo que receber um segundo aloenxerto do mesmo doador rejeitará o 

órgão mais rapidamente que da primeira vez, por causa da presença de células 

T de memória, que serão mais rapidamente ativadas que células T naïve. 

 Foi testada, então, a capacidade de camundongos BALB/Xid de 

rejeitarem um segundo aloenxerto de pele vindo de doadores da mesma 

linhagem. Para isso, camundongos BALB/c e BALB/Xid receberam aloenxertos 

de pele de doadores C57BL/6. Depois de rejeitados tais enxertos, os 

receptores receberam novos enxertos, também de doadores C57BL/6. Assim 

como os receptores BALB/c (Figura 11A), os camundongos BALB/Xid 

rejeitaram os segundos enxertos mais rapidamente que os primeiros (Figura 

11B), levando à conclusão de que a ausência de células B-1 não acarretou 

alterações significativas nesse processo dependente de memória imunológica.  
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Figura 11 – Sobrevida dos segundos enxertos de pele na presença e ausência 
de células B-1 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sobrevida dos segundos enxertos de pele na presença e ausência de células B-1. (A) 
e (B) Camundongos que já haviam rejeitado um aloenxerto de pele receberam um 
novo aloenxerto. A sobrevida do segundo enxerto foi acompanhada diariamente e 
comparada com a sobrevida do primeiro. (A) p=0,008 para BALB/c 1º tx (linha 
contínua, n=10 animais)  vs BALB/c 2º tx (n=7 animais). (B) p=0,0275 para BALB/Xid 
1º tx (linha contínua, n=7 animais) vs BALB/Xid 2º tx (linha pontilhada, n=10 animais). 
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5. DISCUSSÃO 
 

O papel das células B-1 nas respostas imunes inata e adaptativa é 

controverso. Por muitos anos, células B-1 têm sido consideradas como a 

primeira linha de defesa contra patógenos, devido à habilidade de secretar 

anticorpos naturais (31). Portanto células B-1 são comumente associadas à 

imunidade humoral inata e a participação delas em respostas imunes mediadas 

por células T é frequentemente subestimada. No entanto algumas pesquisas 

recentes demonstraram conexões entre células B-1 e reações imunes 

classicamente atribuídas a células T, como hipersensibilidades imediata (36) e 

tardia (18;38). 

 No presente trabalho, avaliou-se a participação de células B-1 na 

rejeição aguda de aloenxertos, um fenômeno principalmente orquestrado por 

células T. Mostrou-se que camundongos deficientes em células B-1 demoram 

mais para rejeitar aloenxertos do que camundongos selvagens. Além disso, foi 

demonstrado que a população de células B-1 peritoneais responde ao estímulo 

alogênico e que essas células são capazes de infiltrar enxertos em processo de 

rejeição aguda. Por fim, observou-se que a densidade de células que infiltram o 

enxerto é alterada segundo a presença ou ausência de células B-1. 

 O fato, até então desconhecido, de que aloenxertos cardíacos e de pele 

tinham suas sobrevidas prolongadas quando transplantados em camundongos 

BALB/Xid indica que células B-1 são sinérgicas a outros elementos do sistema 

imune que colaboram para a eliminação do tecido transplantado. Essa hipótese 

foi confirmada, pois o grupo BALB/Xid+B-1 exibiu cinéticas de sobrevida do 

aloenxerto similares às do grupo BALB/c (Figura 4A e B).  
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 Tendo em mente esses dados de sobrevida, parece paradoxal que, nos 

aloenxertos cardíacos, o grupo BALB/Xid tenha apresentado um infiltrado 

inflamatório mais intenso (Figura 4G e H) que os grupos BALB/c (Figura 4E e 

F) e BALB/Xid+B-1 (Figura 4I e J). Entretanto é possível interpretar que o grupo 

BALB/Xid está mais atrasado na fase efetora da resposta imune alogênica e 

que os outros dois grupos já passaram por uma fase de intensa inflamação 

mais precocemente. De fato, as fibras musculares dos corações transplantados 

se mostraram muito mais danificadas, no dia 14 pós-transplante, nos grupos 

BALB/c e BALB/Xid+B-1 do que no grupo BALB/Xid (Figura 4 e dados não 

mostrados). Um fenômeno similar foi descrito por Oliveira e colaboradores, em 

nosso laboratório, que mostraram que camundongos BALB/Xid demoravam 

mais tempo para cicatrizar um ferimento superficial embora apresentassem um 

infiltrado neutrofílico maior que camundongos BALB/c (73). Esse fato causa uma 

certa estranheza, pois neutrófilos são considerados importantes participantes 

no processo de cicatrização tecidual. Assim, é possível interpretar que o grupo 

BALB/c também apresentou uma infiltração neutrofílica, porém em períodos 

mais precoces. 

 Anteriormente ao experimento de sobrevida, havia duas hipóteses 

básicas para a participação de células B-1 na rejeição aguda de aloenxertos, 

se é que havia essa participação: ou os camundongos BALB/Xid teriam um 

atraso na rejeição, em comparação com camundongos BALB/c, ou então 

teriam uma aceleração. Em nosso laboratório, acreditava-se que a segunda 

hipótese seria a verdadeira. Isso porque alguns trabalhos do nosso laboratório 

mostravam propriedades anti-inflamatórias de células B-1. 
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Foi descrito por Popi e colaboradores que macrófagos derivados de 

camundongos BALB/Xid liberavam mais NO e H2O2 do que macrófagos de 

BALB/c. Além disso, macrófagos apresentaram menor atividade fagocítica 

quando cocultivados com células B-1, fato que foi relacionado com a ação da 

IL-10 secretada pela última. Os autores especulam que, como células B-1 têm 

a capacidade de migrar para um foco inflamatório, seria possível que elas 

agissem no local, diminuindo o dano tecidual gerado por macrófagos ativados, 

em uma lesão in vivo (21).  

Em outro trabalho, De Lorenzo e colaboradores mostraram que células 

B-1, apesar de apresentarem antígenos, são ineficientes como estimuladoras 

da proliferação de células T in vitro. Esta ineficiência pode estar relacionada 

com a baixa expressão de moléculas coestimuladoras, como CD86. Ainda, 

células B-1 apresentaram características tolerogênicas, pois, quando injetadas 

em camundongos BALB/Xid, os tornaram menos responsivos, em termos de 

mecanismos humorais e celulares, à imunização com ovalbumina (36). Além 

disso, Oliveira e colaboradores mostraram que células B-1 participam do 

processo de cicatrização no camundongo, modulando a fase inflamatória desse 

processo. Essa modulação seria via secreção de IL-10, pois células B-1 

deficientes nesta citocina se mostraram incapazes de controlar a inflamação 

gerada pelo trauma mecânico (73). 

 Se transferidos para experimentos de rejeição de enxertos, os 

fenômenos descritos nos parágrafos anteriores levam ao pensamento lógico de 

que células B-1 ajudariam a atrasar a rejeição, devido às ações inibitórias 

sobre macrófagos e linfócitos T. Entretanto o que se observou no presente 

trabalho foi justamente o contrário. Esse fato, aliado à morfologia variável (12) e 
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à expressão promíscua de marcadores de superfície (17), fortalece a ideia de 

que células B-1 são extremamente versáteis e possuem uma ampla gama de 

respostas. 

 O fato de que, mesmo na ausência de células B-1, os aloenxertos de 

pele e coração foram rejeitados (Figura 4), indica que essas células, assim 

como outros mecanismos redundantes do sistema imune, são dispensáveis 

para o processo de rejeição aguda, pelo menos em indivíduos 

imunocompetentes. A rejeição aguda é uma complexa e vigorosa resposta 

imune com a participação de muitos mecanismos efetores, que podem 

mascarar a participação de células B-1. Talvez experimentos com transplantes 

entre indivíduos com disparidade apenas quanto a antígenos menores de 

histocompatibilidade pudessem dar mais ênfase aos efeitos da presença ou 

ausência de células B-1 no receptor. 

 Ainda sobre os dados de sobrevida, a Figura 10 mostra a sobrevida de 

aloenxertos em receptores que receberam células B-1 de indivíduos que já 

haviam respondido contra aloantígenos presentes na pele de um doador 

C57BL/6. O fato de receberem células pré-sensibilizadas ou naïve não 

acarretou em diferenças significativas quanto à sobrevida do enxerto, seja em 

receptores BALB/c (Figura 10A), ou em BALB/Xid (Figura 10B). De Lorenzo e 

colaboradores mostraram que células B-1 pré-sensibilizadas com ovalbumina e 

transferidas para camundongos BALB/Xid tinham efeito supressor maior do que 

células B-1 naïve (36), mostrando que células B-1 são capazes de “aprender” 

novos comportamentos e transferí-los para outros receptores. Resultados 

semelhantes foram descritos por Alugupalli e colaboradores que mostraram 

que, após imunização, células B-1b de longa vida secretavam anticorpos 

 



 62

específicos contra antígenos da bactéria Borrelia hermsii (24), assemelhando-se 

ao mecanismo de memória humoral observado em linfócitos B-2, apesar do 

mecanismo descrito em células B-1 ser timo-independente. No presente 

trabalho, características como as descritas por Alugupalli e De Lorenzo não 

foram constatadas. Novamente, é possível que o fenômeno exista, mas que 

esteja mascarado no modelo utilizado neste trabalho. Talvez em experimentos 

que contassem com a transferência de células B-1 pré-sensibilizadas para 

camundongos com imunodeficiências mais severas, como SCID, os resultados 

fossem diferentes. Outro aspecto desse experimento é que, como essa 

característica de “memória” de células B-1 ainda é pouco conhecida, não se 

sabe quais parâmetros experimentais facilitariam ou dificultariam o 

aparecimento dela. Por exemplo, talvez o número de células transferidas tenha 

sido insuficiente, embora adequado para a transferência de células “naïve”. O 

dia em que as células foram coletadas do primeiro receptor pode não ter sido 

adequado também. 

 O experimento ilustrado na Figura 11 mostra que a ausência de células 

B-1 não afetou de maneira significativa a cinética de rejeição do segundo 

aloenxerto de pele. O resultado obtido já era esperado, por causa do possível 

mascaramento do papel de células B-1 por outros mecanismos do sistema 

imune, como já discutido acima. Esses mecanismos, no caso da rejeição de 

segunda instância, seriam ainda mais eficientes e rápidos, e uma possível 

participação de células B-1 provavelmente não seria detectada. 

 No presente trabalho, foi mostrado que células B-1 da cavidade 

peritoneal respondem a um estímulo alogênico na pele, por meio de variações 

no número de células CD11b+/CD19+ (Figura 5). Outros autores já observaram 
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que esse tipo de resposta envolvendo células B-1 pode ocorrer após vários 

estímulos. Algumas linhagens de camundongos apresentam aumento da 

porcentagem de células B-1 peritoneais após infecção por Schistosoma 

mansoni (74). Dados em nosso laboratório mostram que a injeção de células 

tumorais na pata de camundongos também afeta a frequência de células B-1 

no peritônio (Palos, comunicação pessoal). Alugupalli e colaboradores 

observaram que a expansão de células B-1 peritoneais coincide com a 

resolução da bacteremia de Borrelia hermsii (23) e que a persistência de tal 

expansão é correlacionada com uma resistência duradoura à reinfecção (24). 

Portanto a frequência de células B-1 na cavidade peritoneal parece refletir o 

estado de ativação dessas células em resposta a estímulos sistêmicos 

(bacteremia) ou localizados (células tumorais na pata).  

Nos dias 1 e 3 após o estímulo alogênico, houve uma diminuição no 

número de células B-1 na cavidade peritoneal dos receptores (Figura 5). 

Algumas hipóteses a respeito do destino das células ausentes no peritônio 

podem ser levantadas: (I) as células morreram, por algum mecanismo 

desconhecido; (II) as células perderam pelo menos um dos marcadores de 

superfície utilizados para identificação de células B-1 no experimento; ou (III) 

as células deixaram a cavidade peritoneal e migraram para outro local. Até o 

momento não há dados neste modelo de transplantes que confirmem ou 

excluam qualquer uma das três hipóteses. Baseando-se nos seguintes dados 

de outros autores, é possível crer mais na hipótese III. Já foi demonstrado que 

apenas 1 hora após um estímulo cutâneo com trinitrofenil-cloreto, células B-1 

saem da cavidade peritoneal e migram para o baço, onde secretarão 

anticorpos responsáveis pela iniciação do processo de hipersensibilidade de 
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contato (18). Outros autores também descreveram processos similares de 

migração de células B-1 para o baço (14). Em nosso laboratório, já foi descrita a 

migração de células B-1 para focos inflamatórios na pele, induzidos por 

implantação de lamínula de vidro (12;75) ou por trauma mecânico (73). No 

presente trabalho foi demonstrado que células B-1 migraram da cavidade 

peritoneal para o aloenxerto no dia 3 pós-transplante (Figura 6). É possível que 

essa migração seja responsável, pelo menos em parte, pela diminuição de 

células B-1 peritoneais nos primeiros dias após o transplante. Experimentos 

preliminares foram realizados com o intuito de procurar células B-1 nos dias 1 e 

3 pós transplante, em órgãos linfoides secundários (dados não mostrados), 

porém nenhuma alteração no número de células B-1 nesses órgãos foi 

encontrada. Entretanto o experimento se baseou na identificação por 

marcadores de superfície e, como os marcadores de células B-1 podem variar 

segundo o ambiente, é possível que o resultado seja um falso-negativo e 

experimentos mais adequados de rastreamento celular se fazem necessários. 

Seguindo a linha de raciocínio iniciada anteriormente, de que a 

expansão de células B-1 no peritônio é um reflexo da ativação dessa 

população, o dia 10 pós-transplante seria o dia com maior ativação. No 

presente estudo, os resultados mostraram que a acumulação de células B-1 na 

cavidade peritoneal no dia 10 pós-transplante (Figura 5) foi simultânea às 

diferenças observadas quanto ao infiltrado inflamatório no enxerto (Figura 7). 

Isso pode indicar que, para que o infiltrado inflamatório no aloenxerto seja 

afetado, é necessária a expansão de células B-1 peritoneais. Seria interessante 

testar se as células B-1 peritoneais de diferentes dias pós-transplante possuem 

diferenças funcionais. Por exemplo, será que células B-1 do dia 10 pós-
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transplante seriam capazes de transferir algum tipo de “memória”, em um 

experimento semelhante ao da Figura 10? 

A autolimitação da resposta de células B-1 foi observada quando a 

frequência delas retornou a níveis normais no dia 15 (Figura 5), um dia em que 

o enxerto não é mais visível. Interessantemente, essas alterações no número 

de células B-1 peritoneais ocorreram apenas após transplantes de pele 

alogênicos, enquanto que transplantes isogênicos não estimularam a 

proliferação de células B-1. Pode ser, então, que a expansão de células B-1 

seja estimulada por aloantígenos específicos do enxerto, ou então seja 

induzida por sinais inflamatórios inespecíficos, como citocinas, 

independentemente da natureza do antígeno. Com base apenas nos resultados 

obtidos até o momento, qualquer uma das duas hipóteses pode ser verdadeira, 

até mesmo de maneira simultânea, ou seja, a proliferação de células B-1 

dependeria tanto do antígeno quanto de sinais inespecíficos. 

 Confirmando a participação de células B-1 na rejeição de aloenxertos, 

células B-1 marcadas com CFSE foram encontradas em enxertos de pele 3 

dias após o transplante (Figura 6). Essa capacidade de migração da cavidade 

peritoneal para um foco inflamatório havia sido descrita anteriormente em 

nosso laboratório (12;73;75). Um dado interessante é que a quantidade de CFSE 

por célula infiltrante foi mais baixa do que a quantidade inicial (Figura 6, 

primeiro e quarto histogramas). Isso indica que as células que migraram para o 

enxerto sofreram divisões. No protocolo utilizado, as células fluorescentes 

foram encontradas 10 dias após sua injeção no receptor (o transplante é feito 7 

dias após a injeção e as células foram encontradas 3 dias após o transplante). 

É possível que as células precisem se dividir para então migrar para o local do 
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enxerto, ou pode ser que a divisão seja um fenômeno natural, independente do 

estímulo alogênico. Mesmo que essa dúvida ainda não seja solucionada, esse 

é mais um dado para o pouco entendido processo de migração de células B-1. 

No momento, o significado biológico da presença de células B-1 no 

enxerto é apenas fruto de especulação. É possível que elas sejam 

responsáveis pela “limpeza” de células apoptóticas e restos celulares por meio 

de fagocitose, como foi sugerido por Novaes e Brito, em comunicação pessoal. 

Outra possibilidade é que elas atuem no local como células apresentadoras de 

antígeno (37) para células T alorreativas previamente ativadas, amplificando, 

assim, os sinais indutores de inflamação.  

 No dia 10 pós-transplante, não foram encontradas células B-1 CFSE+ 

infiltrantes no enxerto. Pouco se sabe sobre o destino e as funções de células 

B-1 que deixam a cavidade peritoneal para um foco inflamatório. Nesse caso, 

as células podem ter morrido no local do enxerto, apesar de que uma diluição 

do CFSE a níveis indetectáveis não pode ser descartada. 

 Do mesmo jeito que vários tipos de respostas imunes, é provável que a 

participação das células B-1 na rejeição aguda de aloenxertos seja baseada 

em mecanismos de ação diferentes e redundantes. Seguindo esse raciocínio, 

células B-1, além de migrarem para o local do enxerto, poderiam também agir a 

partir de sítios distantes do local do transplante, por meio de fatores solúveis. 

De fato, foi o que propuseram Szczepanik e colaboradores, quando 

descobriram que células B-1 têm um papel na fase precoce da 

hipersensibilidade tardia induzida por proteínas. Os autores mostraram que 

anticorpos IgM, específicos para o antígeno e derivados de células B-1, formam 

imunecomplexos que ativam o sistema complemento, sensibilizando 
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mastócitos, fato que medeia o recrutamento de células T para o local do 

desafio (38). 

 Como a hipersensibilidade tardia e a rejeição aguda de aloenxertos 

compartilham várias características, levantou-se a hipótese de que células B-1 

poderiam influenciar o recrutamento de células inflamatórias na infiltração do 

órgão transplantado. Interessantemente, no dia 10 pós-transplante, as peles 

enxertadas em camundongos BALB/Xid tinham menos células T CD4+ e CD8+ 

do que as enxertadas em BALB/c (Figura 7B e C). Além disso, o grupo 

BALB/Xid exibiu uma quantidade aumentada de mastócitos infiltrantes, tanto 

nos transplantes de pele (Figura 7D) quanto de coração (Figura 9). Os altos 

números de mastócitos e baixos números de linfócitos T coincidiram com uma 

sobrevida estendida observada no grupo BALB/Xid (Figura 4A e B). 

 Esses resultados são corroborados pela pesquisa de Lu e 

colaboradores, que usaram um protocolo para tornar camundongos tolerantes 

a transplantes alogênicos, baseado na injeção de células do doador, 

juntamente com a administração de anti-CD154. Os autores mostraram que 

mastócitos são essenciais para que aloenxertos de pele sejam aceitos em 

camundongos que passaram por tal tratamento tolerizante. Nos aloenxertos 

tolerados, foi descrito um aumento tanto na expressão de genes relacionados a 

mastócitos, quanto na densidade de mastócitos, quando comparados a 

aloenxertos em processo de rejeição. Também foi observado que a ausência 

de mastócitos era coincidente com o aumento de células T CD4+ dentro do 

enxerto (59). Apesar de o presente trabalho não utilizar um protocolo que induza 

a tolerância, os resultados aqui obtidos são, de certa forma, semelhantes aos 

publicados por Lu e colaboradores. No presente modelo, transplantes que 
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levaram mais tempo para serem rejeitados (BALB/Xid) continham uma 

densidade maior de mastócitos. A comparação entre os dois trabalhos levanta 

uma questão interessante: será que um tratamento que induza a tolerância a 

aloenxertos, como o utilizado por Lu e colaboradores, seria mais eficiente se 

aplicado em camundongos BALB/Xid do que em BALB/c? 

 Essa inesperada participação anti-inflamatória de mastócitos também foi 

documentada por Grimbaldeston e colaboradores em um modelo de 

hipersensibilidade de contato. Os pesquisadores utilizaram uma combinação de 

camundongos deficientes em mastócitos e mastócitos deficientes em IL-10 

para provar que a IL-10 derivada de mastócitos é capaz de limitar o dano 

tecidual à pele e a infiltração de leucócitos, incluindo linfócitos T CD8+, no sítio 

de desafio com um hapteno (61). 

 Com base nos resultados obtidos com os grupos BALB/c e BALB/Xid 

(Figura 7D e Figura 9), é tentador considerar que células B-1 poderiam exercer 

controle sobre a infiltração de mastócitos nos enxertos em processo de 

rejeição. Já foi descrito, no entanto, que mastócitos derivados de camundongos 

“btk null” ou Xid apresentam mais lentidão na morte por apoptose em culturas 

privadas de IL-3, do que mastócitos de animais selvagens. Esse fato sugere 

que a Btk regula o processo de apoptose (76). Seria então possível que as 

diferenças nos infiltrados de mastócitos observados entre BALB/c e BALB/Xid 

resultaram, na verdade, de uma maior capacidade de sobrevivência inerente 

aos mastócitos derivados de BALB/Xid. Se isso fosse verdadeiro, a 

interferência de células B-1 na infiltração de mastócitos seria, provavelmente, 

irrelevante. 
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 Para sanar essa dúvida, células B-1 de cultura foram transferidas para 

camundongos BALB/Xid que, 7 dias depois, receberam transplantes de pele. 

De maneira impressionante, a reconstituição de células B-1 causou uma 

significativa diminuição na densidade de mastócitos infiltrantes no dia 10 pós-

transplante (Figura 8A e B), mostrando que, na presença de células B-1, 

mastócitos deficientes em Btk ainda são capazes de infiltrar o órgão 

transplantado. O mesmo fenômeno ocorreu no modelo de transplantes 

cardíacos heterotópicos nos dias 14 e 22 (Figura 9). A baixa quantidade de 

mastócitos nos aloenxertos de pele no grupo BALB/Xid+B-1 foi acompanhada 

por altos números de células T CD8+ mas não CD4+ (Figura 8C e D).  

 Os resultados do presente trabalho mostram que, na ausência de células 

B-1 no receptor, há mais mastócitos e menos células T CD8+ infiltrantes no 

enxerto. Contudo, apenas com base nesses dados, é impossível dizer se a 

grande quantidade de mastócitos é causa da pouca quantidade de células T, 

ou se é consequência. Como já foi descrito que mastócitos podem interferir na 

migração de células T para um sítio de inflamação (38;59) e que células B-1 é 

que dão o estímulo para mastócitos agirem de tal maneira (18;38) a seguir serão 

propostas especulações de mecanismos a respeito de um modelo que se 

baseia na seguinte linha de ação: ‘células B-1→ mastócitos → células T’. 

A participação de mastócitos na rejeição aguda de aloenxertos é 

controversa, pois há relatos que apoiam várias hipóteses. Já foi documentado 

em um modelo de transplantes cardíacos em ratos, um aumento de mastócitos 

infiltrantes no aloenxerto em rejeição, concomitante a uma diminuição de 

mastócitos residentes (77). Por outro lado, nenhuma alteração no número de 

mastócitos foi encontrada quando outro grupo de pesquisadores analisou 
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corações em processo de rejeição, em um modelo muito similar ao anterior (78). 

Por fim, o trabalho de Lu e colaboradores, descrito anteriormente, demonstra 

um papel supressor de mastócitos no processo de rejeição em um modelo de 

transplantes de pele em camundongos (59). 

 A razão dos dados contrastantes a respeito de mastócitos pode estar 

relacionada com a grande plasticidade inerente a essas células. A população 

de mastócitos não é homogênea em um indivíduo, sendo distinguidos em 

roedores os mastócitos de mucosa e os de tecido conectivo. Ainda, além da 

liberação de histamina, prostaglandinas e outros fatores envolvidos na fase 

efetora da reação alérgica mediada por IgE, mastócitos podem secretar uma 

ampla variedade de produtos, como por exemplo IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-8, IL-9, IL-10 e IL-13 (79). Portanto, é muito provável que o tipo de estímulo, a 

espécie estudada e o modelo experimental interfiram na ação resultante dos 

mastócitos, em determinado cenário fisiopatológico. 

 Tendo isso em mente, a comparação mais próxima dos resultados 

obtidos no presente trabalho é com os resultados de Lu e colaboradores, por 

dois motivos básicos: ambos se valeram de transplantes de pele em 

camundongos e encontraram mais mastócitos em grupos que levaram mais 

tempo para rejeitar os enxertos alogênicos. No trabalho de Lu e colaboradores, 

foi demonstrado que a presença de mastócitos no enxerto era essencial para a 

manutenção da tolerância, por um mecanismo ainda desconhecido dos 

autores. Foi demonstrado também que células Treg ativadas in vitro secretam 

altas quantidades de IL-9 e que células Treg secretoras de IL-9 infiltravam in 

vivo o aloenxerto de pele sendo tolerado. Essa presença local de IL-9, que é 

um fator de crescimento de mastócitos, parece ser importante para a presença 
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de mastócitos do aloenxerto, pois a administração de anti-IL-9 a um 

camundongo diminuiu a quantidade de mastócitos na pele, bem como quebrou 

a tolerância ao transplante alogênico (59).  

No presente trabalho foram verificadas posições antagônicas entre 

células B-1 no indivíduo receptor e mastócitos infiltrantes no enxerto, já que 

quando uma está presente (BALB/c e BALB/Xid+B-1), o outro está diminuído e 

quando uma está ausente (BALB/Xid), o outro está aumentado (Figura 8A e B 

e Figura 9). É possível especular que a competição por fatores de crescimento 

comuns às duas células, como IL-9, poderia explicar tal fenômeno. De fato, 

Vink e colaboradores mostraram que células B-1 possuem o receptor para IL-9, 

que camundongos transgênicos que superexpressam essa proteína têm mais 

células B-1 peritoneais e que a administração diária de IL-9 leva a uma 

expansão seletiva de células B-1 na cavidade peritoneal de camundongos 

normais (80). Assim, na ausência de células B-1, seria mais fácil a acumulação 

de mastócitos no órgão transplantado. Se células B-1 realmente levam alguma 

vantagem em relação a mastócitos na competição por fatores de crescimento, 

isso poderia estar relacionado com o acúmulo dessas células na cavidade 

peritoneal no dia 10 pós-transplante, concomitante à baixa quantidade de 

mastócitos observada no enxerto. Não pode ser descartada, também, a 

possibilidade de células B-1 regularem negativamente a atividade de 

mastócitos, por mecanismos ainda desconhecidos. 

 No trabalho de Lu e colaboradores, não foi possível demonstrar o 

mecanismo pelo qual mastócitos ajudariam a diminuir o número de células T 

infiltrantes no enxerto, preservando, assim, o tecido transplantado. Os autores 

especulam que mastócitos poderiam secretar fator de transformação do TGF- β 
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ou outro fator imunossupressor (59). De fato, Grimbaldeston e colaboradores 

mostraram que mastócitos são a fonte principal de IL-10 secretada na pele, em 

um modelo de hipersensibilidade de contato. A presença de mastócitos 

secretores de IL-10 nesse caso é fundamental para o controle do dano tecidual 

causado pela reação inflamatória. Quando Grimbaldeston e colaboradores 

discutem o artigo de Lu e colaboradores, eles relembram que os últimos 

encontraram altos níveis de mRNA de IL-10 nos transplantes de pele sendo 

tolerados, mas não puderam definir a fonte de tais ácidos nucléicos. Os 

primeiros sugerem, então, que essa fonte seja composta por mastócitos (61). 

 Assim, é possível especular um modelo em que poucos dias após o 

recebimento de um transplante alogênico, há uma diminuição do número de 

células B-1 na cavidade peritoneal do receptor, que pode estar relacionada 

com a migração dessas células para outros locais, incluindo o local do enxerto. 

Alguns dias depois (dia 10 pós-transplante, neste trabalho), há um acúmulo de 

células B-1 na cavidade peritoneal, concomitante a uma baixa densidade de 

mastócitos infiltrantes no enxerto. Juntamente, há uma grande infiltração de 

células T CD8+, que auxiliam no dano ao tecido alogênico. Após a eliminação 

do órgão transplantado, os números de células B-1 no peritônio retornam ao 

nível normal. Na ausência de células B-1, mais mastócitos e menos células T 

CD8+ infiltram o enxerto, que tem sua sobrevida estendida. 

 A transferência de células B-1 para camundongos BALB/Xid afetou o 

infiltrado inflamatório de células T CD8+, mas não de células T CD4+. Já foi 

documentado que camundongos BALB/Xid tendem a montar respostas de 

células T de maneira diferente que camundongos BALB/c quando infectados 

com um tipo de filária. Nesse modelo, o controle da filaremia é feito por células 
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T CD4+ e a resistência à infecção está relacionada a um padrão de citocinas 

Th2. Em camundongos BALB/Xid, há uma menor produção de IL-4, IL-5 e IL-10 

e o camundongo tem mais vermes que os BALB/c (81).  Também foi descrito 

que o perfil de citocinas de camundongos BALB/Xid em uma resposta contra 

Leishmania major é predominantemente Th1, fato que lhe confere resistência 

ao parasito, em comparação a camundongos BALB/c (82). Apesar de os autores 

sugerirem que essas diferenças entre as linhagens são consequência da 

presença ou falta de células B-1, nenhuma evidência direta foi demonstrada. 

Aliás, Babai e colaboradores mostram que a depleção de células B-1 em 

camundongos BALB/c não confere resistência à infecção por Leishmania major 

(83).  

Assim, as citadas disparidades podem, na realidade, ser causadas pelo 

micro ambiente deficiente em Btk, de uma maneira que independe de células 

B-1. Essa parece ser a explicação para o que se observa no presente trabalho 

quando se trata de células T CD4+ infiltrantes nos grupos BALB/Xid e 

BALB/Xid+B-1.  

Embora não haja dados a respeito na literatura, não se pode descartar 

também que a infiltração de células T CD4+ no aloenxerto sofra interferência de 

células B-1a. Lembrando que, neste trabalho, a suspensão celular usada para 

reconstituição continha principalmente células B-1b, chegamos à conclusão 

que tanto o grupo BALB/Xid, quanto o grupo BALB/Xid+B-1, são deficientes em 

células B-1a. 

 O presente trabalho apresentou fatos novos a respeito da participação 

de células B-1 na rejeição aguda de aloenxertos e, seguindo o curso inevitável 

da ciência, gera várias questões a serem respondidas. A utilização de modelos 
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de transplante entre indivíduos com mais similaridades quanto a antígenos de 

histocompatibilidade pode deixar mais claro o papel de células B-1 na rejeição? 

Qual a função de células B-1 que migram para o foco inflamatório? Qual o 

destino dessas células que migraram, após a resolução da inflamação? Células 

B-1 migram para outros locais, além do foco inflamatório? Quais os 

mecanismos responsáveis pelas diferenças no infiltrado inflamatório de BALB/c 

e BALB/Xid? A expansão de células B-1 peritoneais é necessária para que haja 

essas diferenças? Como é esta relação ‘células B-1→ mastócitos → células T’? 

Qual o efeito da transferência apenas de células B-1a para camundongos 

BALB/Xid? 

 Em conjunto, os resultados obtidos contribuem para o entendimento da 

biologia de células B-1 e fortalecem a ideia de que essas versáteis células, 

além de seu papel já bem descrito na imunidade humoral dependente de 

anticorpos naturais, também participam em importantes respostas mediadas 

por células T, como a rejeição aguda de aloenxertos ou as hipersensibilidades 

imediata e tardia.  
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6. CONCLUSÕES 
 
 

- Células B-1 participam da rejeição aguda de aloenxertos, afetando a 

sobrevida do enxerto e o infiltrado inflamatório. 

 

- A ausência de células B-1 leva a um atraso na rejeição de aloenxertos.  

 

- No modelo estudado, células B-1 parecem ter papel coadjuvante na rejeição, 

uma vez que aceleram o processo, mas não são necessárias para que este 

aconteça. 

 

- A população de células B-1 peritoneais responde ao estímulo alogênico por 

meio de proliferação e provável migração. 

 

- Células B-1 são capazes de infiltrar o aloenxerto em processo de rejeição, 

poucos dias após o transplante. 

 

- O infiltrado inflamatório no enxerto é alterado segundo a presença ou 

ausência de células B-1 no receptor do transplante 
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Abstract 

 

B-1 B cells are important producers of natural antibodies in mice and humans 

and, therefore, are considered as the first line of defense against pathogens. 

Because of that, their role in T-cell mediated immune responses is commonly 

underrated. However, recent studies have described the participation of B-1 

cells in immediate and delayed-type hypersensitivity. The present work 

assessed the role of B-1 cells in the rejection of allografts in mice, an immune 

reaction mainly orchestrated by T cells. We have transplanted allogeneic skin 

and heart to wild-type and B-1 cell-deficient mice, and followed rejection 

kinetics. Skin graft-infiltrating cells were analyzed by flow cytometry. We 

observed a delay in rejection kinetics of B-1 cell-deficient mice when compared 

to wild-type mice. Adoptive transfer of B-1 cells into B-1 cell-deficient mice 

abrogated this delay. The longer survival observed in the absence of B-1 cells 

correlated with less CD8+ T cells infiltrating the grafts, as well as with more 

mast cells. Collectively, our results show the participation of B-1 cells in the 

allograft rejection process in mice, thus collaborating to the understanding of B-

1 cell biology. 
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