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RESUMO 
 

PAPEL DO RECEPTOR NOD2 EM MODELO EXPERIMENTAL DE 
DOENÇA ENXERTO CONTRA O HOSPEDEIRO 

 
Ramon Lemos Calaça das Neves 

 
Orientadora: Adriana Bonomo 

 
Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 
Ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 
para a obtenção do título de Doutor em Ciências (Microbiologia). 

 

O impacto do receptor intracelular da imunidade inata NOD2/CARD15, no 
transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) em humanos, permanece 
controverso quanto a seu papel como fator de risco independente para o 
desenvolvimento da doença enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda. Modelos 
experimentais descrevem um estudo que demonstra que NOD2 presente nas 
células hematopoéticas do receptor é importante na proteção contra a DECH 
aguda quando o doador e receptor são completamente alogenicos ou diferindo 
apenas em antígenos “minor”. Esta questão foi abordada neste estudo utilizando-
se um modelo murino semialogenico de DECH. Demonstramos que células 
dendríticas derivadas de medula óssea (BMDC) de camundongos deficientes em 
NOD2 protegeram receptores de uma DECH aguda, quando administradas 
juntamente com as células transplantadas. No entanto, conforme demonstrado por 
marcadores de superfície e secreção de citocinas, as BMDCs de camundongos 
deficientes para NOD2 não se mostraram diferentes das células controle. A 
proteção induzida pelas BMDCs deficientes para NOD2 foi acompanhada por um 
decréscimo no número de células T efetoras, diminuição do nível sérico de 
interferon-ɣ, e um aumento na proporção de células T reguladoras/efetoras. Além 
disso, foi observada uma pega do transplante mais rápida associada a uma alta 
concentração sérica de G-CSF. Os dados apresentados neste estudo mostram 
que as células dendríticas de camundongos NOD2-/- são capazes de regular a 
resposta das células T e a hematopoese em TCTH alogenico, colocando a 
molécula NOD2 como um alvo promissor para novas intervenções terapêuticas. 

 
Palavras-chave: Doença enxerto contra o hospedeiro, Imunidade inata, 
Transplante, Célula dendrítica, NOD2, Hematopoese. 
 

 

Rio de Janeiro 
Julho de 2010 



xii 

 

ABSTRACT 
 

ROLE OF THE NOD2 RECEPTOR NOD2 IN THE EXPERIMENTAL 
MODEL OF GRAFT VERSUS HOST DISEASE  

 
Ramon Lemos Calaça das Neves 

 
Orientadora: Adriana Bonomo 

 
Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 
Ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 
para a obtenção do título de Doutor em Ciências (Microbiologia). 
 
The impact of NOD2/CARD15 intra-cellular receptor of innate immunity in human 
stem cell transplantation (SCT) remains controversial about its role as an 
independent risk factor for the development of acute graft versus host disease 
(GVHD). Regarding experimental studies there is one report showing that NOD2 in 
the hematopoietic cells of the recipient is important to protect from aGVHD when 
donor and recipient are either completely allogeneic or congenic for the MHC. We 
approached this issue by using a semi-allogeneic mouse model of GVHD. We 
found that bone marrow derived dendritic cells (BMDC) from NOD2 deficient mice 
protected recipients from aGVHD, when given together with the transplanted cells. 
However BMDCs from NOD2 null mice did not seem different from control ones, as 
ascertained by surface markers and cytokine secretion. NOD2 deficient BMDC-
induced protection was accompanied by a decreased number of effector T cells, 
lower interferon-γ serum levels, and an increase in the regulatory/effector T cell 
ratio. Moreover a faster engraftment was observed which paralleled high serum 
concentration of G-CSF. Our data shows that dendritic cells from NOD2 deficient 
mice regulate T cell response and hematopoiesis in allogeneic SCT, placing the 
NOD2 molecule as a promising target for novel therapeutic interventions. 
 

 
Palavras-chave: Graft versus host disease, Innate immunity, Transplantation, 
Dendritic cells, NOD2, Hematopoesis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. O transplante de células tronco hematopoéticas. 

 

 Célula tronco é aquela que, por definição, apresenta um fenótipo 

indiferenciado com capacidade de se dividir por período indefinido, capaz de auto-

renovação e de gerar uma progênie de células altamente especializadas 

(“Haematopoietic Stem Cell transplantation” 2004). Esta definição engloba 

populações celulares presentes em diversos tecidos com diferentes propriedades 

funcionais. A população de células tronco presente na medula óssea é 

responsável pela produção do componente hematopoético do sangue, por isso 

sendo chamadas de células tronco hematopoéticas (“Haematopoietic Stem Cell 

transplantation” 2004) (figura 1).  
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 O crescente interesse em células tronco deve-se ao seu potencial 

terapêutico. Por serem capazes de gerar inúmeros tipos celulares, as células 

tronco muitas vezes são capazes de regenerar um determinado órgão ou tecido 

que apresentava suas funções comprometidas, restaurando assim o seu 

funcionamento normal (Hart & Peggs, 2007; Mendez-Otero et al., 2007; Mimeault, 

Hauke & Batra, 2007). Isto é o que se almeja com o transplante de células tronco 

hematopoéticas, restaurar o componente hematopoético de um indivíduo que 

apresente algum defeito nesse compartimento. Atualmente, o transplante de 

células tronco hematopoéticas é a alternativa de escolha para o tratamento de 

diversas doenças, como leucemias agudas, desordens hematopoéticas crônicas, 

linfomas, doenças auto-imunes refratárias ao tratamento convencional, anemias 

aplásticas, entre outras (“Haematopoietic Stem Cell transplantation”, 2004).  

 A utilização deste tipo de transplante como terapia teve sucesso pela 

primeira vez em 1959 (Baron, Storb & Little, 2003) quando uma paciente portadora 

de leucemia se submeteu a tratamento radioterápico antes de receber células da 

medula óssea de sua irmã gêmea. Ficou então constatado que células 

provenientes da medula óssea são capazes de retomar a hematopoese normal 

quando transplantados para um receptor irradiado.  

 Atualmente, o TCTH já está estabelecido como terapia, consistindo 

basicamente na transferência de CTH de um doador, para um receptor submetido 

a químio e/ou radioterapia (Quesenberry, Colvin & Abedi, 2005). Existem, 

entretanto, variações desta técnica, principalmente no que tange a fonte das 

células tronco, que podem ser autólogas, ou heterólogas, estas ultimas podendo 

ser alogeneicas ou singeneicas (Mickelson, 1999). No transplante autólogo são 

coletadas CTH do próprio individuo a ser transplantado. Estas células são 

recolhidas e congeladas após o tratamento da patologia de base e serão utilizadas 

como terapia de resgate, num momento posterior, possibilitando um tratamento 

químio ou radioterápico mais agressivo. Nos transplantes alogeneicos, as CTH 

são provenientes de um doador histocompatível, ou seja, que possua identidade 

com o MHC do receptor. Os transplantes singeneicos consistem em transferir CTH 

de um irmão gêmeo univitelino para outro. 
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 Outro fator de relevância é a via de obtenção das CTH. As principais vias 

de obtenção de CTH para transplante em adultos são a punção de medula óssea 

e o sangue periférico mobilizado com G-CSF (Nervi, Link & Dipersio, 2006). Outra 

fonte de CTH seria o sangue de cordão umbilical, porém, esta última apresenta 

uma importante limitação: o número de CTH recuperado é pequeno, sendo na 

maioria das vezes, insuficiente para transplantar um adulto, mas utilizado para o 

transplante de crianças (Broxmeyer, 1999; Chao, 2004). Uma alternativa utilizada 

para esta limitação é a combinação de dois ou mais sangues de cordões 

umbilicais diferentes, o que geraria número de células suficiente (Lister et al., 

2007).  

 Existem vantagens e desvantagens em cada fonte de CTH. Para a 

obtenção de CTH da medula óssea o doador é submetido a uma punção da crista 

ilíaca com posterior aspiração da medula óssea. Este procedimento invasivo é 

realizado sob anestesia geral e requer a internação do doador. O material obtido 

neste tipo de procedimento contém de 1 a 3% de CTH e um baixo número de 

linfócitos T quando comparado ao sangue mobilizado (vide abaixo), o que é 

interessante, visto que, os linfócitos T seriam os principais responsáveis pelo 

surgimento de uma posterior doença enxerto contra hospedeiro (DECH), o que 

será tratado em mais detalhes mais adiante (Gratama et al., 1997).  A outra 

principal fonte de CTH utilizada para adultos é o sangue periférico mobilizado com 

G-CSF. Neste caso, o doador é submetido a tratamento com G-CSF, um fator de 

crescimento para granulócitos que altera o padrão de moléculas de adesão das 

CTHs da medula óssea mobilizando-as para o sangue periférico (Nervi, Link & 

Dipersio, 2006). Sendo, assim para coletar as CTHs, apenas é necessária uma 

coleta de sangue por aférese. O produto obtido neste caso contém aprox. 0,5% de 

CTHs e um número de linfócitos T cerca de 10 vezes maior quando comparado ao 

material de punção medular. 

 A preparação do paciente para receber um TCTH, ou regime de 

condicionamento, varia dependendo da doença de base e entre os centros 

especializados, mas em temos gerais consiste em radio e/ou quimioterapia para 
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posterior infusão das CTHs via intravenosa (“Haematopoietic Stem Cell 

transplantation”, 2004).   

 A rádio/químio terapia consiste em submeter o receptor a altas doses de 

radiação ou quimioterápicos, um tratamento que ataca células em proliferação, e 

visa eliminar as células malignas, que por sua vez apresentam um alto potencial 

proliferativo. Entretanto o efeito do condicionamento não é restrito a estas células, 

agindo de forma ampla sobre qualquer célula em proliferação. Sendo assim, 

outros tecidos, saudáveis ou não, também são atingidos, sendo os que 

apresentam maior taxa de proliferação os mais afetados (Gratwohl, 2004). É o 

caso da medula óssea que acaba sendo eliminada com este tratamento, abrindo 

espaço então para a colonização deste nicho pelas CTHs que serão infundidas no 

transplante. O tecido epitelial também é muito afetado pela irradiação, sendo neste 

caso a mucosa gastrintestinal de especial interesse, visto que o rompimento desta 

barreira propicia o contato de bactérias intestinais com o sistema imune, gerando 

uma ativação das células da imunidade inata presentes nos tecidos linfóides 

associados à mucosa intestinal (placas de peyer e linfonodos mesentéricos), 

ativação esta que já se mostrou deletéria para o paciente (Van Bekkum & Knaan, 

1977; Murai et al., 2003; Takatsuka et al., 2003). A administração de antibióticos 

como profiláticos antes do transplante tem o objetivo de minimizar os danos de 

possíveis infecções no período pós transplante, visto que o indivíduo passa por 

uma severa imunossupressão. Entretanto, esta antibioticoterapia pode acabar 

diminuindo a contagem de bactérias presentes na microflora intestinal do paciente 

e com isso diminuir os efeitos que esta flora surtiria sobre a imunidade inata do 

mesmo após o regime radioterápico. A diminuição na contagem bacteriana do 

conteúdo intestinal diminui também a ativação subseqüente do sistema imune, 

minimizando assim a principal e mais severa intercorrência do TCTH, a doença 

enxerto contra hospedeiro, tópico que será abordado em mais detalhe adiante 

(Beelen et al., 1999; Takatsuka et al., 2003). Após esta preparação do receptor 

ocorre a transferência das CTH obtidas de um doador compatível para o receptor. 

A infusão é intravenosa e as CTHs viajam através do sangue e chegam a medula 

óssea, onde encontram um ambiente vazio. Para que ocorra o sucesso no 
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transplante é necessário que ocorra a chamada “pega” do transplante, o que é 

caracterizado pela colonização deste nicho pelas CTH transplantadas, 

restaurando assim a hematopoese normal no indivíduo (Quesenberry, Colvin & 

Abedi, 2005).   

 As principais limitações a este tipo de procedimento para transplantes 

alogeneicos são duas: a identificação de um doador compatível e o controle da 

doença enxerto contra hospedeiro. 

 A compatibilidade de tecidos ou órgão para transplantes é determinada 

pelos genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglês, major 

histocompatibility complex), conhecido pela sigla inglesa HLA em humanos e H-2 

em camundongos (Janeway, 2002). Este complexo multigênico codifica 

glicoproteínas de superfície estruturalmente homologas com alto grau de 

polimorfismo alélico que são responsáveis pelo aceite ou pela rejeição de um 

transplante (Janeway, 2002). Este fato somado a codominância sob a qual são 

expressos estes genes torna difícil identificar um doador perfeitamente compatível 

com o receptor. Estratégias foram traçadas para combater esta limitação, tal como 

a formação de bancos de doadores de medula óssea, localizados ao redor do 

mundo e interligados. Esta iniciativa representou um importante passo para a 

superação deste problema, por exemplo, hoje existe uma chance de 40% de se 

encontrar um doador que coincida em 10 de 10 genes de HLA para determinadas 

populações caucasianas européias (Tiercy et al., 2000). Entretanto, esta 

estimativa varia entre diferentes grupos étnicos, sendo inferior a isso em grupos 

onde existe maior miscigenação (Samuel et al., 2007). Sendo assim é importante 

que estes bancos de dados sejam ampliados para que se suplante esta limitação 

ao TCTH. 

 Entretanto, o maior problema associado ao TCTH é a doença enxerto 

contra hospedeiro, que por ser de suma importância para este trabalho será 

tratada num tópico a parte. 
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1.2. A Doença Enxerto Contra Hospedeiro 

 

Quando os primeiros TCTH alogeneicos foram feitos, foi mostrado que os 

pacientes receptores, em sua maioria, desenvolviam uma “doença secundária”. 

Essa doença tinha como principais intercorrências danos na pele, trato 

gastrintestinal e fígado e foi posteriormente nomeada doença enxerto contra 

hospedeiro (Billingham, 1966). Este dano é causado por células T contidas no 

enxerto que reagem a células apresentadoras de antígeno do receptor, se 

ativando e iniciando dano no órgão alvo (alorreatividade) (Beilhack et al., 2005). É 

interessante ressaltar que a DECH pode ocorrer mesmo quando o receptor é 

aparentado com total coincidência dos alelos de MHC, e ocorre também apesar de 

todo o regime de imunossupressão a que se submete o receptor após o 

transplante.  Mesmo nestes casos as células T presentes no enxerto ainda são 

capazes de reconhecer antígenos “minor” do receptor, o que já é suficiente para 

desencadear uma resposta alogeneica (Flanagan et al., 2001). Apesar das células 

T serem as responsáveis pela DECH, tentativas de resolver este problema pela 

depleção destas no material a ser transplantado foram frustradas. Este tipo de 

procedimento realmente está associado a menor incidência de DECH, porém 

também apresentam uma falha na pega, acompanhada de recaída da doença 

base, o que atribuiu aos linfócitos T um valor indispensável no TCTH, modificando 

conceitualmente o transplante, que deixa de ser apenas uma terapia de resgate e 

passa a ser um tratamento (Maraninchi et al., 1987; Horowitz et al., 1990; Glass et 

al., 1998). 

Grande progresso no entendimento da DECH foi alcançado com o 

desenvolvimento de um modelo experimental. As características da doença 

permitiam que ela fosse didaticamente dividida em 3 fases, que formam um ciclo: 

fase de condicionamento, fase de ativação dos linfócitos T e fase efetora (Reddy & 

Ferrara, 2003) (figura 2).  
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1.2.1 Fase 1, condicionamento 

 

 Esta fase tem inicio com o regime de condicionamento e acontece 

inteiramente antes do TCTH, quando o receptor é submetido à radioterapia 

mieloablativa. Este tratamento, entretanto, acarreta grande dano a mucosa 

gastrintestinal, o que termina por gerar a quebra desta barreira ocasionando 

Figura 2: Esquema representativo da divisão da DECH num ciclo de 3 fases (Welniak, 
Blazar & Murphy, 2007). 
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extravasamento de bactérias ou seus compostos e a captação destes pelos 

tecidos linfóides adjacentes (placas de peyer e linfonodos mesentéricos) (Hill et 

al., 1997). As células da imunidade inata presentes nestes tecidos, principalmente 

macrófagos e células dendríticas, ao entrar em contato com este material 

extravasado, se ativam e passam a secretar citocinas (TNF-α, IL-1, etc.) e 

aumenta em sua superfície sua expressão de MHC e moléculas coestimulatórias 

(Ferrara, 1998; Cooke et al., 2001; Reddy & Ferrara, 2003). Este ambiente 

inflamatório é propício para a ativação de células T e será importante para a 

segunda fase da doença. 

 

1.2.2. Fase 2, ativação dos linfócitos T 

 

 Esta fase tem inicio após a administração do material a ser transplantado. 

As células T presentes no enxerto encontram o ambiente inflamatório produzido 

na fase 1 do ciclo, com células apresentadoras de antígeno do hospedeiro 

exibindo antígenos dos tecidos do hospedeiro em suas moléculas de MHC. Estes 

antígenos são reconhecidos pelas células T transplantadas em APCs que já 

apresentam moléculas coestimulatórias em suas superfícies, ativando assim estas 

células T (Shlomchik et al., 1999). Esta ativação se dá principalmente nos 

linfonodos mesentéricos e placas de peyer e, num primeiro momento, libera outras 

citocinas para o sistema (IFN-γ, IL-2, entre outras) que atuam aumentando ainda 

mais o limiar de ativação da imunidade inata, assim como sobre os próprios 

linfócitos T, mantendo-os ativados e em expansão (Beilhack et al., 2005).  

 

1.2.3. Fase 3, efetora 

 

 Após a ativação dos linfócitos T do doador, estes migram para os órgãos 

alvo onde desempenham suas funções efetoras. Os linfócitos T CD4 são os 

primeiros a migrar dos linfonodos e placas de peyer para os seus sítios de ação, 

seguidos pelos CD8+ (Beilhack et al., 2005). O trato gastrintestinal é severamente 

atingido ao longo da terceira fase do ciclo da DECH, apresentando crescentes 
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números de linfócitos T tanto CD4+ quanto CD8+, gerando grande destruição neste 

compartimento e contribuindo tanto para aumentar a quantidade de citocinas 

produzidas quanto para aumentar o dano na mucosa intestinal, ao liberar mais 

bactérias para o sistema, o que por sua vez retro-alimenta o ciclo (Cooke et al., 

2001). Além do trato gastrintestinal a pele é um sítio preferencial de ação dos 

linfócitos T e o dano neste tecido acomete quase a totalidade dos pacientes, com 

lesões que podem evoluir para bolhosas ou ainda necróticas e representam uma 

fonte importante de infecções. Além de intestino e pele, fígado e pulmões, entre 

outros, também podem estar envolvidos. 

 O modelo experimental nos permite investigar melhor a importância de cada 

fase do ciclo para o desenvolvimento da DECH aguda. A resposta inata tem um 

papel primordial na primeira fase do ciclo da DECH aguda. Entender como se dão 

as interações entre o material bacteriano e as células que têm contato com ele 

pode ajudar a interferir nesta fase do ciclo prevenindo então a DECH aguda. 

 

1.3. A imunidade inata na DECH aguda 

 

A primeira relação entre a ativação da imunidade inata e a DECH foi 

descrita por Van Bekkun em 1977, quando camundongos “germ-free” foram 

submetidos a TCTH e mostraram-se incapazes de desenvolver DECHa. Estes 

mesmos animais, ao terem sua flora reconstituída, apresentaram 66% de óbito. 

Também já é descrito que a redução da flora intestinal previamente ao TCTH é 

capaz de reduzir a incidência assim como a severidade da DECH tanto em 

modelos experimentais quanto no tratamento de humanos (Van Bekkum & Knaan, 

1977; Beelen et al., 1999).  

Outros trabalhos mostram a importância dos componentes das paredes 

bacterianas na DECH. Estas estruturas, denominadas padrões moleculares 

associados a patógenos (do inglês PAMPs) são reconhecidos por uma série de 

receptores da imunidade inata, gerando uma resposta inflamatória, caracterizada, 

na maioria das vezes pela ativação do fator nuclear kB (NFkB), levando a 
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produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-6, IL-8, etc. 

(Trinchieri & Sher, 2007).  

A ativação da imunidade inata se dá por diversos receptores capazes de 

reconhecer PAMPs e este reconhecimento é importante para definir como será 

montada a resposta adaptativa subseqüente. A família mais bem caracterizada é a 

dos receptores “Toll-like” (TLR), mas recentemente outros receptores vêm tendo 

seu papel melhor caracterizado neste processo, como é o caso dos receptores 

citoplasmáticos NOD. 

 

1.3.1. Receptores da família Toll-like (TLR) 

 

 TLRs são proteínas transmembrana do tipo 1 caracterizadas por um 

domínio rico em leucinas, responsável pelo reconhecimento de PAMPs, e um 

domínio citoplasmático homólogo ao do receptor de IL-1, conhecido como TIR 

(figura 3). Até o momento 11 TLRs humanos e 13 TLRs murinos foram 

identificados e cada um deles parece reconhecer PAMPs distintos derivados de 

diversos microrganismos, incluindo bactérias, protozoários, fungos e também de 

vírus (Akira, Uematsu & Takeuchi, 2006). Os TLRs podem ser divididos em grupos 

de acordo com o tipo de estruturas que reconhecem. TLR1, 2, 4 e 6 reconhecem 

lipídios, como é o caso do TLR4, que juntamente com componentes extracelulares 

como MD-2 e CD14, reconhece lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias gram 

negativas. TLR2 forma heterodímeros com TLR1 e TLR6 e reconhece uma 

variedade de estruturas, como peptidoglicana, lipoproteínas e lipopeptídeos de 

bactérias gram positivas, componentes fúngicos e também de protozoários. TLRs 

3, 7, 8 e 9 se localizam no interior da célula associados a vesículas e são 

responsáveis pelo reconhecimento de ácidos nucléicos derivados de vírus e 

baterias. TLR3 já foi demonstrado como ligante de RNA de dupla fita, que é 

produzido por muitos vírus durante seu processo de replicação; TLR9 em motivos 

CpG de DNA bacteriano e viral enquanto TLRs 7; 8 reconhecem RNA fita simples 

e alguns RNAs de interferência. OS TLRs 5 e 11 reconhecem proteínas. TLR5 é 

abundantemente expresso em células CD11c positivas no intestino, onde 



25 

 

reconhece flagelina e o ligante de TLR11 ainda não foi definido, mas este receptor 

está associado a resposta a bactérias uropatogênicas (Kawai & Akira, 2007). 

 

 

 

 

 

 

1.3.1.1. Vias de sinalização de TLR 

 

 Após o reconhecimento de PAMPs, TLRs ativam cascatas intracelulares 

que levam a indução de genes de citocinas inflamatórias, como TNF-α, IL-1, IL-6 e 

IL-12. A sinalização de TLRs também induz a produção de moléculas 

coestimulatórias em APCs, passo crítico para a formação de uma resposta 

adaptativa dirigida ao patógeno em questão. Além disso, alguns TLRs são 

capazes de induzir interferons do tipo I, também importantes na geração de 

coestímulo (Kawai & Akira, 2007). 

 O engajamento dos TLRs com seus respectivos ligantes estimulam o 

recrutamento de uma série de moléculas adaptadoras que contém o domínio TIR, 

Figura 3: Estrutura e localização dos receptores TLRs e NODs na célula (Strober et al., 
2006). 
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como MyD88, TIRAP (também conhecida como MAL), TRIF (também conhecida 

como TICAM1) e TRAM (também conhecida como TICAM2) via interações TIR-

TIR (Akira & Takeda, 2004). MyD88 é uma adaptadora universal que ativa vias 

inflamatórias, presente na sinalização de todos os TLRs, com exceção da via de 

TLR3. O recrutamento de MyD88 leva à ativação de MAP kinases (ERK, JNK, 

p38) e de NFkB. TIRAP medeia a ativação de uma via dependente de MyD88 em 

TLR2 e 4, enquanto TRIF ativa uma via alternativa, independente de MyD88 que 

culmina com a ativação de MAPKs, NFkB e do fator de transcrição IRF3. IRF3 é 

indutor da transcrição de interferons do tipo I, particularmente IFN-α. TRAM 

participa desta via independente de MyD88 em TLR4, mas não em TLR3. 

Coletivamente, cada TLR recruta uma combinação específica de adaptadores 

para ativar diferentes fatores de transcrição, o que gera uma resposta apropriada 

e, até certo ponto individualizada, ao estímulo destes patógenos (Kawai & Akira, 

2007) (figura 4).  
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1.3.2. Receptores NOD 

 

 Pouco após a descoberta dos TLRs se tornou claro que, apesar de seu 

papel central na detecção de microrganismos, os TLRs não eram os únicos 

responsáveis pela completa proteção do hospedeiro. A aparente inabilidade de 

TLRs em perceber patógenos intracelulares trouxe a possibilidade de outros 

receptores estarem envolvidos no reconhecimento de micróbios citoplasmáticos 

(Girardin et al., 2001; O'riordan et al., 2002). Esta idéia ganhou corpo quando 

observou-se que a forma invasiva de Shigella flexneri, mas não sua forma não 

invasiva, induzia ativação de NFkB (Philpott et al., 2000). Estudos subseqüentes 

identificaram uma proteína citosólica chamada NOD1 como o responsável por 

essa ativação após a infecção de S. flexneri. NOD1 se tornou então o primeiro 

Figura 4: Vias de sinalização utilizadas por TLRs e NODs (Trinchieri & Sher, 2007). 
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membro de uma nova família de receptores, os NLR (“NOD like receptors”)                               

(Girardin et al., 2001). 

 Em termos estruturais, uma proteína da família NLR possui um C terminal 

rico em repetições ricas em leucina (LRR), um domínio central de oligomerização 

(NOD) e um N terminal responsável pela função efetora da molécula, a transdução 

de sinal (figura 3).  

 Os primeiros NLRs identificados foram NOD1 e NOD2, já que foi 

demonstrado que ambos reconheciam muramil-peptídeos derivados de 

peptidoglicana (PG) (Chamaillard et al., 2003; Girardin, Boneca et al., 2003; 

Girardin, Travassos et al., 2003; Inohara et al., 2003). PG é um dos principais 

componentes da parede celular de bactérias gram-positivas, enquanto que em 

gram-negativas é encontrada em menor quantidade no espaço periplásmico. A PG 

fornece forma e rigidez à bactéria e é composta por cadeias de açúcares que 

contém alternadamente N-acetil glucosamina (GlcNAc) e ácido N-acetil murâmico 

(MurNAc), interligados entre si por peptídeos curtos (Girardin, Travassos et al., 

2003; Boneca, 2005). Foi demonstrado que o receptor NOD2 reconhece muramil-

dipeptídeo (MDP), um motivo que está presente na PG tanto de bactérias gram-

positivas, quanto na PG de gram-negativas, além de estar presente em diversos 

imunoadjuvantes (Fritz et al., 2007). Em contraste, o reconhecimento de PG 

bacteriana por NOD1 é dependente da presença de meso-DAP, um aminoácido 

presente na maioria das bactérias gram-negativas e algumas poucas gram-

positivas, como por exemplo, o gênero Bacillus sp. Os muramil-peptídeos GlcNAc-

MurNAc-L-Ala-D-Glu-meso-DAP (GM-triDAP) e GlcNAc-MurNAc-L-Ala-D-Glu-

meso-DAP-D-Ala (GM-tetraDAP) foram identificados como produtos bacterianos 

que são reconhecidos por NOD1 em humanos e em camundongos, 

respectivamente e a unidade mínima reconhecida por este receptor foi 

demonstrada como sendo o dipeptídeo D-Glu-meso-DAP (Girardin, Boneca et al., 

2003; Girardin, Travassos et al., 2003). Em 2006, Uehara e colaboradores 

mostraram ainda a ativação de células epiteliais humanas através do 

reconhecimento de meso-DAP por NOD1, levando a produção de produtos 

antibacterianos e citocinas (Uehara et al., 2006). 
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1.3.2.1. Vias de sinalização de NOD 

 

 A expressão de NOD1 e NOD2 está basicamente restrita a dois tipos 

celulares que estão expostos a e/ou lidam com microrganismos que expressam 

PG: Macrófagos, células dendríticas e células epiteliais. Tanto em humanos 

quanto e camundongos DCs e macrófagos expressam tanto NOD1 quanto NOD2, 

enquanto esta expressão não é observada em linfócitos T ou B. 

 Uma das principais conseqüências da ativação de NOD1 e NOD2 por seus 

respectivos ligantes é a ativação de NFkB. Células epiteliais transfectadas com 

construtos codificando NOD1 ou NOD2 selvagens, mas não as transfectadas com 

estes NODs mutados em suas porções LRR, exibem grande mobilização de NFkB 

para o núcleo (Inohara et al., 2003). Esta ativação ocorre exclusivamente através 

de uma molécula efetora chamada RICK ou Rip2, como foi demonstrado em 

transfecção de fibroblastos deficientes em RICK com NOD1 e 2, que resulta em 

redução severa na ativação de NFkB (Kobayashi et al., 2002). Deve-se notar, 

entretanto, que macrófagos deficientes em RICK também exibem reduzida 

produção de citocinas quando estimuladas com LPS e PG, o que sugere um 

envolvimento de RICK na cascata de sinalização utilizada por TLR2 e TLR4 

(Kobayashi et al., 2002). 

 RICK é uma serina treonina quinase que contem um domínio CARD, 

domínio este que é responsável por associar-se com o domínio CARD dos NODs 

através de interações CARD-CARD (Inohara et al., 1999). Como demonstrado por 

Abbot e colaboradores em 2004, após a ativação por NOD2, RICK medeia a 

poliubiquitinilação de IKKg (ou NEMO) num sítio incomum de ubiquitinilação (um 

resíduo de lisina na posição 285), o que leva a ativação da atividade enzimática 

desta molécula, levando a ativação de NFkB, através do consumo de seus 

repressores.   

 Recentemente, se mostrou que NOD2 ativado (mas não NOD1) também 

interage com a molécula intracelular GRIM19 e que essa interação pode ser 

requisito para uma ativação ótima de NFkB. Entretanto nem as bases estruturais 



30 

 

desta interação nem a relação desta com a ativação de NFkB são conhecidas 

(Barnich et al., 2005). 

 Outra cascata de sinalização ativada por NODs é a via das MAPK. O 

estímulo tanto de NOD1 quanto de NOD2 resulta em ativação de p38 MAPK e 

ERK, levando a ativação de JNK (Girardin et al., 2001; Kobayashi et al., 2005). O 

mecanismo pelo qual ocorre esta ativação também é desconhecido até então. 

 Finalmente, a última via de sinalização que teve sua relação com a ativação 

de NODs revelada através de estudos de coprecipitação, foi a via da procaspase 

1. Quando células são transfectadas com construtos que codificam NOD2 e 

procaspase 1, ocorre a indução de IL-1, através do processamento da proIL1 em 

IL-1 madura (Damiano et al., 2004). NOD2 pode então, se ligar a procaspase 1 por 

interações CARD-CARD da mesma forma que se liga a RICK e, com isso, 

converter a procaspase 1 em caspase 1 (Martinon & Tschopp, 2004) (figura 4). 

Entretanto ainda não se sabe o valor biológico desta observação. 

 

1.4. Receptores TLR na DECH 

 

 Como citado anteriormente, a DECH é dividia em 3 fases que formam um 

ciclo. Naturalmente, tentativas de tratamento e prevenção da DECH visam 

interromper este ciclo, agindo sobre uma destas 3 fases. Na tentativa de 

interromper ou prevenir o surgimento da DECH, alguns pesquisadores objetivaram 

o estudo do LPS, importante molécula bacteriana que ativa o sistema imune 

através do engajamento com o receptor TLR4 (Cooke et al., 2002). Esta ativação 

se mostrou importante para a fase 1 do ciclo da doença, com os níveis de LPS no 

soro de camundongos se correlacionam em que os níveis de DECH. Hill e 

colaboradores, em 1997, demonstraram a correlação entre a agressividade do 

regime de condicionamento e a ativação do sistema imune. Neste trabalho 

camundongos que recebiam maiores doses de irradiação corporal total 

apresentavam maior mortalidade pós TCTH devido a DECH. Esta maior 

severidade da DECH observada era acompanhada de maiores níveis séricos de 

LPS e de TNF-α. Cooke e colaboradores demonstraram em 1998 que 
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camundongos submetidos a TCTH onde os doadores eram camundongos 

C3H/HeJ (que possuem uma mutação na porção LRR do TLR4 que o torna 

inativo) apresentavam uma redução na mortalidade relativa a DECH, além de 

apresentarem melhor recuperação após o transplante. Neste mesmo trabalho os 

autores sugerem o uso destes dois parâmetros como marcadores prognósticos de 

doença, sendo maiores valores indicativos de piores prognósticos de doença 

(Cooke et al., 1998). 

 Em outro trabalho, Cooke e colaboradores utilizaram, em 2001, um 

antagonista de LPS na tentativa de reverter os efeitos deletérios desta molécula 

na DECH. De fato, animais submetidos a TCTH semialogeneico e tratados com 

um antagonista de LPS apresentavam menor produção de TNF-α no soro e 

também menores índices de mortalidade relativa a DECH, quando comparados a 

animais que não receberam tal antagonista. Neste mesmo trabalho também foi 

observado que este tratamento não afetava o efeito enxerto versus leucemia, 

indicando que a ativação da imunidade inata está associada apenas com a DECH. 

 Entretanto, dados obtidos em modelo de indução de DECH após TCTH 

singeneico mostraram que camundongos hiporesponsivos a LPS desenvolvem 

DECH em níveis semelhantes aos de animais controles. Quando camundongos 

C3H/HeJ eram irradiados e recebiam medula óssea de doadores também 

C3H/HeJ, seguida de tratamento com um imunossupressor (ciclosporina A), estes 

animais desenvolviam DECH em proporções semelhantes aos seus controles 

(camundongos C3H/HeN, que respondem normalmente a LPS). Neste caso, a 

doença também se mostrou dependente da produção de TNF-α em ambos os 

grupos experimentais, uma vez que a neutralização do mesmo após o TCTH inibia 

consideravelmente a DECH. O mesmo ocorreu com a IL-12, que de forma 

semelhante ao TNF-α, se mostrou importante para o surgimento da DECH nos 

camundongos que não respondiam a LPS (Flanagan et al., 2001). Este trabalho, 

no entanto, não examina que outras moléculas poderiam ser responsáveis pela 

ativação observada no sistema. 

 O volume de literatura disponível sobre outros TLRs em modelo 

experimental é inferior ao que se observa para TLR4. Apenas 3 trabalhos em 
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modelo experimental estão disponíveis, estudando os receptores TLR7/8 e TLR9 

(Calcaterra et al., 2008; Taylor et al., 2008; Jasperson et al., 2009). O agonista de 

TLR7/8 3M-011 pode ter efeitos diferentes na DECH dependendo do momento de 

sua administração. Num modelo de TCTH alogeneico, a infusão de 3M-011 após o 

TCTH resultou numa mortalidade de 50% contra 0% do grupo controle (Taylor et 

al., 2008). Entretanto, o pré-tratamento do receptor com o mesmo 3M-011 atrasou 

a mortalidade e o dano aos órgãos alvo de maneira significativa. 

 Receptores deficientes na molécula TLR9 apresentaram reduzida DECH 

sistêmica e menor mortalidade quando comparados a animais selvagens 

(Calcaterra et al., 2008). Experimentos executados em quimeras de MO 

mostraram que a ausência de TLR9 no compartimento não hematopoético era 

responsável por este fenômeno, enquanto que a presença ou ausência de TLR9 

no sistema hematopoético não tinha efeito sobre a DECH (Calcaterra et al., 2008). 

A administração de agonista de TLR9 no momento do TCTH também aumenta a 

severidade da DECH através da ativação de células apresentadoras de antígeno 

do receptor (Taylor et al., 2008). 

Em humanos, polimorfismos na porção extracelular de TLR4, associados a 

uma resposta atenuada ao LPS inalado, foram estudados na DECH. Observou-se 

uma tendência a menor incidência de DECH severa, porém esta tendência não 

atingiu relevância estatística (Lorenz et al., 2001). Em outro estudo, uma análise 

univariada indicou que a ocorrência de um destes polimorfismos em doador ou 

receptor predizia uma DECH significativamente mais severa. Esta significância 

estatística se perdia, porém, numa análise multivariada, indicando que o papel 

deste polimorfismo pode ser discreto (Elmaagacli et al., 2006). Para polimorfismos 

de TLR9 não se observou na incidência ou severidade da DECH (Elmaagacli, 

Koldehoff & Beelen, 2009). 

 

1.5. Receptores NOD na DECH 

 

 A associação dos receptores NOD com a DECH veio através de analogias 

feitas com a doença de Crohn. A doença de Crohn é caracterizada por inflamação 
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crônica do trato gastrintestinal, com produção de citocinas inflamatórias, dentre 

elas o TNF-α e a IL-12. Cerca de 25% dos casos de doença de Crohn estão 

associados com mutações no receptor NOD2 (Lesage et al., 2002). Devido a 

semelhanças entre as sintomáticas da doença de Crohn e da DECH um estudo 

analisou retroativamente 169 TCTH quanto à presença das mesmas mutações 

responsáveis por causar doença de Crohn em doadores, receptores ou em 

ambos. O impacto das mutações de NOD2 foi mais proeminente em transplantes 

aparentados, mas também observado em não aparentados. Estas mutações se 

mostraram fatores de risco independentes para mortalidade relativa ao 

transplante, com este índice atingindo 83% em transplantes onde doador e 

receptor apresentavam mutação, contra 20% em indivíduos selvagens e a 

incidência das formas mais severas de DECH se mostrou significativamente 

elevada, passando de 19% nos grupos controles para 44% quando doador e/ou 

receptor apresentavam alguma destas mutações (Holler et al., 2004). Estes 

resultados foram posteriormente confirmados pelo mesmo grupo num estudo 

multicêntrico (Holler et al., 2006). Ainda em linha com estes achados, um estudo 

analisando transplantes alogeneicos depletados de células T chegou a resultados 

semelhantes, onde a DECH era potencializada quando da ocorrência dos mesmos 

polimorfismos observados na doença de Crohn e este efeito era mais marcante 

quando estes ocorriam tanto no doador quanto no receptor (Van Der Velden et al., 

2009). 

 Elmaagacli e colaboradores, em 2006, também acharam uma maior 

incidência de DECH em transplantes alogeneicos quando os polimorfismos de 

NOD2 estavam no receptor do transplante. Entretanto, um efeito oposto foi 

observado se o polimorfismo estivesse no doador de MO, havendo uma proteção 

da DECH. Uma redução significativa na incidência de DECH aguda, assim como 

de formas severas de DECH (graus 3 e 4) e DECH intestinal foi observada para 

pacientes sem polimorfismos que recebiam MO de doadores polimórficos para 

NOD2. Quando comparados ao grupo de pacientes que não apresentava 

polimorfismo no par doador-receptor, polimorfismos presentes no doador 

garantiam uma ocorrência de 50% de DECH aguda, 0% de DECH severa e 2% de 
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DECH intestinal, contra 65%, 17% e 26% de ocorrência no grupo controle sem 

polimorfismos (Elmaagacli et al., 2006). 

 Além dos estudos mencionados acima, outros quatro trabalhos analisaram 

doadores e receptores de TCTH sem encontrar influência dos polimorfismos de 

NOD2 no que diz respeito ao prognóstico de DECH (Granell et al., 2006; Mayor et 

al., 2007; Sairafi et al., 2008; Gruhn et al., 2009).    

 O fato de se observarem efeitos tão opostos torna difícil hipotetizar sobre os 

efeitos que estes polimorfismos causam nas células que os possuem. 

Investigando a aparente contradição entre uma mutação que inativa o NOD2 com 

o surgimento de doença de Crohn, caracterizada por inflamação exacerbada, 

grupos distintos sugerem papéis opostos para a molécula NOD2. Watanabe e 

colaboradores, em 2004, descreveram que a ausência de NOD2, ou mutações 

desta molécula relacionadas com doença de Crohn aumentavam a resposta de 

TLR2. A ativação de TLR2 nestes sistemas geravam maior ativação de NFkB e 

conseqüentemente maior produção de citocinas inflamatórias tipicamente 

presentes em respostas Th1. Neste caso NOD2 teria um papel inibitório sobre a 

ativação de TLR2, diminuindo a resposta inflamatória gerada após ativação do 

sistema imune com PG (Watanabe et al., 2004). Entretanto, Maeda e 

colaboradores descreveram, em 2005, que células de camundongos 

geneticamente modificados para expressarem o receptor NOD2 mutado de forma 

análoga a uma das mutações mais presentes em casos de doença de Crohn 

humana, apresentam maior ativação de NFkB e maior produção de IL-1b que 

animais selvagens. Neste caso, a mutação de NOD2 acarretaria numa maior 

capacidade de ativação deste receptor frente ao seu ligante específico (Maeda et 

al., 2005). 

 

1.6. O efeito probiótico na DECH e a homeostase intestinal ligada a resposta 

inata 

 

 A relação estabelecida entre a flora bacteriana residente no intestino e o 

hospedeiro recebe maior importância no caso de doenças inflamatórias do 
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intestino. A introdução de probiótico na dieta de animais submetidos a TCTH 

alogeneico atingiu resultados semelhantes à administração de antibiótico no 

período pós-transplante. Além disso, os animais que receberam o probiótico 

apresentavam menor translocação bacteriana para os linfonodos mesentéricos e 

menor produção de IFN-γ, quando comparados com animais controles (Gerbitz et 

al., 2004).  

 A interação da imunidade inata com microrganismos probiótico foi abordada 

por Foligne e colaboradores em 2007. Em modelo de indução de colite, a 

transferência de células dendríticas ativadas in vitro com estirpes probióticas de 

bactérias resultava em proteção, quando comparada ao grupo controle. Esta 

proteção se mostrou dependente de TLR2 e de NOD2 e da geração de células T 

CD4+CD25+, o que não acontecia nos grupos controles onde as células 

dendríticas eram estimuladas com uma cepa de E. coli não probiótica, sugerindo 

assim uma ativação diferencial do sistema imune por parte destas bactérias 

(Foligne et al., 2007). 

 Além disso, as interações da flora bacteriana com os receptores da 

imunidade inata já fora descritas como importantes para a homeostase intestinal. 

Rakoff-Nahoum e colaboradores descreveram num artigo de 2004 que uma 

relação inusitada entre a flora bacteriana e os receptores TLRs, normalmente 

associados à resposta a patógenos. O racional do trabalho parte do ponto que as 

bactérias comensais do trato digestivo também possuem PAMPs, mas não se 

observa ativação inflamatória neste sítio. As explicações para isto eram 

especulativas e sugeriam que as bactérias intestinais eram mantidas fora de 

contato com as células do sistema imune. No entanto, este trabalho indica que 

bactérias comensais são reconhecidas por TLRs em condições fisiológicas e que 

esta interação promove a homeostase do epitélio intestinal. Além disso, a 

interação da flora com os receptores TLRs protege contra a mortalidade num 

modelo de colite induzida artificialmente (Rakoff-Nahoum et al., 2004). 

 Outra evidência semelhante indica que o receptor NOD2 é importante para 

a homeostase das placas de peyer em camundongos. Camundongos deficientes 

em NOD2 apresentam maior número de placas de peyer quando comparados a 
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animais selvagens. Estas diferenças são observadas na idade adulta dos animais, 

já que nenhuma diferença é observada no momento do nascimento. As placas de 

peyer de animais deficientes em NOD2 também apresentavam maior tamanho e 

produção de TNF-α, IL-12, IFN-γ e IL-4, enquanto que nenhuma diferença foi 

observada no baço destes animais. Estes animais também apresentavam maior 

translocação bacteriana e eram mais susceptíveis a colite induzida artificialmente 

(Barreau et al., 2007). 

 Estes fatos reforçam a importância do estudo das interações do sistema 

imune com a flora bacteriana contida no intestino, como forma de compreender 

como estas interações podem ser manipuladas para prevenir ou tratar doenças 

inflamatórias do intestino, assim como a DECH.  
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2. OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho é determinar o papel dos receptores NOD2 

em modelo experimental de DECH. Para isso os objetivos específicos são: 

• Verificar se animais deficientes em NOD2 utilizados como receptores num 

TCTH alogeneico apresentam diferenças nos índices de DECH. 

• Verificar se animais selvagens apresentam diferenças nos índices de DECH 

quando submetidos a TCTH alogeneico de doadores deficientes em NOD2. 

• Identificar diferenças no perfil de produção de citocinas nos casos descritos 

acima. 

• Identificar o tipo celular responsável por diferenças que venham a ser 

observadas nos TCTH que utilizam camundongos NOD2-/-. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Animais 

 

Foram utilizados camundongos isogênicos das linhagens C57BL/6 (B6, H-

2b), BALB/c (BALB, H-2d), F1 (B6 x BALB; F1, H-2 bxd) e NOD2-/- (NOD2-/-, 

animais que possuem o gene para NOD2 interrompido, em fundo genético de 

C57BL/6, H-2b) machos ou fêmeas, de 8 a 12 semanas de idade, fornecidos pelo 

biotério do Instituto Nacional de Câncer. Os animais foram usados de acordo com 

as normas institucionais de experimentação animal. 

 

3.2. Tampão fosfato (PBS – do inglês phosphate buffered saline) 

 

O PBS consiste em 0,2g cloreto de potássio (Merck – Darmstadt, HE, 

Alemanha), 8g cloreto de sódio (Vetec – Duque de Caxias, RJ, Brasil), 0,2g fosfato 

de potássio monobásico (Reagen – Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 1,15g fosfato de 

sódio monobásico (Vetec – Duque de Caxias, RJ, Brasil) em 1L de água MilliQ. 

 

3.3. Meios de Cultura 

 

Os meios de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM – LGC 

Biotecnologia, Brasil) e Iscove’s Modified Dulbecco’s Médium (IMDM) foram 

utilizados neste trabalho e foram suplementados com 3,7g/L bicarbonato de sódio 

(Vetec – Duque de Caxias, RJ, Brasil), 1mM piruvato de sódio (Invitrogen – 

China), 0,1mM vitaminas (Invitrogen – Nova Zelândia), 0,1mM aminoácidos não-

essenciais (Invitrogen – Nova Zelândia), 0,1mM aminoácidos essenciais 

(Invitrogen – Nova Zelândia), 105U penicilina (Sigma Chemical - Alemanha), 

100mg/L estreptomicina (Sigma Chemical – EUA), 10% de soro fetal bovino (SFB 

– Invitrogen – Brasil) e 1% de L-glutamina (Invitrogen – Nova Zelândia). O meio 
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DMEM foi utilizado em todos os experimentos, exceto para a geração de células 

dendríticas de medula óssea, onde foi utilizado o meio IMDM. 

 

3.4. Contagem de células 

 

Todas as contagens de células foram realizadas em câmara de Neubauer 

(Boeco Germany) e microscópio TMS-F (Nikon), excluindo-se células mortas com 

a utilização de 0,2% azul de Trypan (Merck - Alemanha). 

 

3.5. Medula Óssea 

 

Em ambiente estéril os camundongos eutanasiados tiveram suas patas 

traseiras retiradas e descarnadas com ajuda de bisturis (Embramed - Brasil), 

pinças curvas e tesouras cirúrgicas, sem a lesão prévia de osso algum, 

possibilitando assim o isolamento de suas tíbias e fêmures. Estes tiveram suas 

epífises cortadas com tesoura cirúrgica e então seus canais medulares foram 

lavados com um fluxo de DMEM completo aplicado com seringas de 20mL (BD 

Plastipak – Brasil) e agulhas descartáveis parede fina trifacetado de 26,5G para 

tíbias e 22G  para fêmures (BD PrecisionGlide – Brasil). A medula foi recolhida em 

tubos estéreis de polipropileno (Greiner Bio-one – Brasil). 

 

3.6. Baço 

 

Em ambiente estéril, os camundongos eutanasiados tiveram seus baços 

retirados através de uma incisão no flanco dorsal esquerdo. Os baços foram 

macerados em DEMEM completo com uma trama de fibra sintética estéril e suas 

células, livres da cápsula foram coletadas em tubos estéreis de polipropileno. 
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3.7. Linfonodos 

 

Em ambiente estéril os camundongos eutanasiados tiveram seus linfonodos 

poplíteos, inguinais, axilares, braquiais, mandibulares, mesentéricos e paraórticos 

retirados com ajuda de pinças. Os linfonodos foram macerados em DMEM 

completo com uma trama de algodão estéril e suas células, livres da cápsula 

foram coletadas em tubos estéreis de polipropileno 

 

3.8. Obtenção de macrófagos peritoneais  

 

Camundongos B6 receberam 3 mL de tioglicolato por injeção 

intraperitoneal. Após 3 dias estes animais foram eutanasiados e sua cavidade 

peritoneal foi lavada com 5 mL de PBS 0,5um EDTA. Esta preparação celular foi 

utilizada como controle positivo de expressão de NOD2. 

 

3.9. Purificação de linfócitos T 

 

O macerado de linfonodos foi marcado com os anticorpos anti-CD11b, anti-

CD11c e anti-B220 (ou anti I-A/I-E) em DMEM. Os linfócitos T foram purificados 

através de depleção negativa com DynaBeads anti-IgG de rato (Invitrogen Dynal 

AS – Oslo, Noruega) de acordo com as especificações técnicas do produto. Os 

magnetos concentradores de partículas utilizados foram Dynal MPC-15 (Dynal 

Biotech ASA – Oslo, Noruega) para tubos de polipropileno de 15mL e Dynal MPC-

S (Invitrogen Dynal AS – Oslo, Noruega) para tubos do tipo eppendorf de 1,5mL. 

 

3.10. Depleção de células T por complemento 

 

A depleção de células T de suspensão de células de MO foi realizada 

utilizando-se sobrenadantes de hibridomas GK1.5 (rico em anticorpo anti-CD4) e 
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53-6.7 (rico em anticorpo anti-CD8). A suspensão celular foi centrifugada a 450G 

por 5 minutos, o sobrenadante descartado, o pellet ressuspenso a 108 células/mL 

em solução contendo 20% de Complemento de Coelho (soro de coelho, colhido no 

gelo e absorvido em células de baço de camundongo – 10 mL de soro / baço – por 

1 hora a 37°C), 40% de sobrenadante de GK1.5 e 40% de sobrenadante de 53-

6.7. Esta suspensão foi incubada a 37°C por 30 minutos, e em seguida 

centrifugada a 450G por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células 

ressuspensas em meio sem SFB contendo 20% de Complemento de Coelho, 

sendo incubadas novamente a 37°C por 30 minutos. Por fim a suspensão celular 

foi centrifugada a 450 g por 5 minutos e as células ressuspensas em meio com 

10% de SFB. A eficiência da depleção foi verificada por citometria de fluxo com 

anticorpos anti-CD3 (eBioscience, CA, EUA). 

 

3.11. Extração de RNA 

 

O isolamento do RNA total dos linfócitos T purificados e dos macrófagos 

peritoneais foi realizado pelo método de Trizol (Life Technologies, Grand Island, 

NY,USA). Partindo de uma suspensão de aproximadamente 2.106células, 

adicionou-se 1mL de Trizol. Esta solução foi homogeneizada e então incubada por 

5 minutos a temperatura ambiente, para permitir completa dissociação de 

complexos de nucleoproteínas. Durante esta fase as amostras foram congeladas a 

-80oC até o momento da extração. Em seguida adicionou-se 0,2 mL de clorofórmio 

para cada 1mL de trizol, seguido de agitação vigorosa por aproximadamente 15 

segundos. O material foi posteriormente incubado por 2 a 3 minutos à temperatura 

ambiente e centrifugado por 15 minutos a 1120 g a 4oC. Após esta centrifugação 

ocorre a separação da solução em três fases (aquosa, interface e orgânica). A 

fase aquosa foi transferida para um novo tubo contendo 0,5 mL de álcool 

isopropílico para cada mL de trizol, para a precipitação do RNA. Este tubo foi 

homogeneizado por inversão, seguido de incubação por 1 hora a -20°C e então 

centrifugado novamente a 1120 g por 15 minutos a 4oC. O sobrenadante foi 

removido e o “pellet” de RNA lavado com etanol 75% diluído em água DEPC 
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(Dietilpirocarbonato, Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha) seguido de 

centrifugação a 640 g por 5 minutos a 4oC. O RNA assim obtido foi deixado secar 

por 5 minutos para evaporação do etanol e então ressuspendido em 10-20µL de 

água DEPC. Este material foi mantido a –80oC até o momento da transcrição. 

 

3.12. Quantificação do RNA 

 

Após extração, o RNA obtido foi quantificado através de leitura no 

naNODrop (NaNODrop ND-1000 Spectrophotometer) nos comprimentos de onda 

(λ) de 260 e 280 nm. O grau de pureza da amostra foi verificado através da 

análise da relação entre 260 e 280nm. O material apresentou estas leituras com 

valores entre 1,6 a 1,8, o que caracteriza uma boa extração. 

 

3.13. Tratamento com DNAse 

 

O RNA, já quantificado, foi tratado com DNAse para evitar uma possível 

contaminação do RNA com DNA genômico. Para esse protocolo foi utilizado 

1µl de DNAse (1U/µl) para 1µg de RNA, 1µl do tampão10x da enzima e água 

DEPC q.s.p. 10 µL. Essa mistura foi incubada a temperatura ambiente por 15 

minutos, seguida da adição de 1µl de EDTA 25mM. Essa solução foi colocada 

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

 

3.14. Transcrição reversa 

 

A solução final obtida pós-tratamento com DNAse (1µg de RNA total) foi 

utilizada diretamente para síntese de cDNA (transcrição reversa). Para isso, foi 

adicionado 1µL de oligo(dT) (Invitrogen) (0,2 µg/µL) e 1µL de dNTP 10mM (25mM 

de dATP, dCTP, dGTP e dTTP), seguido de aquecimento a 65oC em termociclador 

(GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems) por 5 minutos para remoção 

de estruturas secundárias, sendo colocado rapidamente no gelo ao termino dessa 

etapa. Em seguida foi adicionado 4µL de tampão de transcrição 5x, 2µL de DTT 
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0,1M e por ultimo, 1µL (200U) da enzima transcriptase reversa (SuperScriptII - 

invitrogen). Esta solução foi colocada novamente em termociclador a 42oC por 55 

minutos e 70oC por 15 minutos, para inativação da enzima. Como controle 

negativo, foi realizada toda síntese de cDNA na ausência da transcriptase reversa, 

dessa forma excluímos a possibilidade de amplificação por contaminação com 

DNA genômico. O cDNA obtido foi quantificado no naNODrop (NaNODrop ND-

1000 Spectrophotometer) nos comprimentos de onda (λ) de 260 e 280 nm. 

 

3.15. Amplificação da região correspondente a NOD2 e TLR2 

 

Para esta reação foi utilizado 1 µL do cDNA transcrito, tampão para PCR 

10x (200 mM Tris-HCl e 500 mM KCl), 1,5 mM MgCl2, 1µL de dNTP 10mM (25mM 

de dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,5 µM de cada primer (NOD2- Fwd: 5'-

CAGTCATACCTTTGAACTGTATGGG-3', Rev: 5'-GGCAGTGGAGCTGGTAGTTC 

CC-3'; TLR2- Fwd: 5′-TGC TTT CCT GCT GGA GAT TT-3′, Rev: 5′-TGT AAC GCA 

ACA GCT TCA GG-3′), 1,5U de Taq polimerase e água qsp 50µL. Esta reação foi 

processada em termociclador, sendo iniciada a 94oC por 2 minutos para 

desnaturação, seguido por 30 ciclos que compreendem: 94oC por 30 segundos, 

seguidos de anelamento a 53oC por 30 segundos e uma extensão a 72oC por 60 

segundos, completados por uma extensão final de 10 minutos a 72oC. O produto 

desta reação foi carregado em gel de agarose 2% corado com Brometo de Etídeo 

(0,5µg/mL) e submetido a corrida eletroforética a 100 V durante 20 minutos. 

 

3.16. Reação mista linfocitária 

 

As reações mistas linfocitárias foram compostas em 2 diferentes protocolos. 

No primeiro, as células usadas como estimuladoras foram extraídas de baço. De 

acordo com o experimento, esta preparação foi, ou não, depletada de células CD4 

e CD8 positivas, foram irradiadas a 25 Gy, para impedir a proliferação e cultivadas 

em placas de 96 poços na concentração de 4.105 células/poço. As células usadas 

como respondedoras foram preparações de linfonodos totais ou células CD4 e 
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CD8 purificadas a partir de linfonodos, também na concentração de 4.105 

células/poço. Para o segundo protocolo, foram usadas células BMDCs como 

estimuladoras (2.105/poço) e linfócitos T purificados a partir de linfonodo como 

respondedoras (4.105/poço). O volume final das culturas foi de 200 µl e estas 

foram preparadas em DMEM completo. Os controles positivos consistiram de 

células respondedoras ativadas com concanavalina A (2,5 µg/mL) e os controles 

negativos foram células respondedoras sem qualquer estímulo. As combinações 

de estimuladoras X respondedoras foram sempre díspares em relação ao MHC, 

ou seja, quando as estimuladoras foram provenientes de BALB, as respondedoras 

foram de B6 ou NOD2-/-. Quando as estimuladoras foram de B6 ou NOD2-/- as 

respondedoras foram provenientes de BALB.  

 

3.17. TCTH e indução de DECH 

 

Os camundongos receptores, com idade de 12-14 semanas, foram 

submetidos a um regime de condicionamento radioterápico em aparelho TH780C 

(Theratronics, Canada), que utiliza fonte irradiadora de cobalto 60 (60Co), em 

dose única, aplicada metade em campo superior (dorso) e metade em campo 

inferior (abdômen). Durante a irradiação os animais foram contidos em caixas de 

acrílico apropriadas. A dose utilizada para receptores B6 foi de 1100 cGy e para 

receptores F1 de 950 cGy. Posteriormente, em ambiente estéril, foram infundidas 

células da medula óssea como fonte de precursores hematopoéticos e baço total 

ou linfócitos T purificados como fonte de células T. O número de cada tipo celular 

infundido foi o mesmo para todos os experimentos, sendo de 5.106 células de MO 

total e de 5.106 linfócitos T CD3+. Para tanto, quando a fonte de células T foi baço 

total, este teve o número de células a ser injetado corrigido a partir do percentual 

de células CD3+ presente na preparação, o que variou de 20% a 25%. Os 

doadores utilizados tinham idade de 8-10 semanas, foram sempre animais BALB 

para receptores B6 ou NOD2-/- e B6 para receptores F1.  As infusões foram feitas 

através do plexo orbital ou da veia caudal com a utilização de seringas de 1mL 
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(BD Plastipak – Brasil) e agulhas descartáveis parede fina trifacetado de 26,5G 

(BD PrecisionGlide – Brasil). 

 

3.18. Avaliação clínica da DECHa 

 

A DECHa experimental foi avaliada por 3 parâmetros: mortalidade, escore 

clínico e escore histopatológico. A mortalidade foi avaliada através da mortalidade, 

propriamente dita, dos camundongos ao longo do tempo pós-transplante. O 

escore clínico foi modificado a partir da literatura e teve 4 subdivisões: peso, pêlo, 

atividade e postura (Brok et al., 1993; Cooke et al., 1996). Cada parâmetro 

recebeu um valor de 0 a 2, sendo o 0 utilizado quando o parâmetro esteve normal, 

1 quando existiu alteração moderada e 2 quando a alteração foi severa. O escore 

clínico total foi obtido através do somatório dos escores de cada parâmetro, 

podendo assim variar de 0 a 8. 

 

Tabela 1 – Especificações de escore clínico 

Peso 

0  Possui mais de 90% do peso do dia pré-transplante 

1 Possui entre 90 e 75% do peso do dia pré-transplante 

2 Possui menos de 75% do peso do dia pré-transplante 

Pêlo 

0 Íntegro 

1 Irregularidades e/ou eriçamento do pêlo 

2 Alopecia, eritema e/ou lesões na pele 

Atividade 

0 Íntegra 

1 Redução na movimentação 

2 Movimenta-se apenas quando estimulado 

Postura 

0 Normal 

1 Parcialmente curvada ou curvada apenas em repouso 

2 Prostrado 
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3.19. Avaliação histopatológica da DECHa 

 

Depois do animal ser eutanasiado, foi retirada uma porção de pele do 

ventre de cerca de 1cm2; 1 pedaço do início do cólon ascendente (cerca de 1cm 

onde o mesmo foi aberto com uma tesoura e teve seu interior lavado) e um lobo 

do fígado.  Todas as peças foram colocadas sobre um pedaço de papel dentro de 

um cassete e fixados em 10% Formol em PBS a temperatura ambiente durante a 

noite. Os cassetes foram submetidos à parafinização, corte e a coloração 

(hematoxlina e eosina). 

Cada órgão possui parâmetros individuais que receberam um valor 

atribuído de 0 a 2, sendo o 0 utilizado quando o parâmetro esteve normal, 1 

quando existiram alterações moderadas e 2 quando as alterações foram severas 

(Ferrara et al., 1986; Hill et al., 1998; Van Den Brink et al., 2000; Welniak et al., 

2000). O escore total de cada órgão foi então obtido através do somatório dos 

escores de cada parâmetro, podendo assim variar de 0 a 8 para cólon e 0 a 10 

para pele e fígado.  

Tabela 2 – Especificações de escore histopatológico para pele 

Infiltração inflamatória 

0 Ausente 

1 Dispersa 

2 Organizada (dermatite de interface, nódulos, folículos) 

Fibrose e perda de anexos 

0 Ausente 

1 Redução dos anexos córneos 

2 Ausência de anexos no corte 

Alterações epidermais 

0 Epiderme com espessura normal 

1 Epiderme espessada sem desarranjo das camadas 
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2 

Epiderme espessada com desarranjo e apoptose da camada basal 

(disceratose) 

 

Ulceração 

0 Ausente (queratina normal) 

1 Redução da queratina 

2 Ulcerações 

 

Tabela 3 – Especificações de escore histopatológico para cólon ascendente 

Infiltração na lâmina própria 

0 Ausente ou rara 

1 Presente e dispersa 

2 Presente formando aglomerados (nódulos, folículos) 

Infiltração de camadas profundas 

0 Ausente 

1 Até submucosa 

2 Além da submucosa 

Alterações estruturais 

0 Criptas normais 

1 
Alongamento das criptas (epitélio hiperplásico) com apoptose e/ou figuras 

de mitose 

2 Destruição das criptas 

Extensão do dano 

0 Ausente 

1 Limitado a 25% da área do corte 

2 Superior a 25% da área do corte 
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Tabela 4 – Especificações de escore histopatológico para fígado 

Alterações globais do parênquima 

0 Ausentes 

1 Tumefação ou esteatose focais (< 25% do corte) 

2 Tumefação ou esteatose focais (> 25% do corte) 

Alterações do espaço porta 

0 Normal 

1 Expansão do espaço porta por infiltração sem destruição das estruturas 

2 Expansão, infiltração e/ou destruição de ductos biliares e/ou vasos  

Infiltração inflamatória 

0 
Ausente ou rara (limitada a células dispersas próximas aos espaços 

vasculares) 

1 Presente e dispersa no parênquima 

2 Presente formando aglomerados 

Sofrimento do parênquima 

0 Ausente  

1 
Aumento do número de células apoptóticas e/ou figuras de mitose sem 

haver necrose do parênquima 

2 Presença de focos de necrose (áreas de coagulação e/ou microabcessos) 

 

3.20. Geração de células dendríticas derivadas de MO 

 

As células de MO foram cultivadas em placas de petri contendo 2.106 

células em 10 mL de meio IMDM completo contendo 20 ng/mL de GM-CSF 

recombinante, a 37ºC em atmosfera de 5% de C02. Após 3 dias de cultura foi 

adicionado mais 5 mL de meio IMDM contendo 20 ng/mL de GM-CSF. No sexto 

dia de cultura, 7,5 mL de meio foi cuidadosamente retirado e substituído por 7,5 



49 

 

mL de meio IMDM contendo 20 ng/mL de GM-CSF fresco. No oitavo dia de cultura 

as células não aderentes foram cuidadosamente recolhidas e estas continham 

entre 60-80% de células CD11c+ e 100% CD11b+. Para as culturas de células 

derivadas de B6 o rendimento foi de aproximadamente 1,4-2.107 células, enquanto 

que culturas derivadas de MO NOD2-/- apresentaram rendimento 

aproximadamente 2 vezes maior, variando de 2-4.107 células no final da cultura. 

 

3.21. Dosagem de citocinas por ELISA 

 

Para a dosagem de citocinas em alguns experimentos foram utilizados os 

ensaios imunoenzimáticos “Duoset IC (R&D Systems – Minneapolis – MN – EUA)” 

para IFN-γ, IL-10 e G-CSF e para IL-17A, IL-17F e IL-23 foram utilizados Ready-

Set-Go (eBioscience – San Diego – CA – EUA). O procedimento se seguiu de 

acordo com as instruções de cada fabricante. A leitura da placa é realizada com o 

Versamax Tunable Microplate Reader (Molecular Devices – Califórnia – EUA) no 

comprimento de onda de 450nm e analisada no software SOFTmax PRO LS 4.3 

(Molecular Devices) utilizando regressão logística  de 4 parâmetros para a 

geração da equação da reta. 

 

3.22. Dosagem de citocinas por multiplex ELISA 

 

Os soros dos animais transplantados, os sobrenadantes de culturas de 

células dendríticas (em repouso ou ativadas) tiveram diversas citocinas dosadas 

por multiplex ELISA. Os kites foram comprados da Bio-Rad (“Bio-Plex Pro Mouse 

Cytokine 23-plex Assay”) e da Millipore (milliplexTM map kit, customizado com IL-

2, 4, 6, 10, 12p40, 12p70 e 17A,  IFN-γ, TNF-α, G-CSF, RANTES e KC). As 

amostras de soro foram diluídas em matriz fornecida pelos fabricantes na 

proporção de 1:5 para o kit proveniente da BD e 1:2 para o kit Millipore. O 

procedimento dos testes respeitaram as recomendações dos fabricantes. As 
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leituras foram feitas num aparelho LabScan100 (One Lambda, California, EUA) e 

as análises feitas com o software XPonent 3.1 (Luminex, Texas, EUA). 
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4. RESULTADOS 

 

Para estudar o papel da molécula NOD2 nos tecidos resistentes a radiação, 

foram utilizados animais deficientes em NOD2 como receptores num TCTH. Neste 

modelo a radiação elimina as células da MO, mas outros tecidos são preservados, 

como, por exemplo, os epitélios. 

O protocolo experimental escolhido começa com a irradiação dos 

receptores com 1000 cGy. Os grupos experimentais foram compostos por 

receptores B6 (controle positivo de DECH) ou NOD2-/- (grupo teste) que 

receberam 5.106 células de MO e 5.106 células T purificadas provenientes de 

animais BALB/c. O controle de sobrevivência foi composto por animais B6 

submetidos a TCTH singeneico, ou seja, recebendo 5.106 células de MO e 5.106 

linfócitos T advindos de animais também B6. 

Foram executados 3 TCTH deste tipo, com o número de animais por grupo 

experimental variando de 8 a 10. Nestes experimentos, mostrados na figura 5, fica 

visível uma maior mortalidade no grupo NOD2-/-, quando comparado ao grupo B6. 

Em relação aos escores clínicos, também se observa uma tendência à 

exacerbação da doença no grupo NOD2-/-, em alguns momentos, também 

estatisticamente significativa (figura 5). 
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Na tentativa de mimetizar a ativação celular que acontece in vivo durante a 

DECH, foram feitas reações mistas linfocitárias. Esta série de experimentos teve o 

objetivo de verificar possíveis diferenças no perfil de produção de citocinas e de 

proliferação da resposta alogenica de células NOD2-/-, quando comparadas a 

células normais. 

No primeiro protocolo utilizado, células de baço total foram extraídas de 

animais BALB/c e irradiadas para servirem de estimuladoras. Estas células foram 

colocadas em cultura com células respondedoras, provenientes de animais B6 ou 

NOD2 -/-. Estas culturas foram então avaliadas quanto a proliferação e a produção 

de citocinas. Foram dosadas por ELISA IL-17 e IFN-γ e também foi feita marcação 

intracelular para IL-17, IFN-γ (figura 6A). A proliferação foi determinada por 

incorporação de timidina tritiada (figura 7). A proliferação não foi diferente entre os 

grupos, assim como a produção de IFN-γ, ao passo que a produção de IL-17 

mostrou-se significativamente aumentada nos sobrenadantes das culturas 

contendo células NOD2-/-. As marcações intracelulares confirmaram o resultado da 

Figura 5. Ausência de NOD2 nos tecidos rádio resistentes agrava DECH: Animais B6 ou 
NOD2-/- foram letalmente irradiados e receberam 5x106 células de MO e linfócitos T purificados de 
doadores BALBc. O controle singeneico foram animais B6 que receberam as mesmas células de 
doadores B6. (A) Percentual de sobrevivência, * indica P < 0,05 para o teste de log rank entre os 
grupos B6 e NOD2-/-. (B) Escore clínico total de DECH. (C) Escores clínicos individuais. Barras de 
erro representam desvio padrão, * indica P < 0,05 para two-way ANOVA e n=8 animais por grupo. 
Um experimento representativo de 3. 
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IL-17, tendo-se maior porcentagem de células positivas para esta citocina nas 

culturas NOD2-/-, ao passo que não se constataram diferenças na freqüência de 

células positivas para IFN-γ e as porcentagens de células positivas para IL-4 

nestas culturas foram desprezíveis (figura 8A). 

Curiosamente, resultados semelhantes são encontrados quando as reações 

mistas linfocitárias são compostas por células estimuladoras extraídas de baço 

total irradiado de animais NOD2-/- ou animais B6 contra linfonodo total de BALB/c 

como respondedor. Neste caso, também se encontrou elevada a produção de IL-

17 nas culturas contendo células NOD2-/- quando comparadas às culturas 

contendo células selvagens. A proliferação, assim como os níveis de IFN-γ não se 

mostraram diferentes (figura 7 e 6B). Nas marcações intracelulares, mais uma vez 

os resultados se confirmaram. A figura 8B mostra que as freqüências de células 

produtoras de IFN-γ são semelhantes entre os grupos experimentais, ao passo 

que a freqüência de células positivas para IL-17 está aumentada nos grupos 

contendo células NOD2-/-, quando comparados com os grupos contendo células 

selvagens. 
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Figura 6. Maior produção de IL-17 em MLRs contendo células NOD2-/-: 4.105 esplenócitos 
irradiados a 25 Gy serviram de estimuladores para 4.105 células de linfonodo total, nas 
combinações indicadas na figura. (A) Concentração de IL-17A medida por ELISA após 4 dias de 
cultura. (B) Concentração de IFN-ɣ medida por ELISA após 2 dias de cultura. Os controles 
positivos foram células respondedoras estimuladas com 2,5 µg de concanavalina A e os controles 
negativos foram células respondedoras sem qualquer estímulo. Barras de erro representam desvio 
padrão e * indica P < 0,05 para one-way ANOVA. Um experimento representativo de 3. 

Figura 7. Proliferação não é alterada em MLRs contendo células NOD2-/-: 4.105 esplenócitos 
irradiados a 25 Gy serviram de estimuladores para 4.105 células de linfonodo total, nas combinações 
indicadas na figura.Proliferação medida por incorporação de timidina tritiada. (A) Proliferação com 
células estimuladoras de BALB/c após 5 dias de cultura. (B) Proliferação com células estimuladoras 
B6 ou NOD2-/- após 5 dias de cultura. Os controles positivos foram células respondedoras 
estimuladas com 2,5 µg de concanavalina A e os controles negativos foram células respondedoras 
sem qualquer estímulo. Barras de erro representam desvio padrão e * indica P < 0,05 para one-way 
ANOVA. Um experimento representativo de 3. 
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Para eliminar uma possível interferência de linfócitos T presentes na porção 

estimuladora da cultura e uma possível ação de células apresentadoras presentes 

no material extraído de linfonodos (células respondedoras), um novo protocolo foi 

realizado para a reação mista linfocitária. Este protocolo utilizou células 

dendríticas derivadas de MO como estimuladoras e as respondedoras 

permaneceram como linfócitos T purificados. Neste caso a produção de IL-17 se 

mostra aumentada após 2 dias de cultura, estando semelhante no ponto de 4 dias, 

diferentemente das anteriores onde a produção de IL-17 só se observa diferente 

com 4 dias de cultura (figura 9). Neste caso também foram dosadas diversas 

outras citocinas por multiplex ELISA, onde se destaca a maior produção de G-CSF 

nas culturas contendo células estimuladoras NOD2-/-, quando comparadas as 

culturas de células selvagens. 

 

 

Figura 8. Maior pecentual de células produtoras de IL-17 em MLRs contendo células NOD2-/-: 
4.105 esplenócitos irradiados a 25 Gy serviram de estimuladores para 4.105 células de linfonodo 
total, nas combinações indicadas na figura. (A) Percentual de células positivas para IL-17A e IFN-ɣ 
após 6 dias de cultura. (B) Percentual de células positivas para IL-17A e IFN-ɣ após 6 dias de 
cultura. Um experimento representativo de 3. 
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Figura 9. Produção diferencial de citocinas em MLRs contendo células NOD2-/-: 2.105 BMDCs 
serviram de estimuladores para 4.105 linfócitos T purificados. (A) Multiplex ELISA para 
estimuladoras B6 ou NOD2-/- e respondedoras BALB/c após 2 dias de cultura. (B) Multiplex ELISA 
para estimuladoras BALB/c e respondedoras B6 ou NOD2-/- após 2 dias de cultura. Dados 
referentes a um experimento. 
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Como os resultados da reação mista linfocitária apontaram para um 

possível papel da molécula NOD2 nas células T foi investigada a possível 

expressão deste receptor em células T purificadas. Para tanto células T de 

animais B6 foram altamente purificadas por separação num citometro de fluxo 

moflow. Esta purificação alcançou 99,9% de pureza de linfócitos CD4+ e CD8+. 

Como controle positivo foram extraídas células de lavado peritoneal elicitado com 

tioglicolato de animais B6. Estas células foram submetidas ao protocolo de 

extração de RNAm e síntese de cDNA com primers específicos para a seqüência 

genética do mRNA de NOD2 na junção dos exons 2 e 3, o que, quando da 

existência deste mRNA na preparação, resulta num fragmento de 294 pb. Como 

fica demonstrado na figura 10A, não existe expressão detectável de NOD2 em 

células T de animais B6. O controle positivo mostra a banda esperada de 294 pb. 

Neste experimento também se averiguou a expressão do receptor TLR2 nas 

mesmas células. Nossos resultados suportam dados da literatura que já haviam 

detectado a expressão de RNAm para TLR2 em células T  (figura 10B ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Expressão de NOD2 está ausente em linfócitos T CD4 e CD8: linfócitos CD4+ e 
CD8+ altamente purificados, tiveram seu conteúdo de RNAm extraído e convertido a cDNA para 
verificação da expressão de NOD2 (A) ou TLR2 (B). As setas indicam a localização das bandas. O 
controle positivo foi material extraído de macrófagos peritoneais e o controle negativo foi o mesmo 
material de macrófagos peritoneais sem adição da transcriptase reversa em ambos os casos. 
Dados referentes a um experimento. 
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Para investigar o papel do receptor NOD2 no compartimento rádio sensível 

do TCTH foi escolhido um modelo semialogeneico. Neste caso, animais F1 (B6 X 

BALB/c) foram letalmente irradiados e receberam MO e baço total de animais B6 

ou NOD2-/-, nas combinações mostradas na figura 11. A quantidade de células de 

MO foi sempre de 5.106, enquanto que a quantidade esplenócitos foi corrigida de 

acordo com a percentagem de células T neste, para que o grupo experimental 

recebesse 5.106 linfócitos T CD3+. O controle de sobrevivência foi um TCTH 

singênico, onde os animais F1 recebiam MO e esplenócitos de doadores também 

F1. A figura 11 mostra que os animais que receberam MO e esplenócitos de 

doadores NOD2-/- tiveram uma sobrevivência aumentada quando comparada aos 

animais que receberam estas células de doadores B6. Além disso, animais que 

receberam MO de B6, mas receberam esplenócitos de NOD2-/- também 

apresentaram sobrevida aumentada, assim como os animais que receberam MO 

de NOD2-/- e esplenócitos de B6. Este resultado deixa claro um papel nocivo da 

molécula NOD2 neste modelo experimental. 

 

 

 

Figura 11. Células mieloides NOD2-/- protegem da mortalidade por GVHD: Animais F1 foram 
letalmente irradiados e receberam 5.106 células de MO e esplenócitos (corrigidos para 5.106 
células CD3+) de doadores B6 ou NOD2-/- nas combinações indicadas na figura. O controle 
singeneico foram animais F1 que receberam as mesmas células de doadores F1. Percentual de 
sobrevivência, log rank: P < 0,05 entre NOD2-/- MO+Bç. e B6 MO+Bç. ; P < 0,05 entre NOD2-/- 
MO+B6 Bç. e B6 MO+Bç. ; P > 0,05 entre B6 MO+NOD2-/- Bç. e B6 MO+Bç. Um experimento 
representativo de 2. 
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Em seguida foi dado início a uma tentativa de descobrir qual, ou quais, as 

células NOD2-/- responsáveis pelo efeito protetor observado. Para testar se as 

células T seriam as responsáveis por esse efeito, realizou-se TCTHs tendo como 

material indutor de DECH células T purificadas a partir de linfonodos no lugar de 

baço total. Estas purificações foram feitas usando “Dynabeads” num protocolo de 

seleção negativa, ou seja, os linfonodos macerados foram marcados com 

anticorpos monoclonais da classe IgG derivados de hamster (anti-B220, anti-

CD11b, anti-CD11c) para em seguida ser acrescentado um anticorpo secundário 

anti-IgG de Hamster conjugado a micro esferas de metal. O material foi então 

levado a um imã que reteve as células marcadas deixando apenas as células de 

interesse, no caso células T, sempre com pureza superior a 95% de células CD3+. 

A figura 12 mostra que as células T NOD2-/- tem a mesma capacidade de induzir 

DECH que as células selvagens. Neste caso os animais receptores receberam 

células de MO de animais B6 e receberam células T purificadas de animais B6 ou 

NOD2-/- e estes dois grupos não mostram diferenças significativas na 

sobrevivência após o transplante, tendo os dois grupos apresentado mortalidades 

equivalentes. 

                    

 

 

 

 

 

Figura 12. Linfócitos T NOD2-/- não são responsáveis pela proteção da GVHD: Animais F1 
foram letalmente irradiados e receberam 5.106 células de MO de B6 e 5.106 linfócitos T purificados 
de doadores B6 ou NOD2-/-. O controle singeneico foram animais F1 que receberam as mesmas 
células de doadores F1. (A) Percentual de sobrevivência. (B) Escore clínico total de DECH. Barras 
de erro representam desvio padrão. Um experimento representativo de 2 com n=8 animais por 
grupo. 
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Para melhor caracterizar o perfil da DECH observada nos experimentos 

também foram observados parâmetros clínicos nos animais transplantados. Os 

parâmetros observados foram: atividade, aspecto do pêlo, perda de peso e 

postura. De acordo com a severidade das alterações observadas um escore era 

atribuído a cada animal, sendo 3 essas possibilidades, onde o escore 0 significa 

sem alteração, 1 significa alteração branda e 2 significando alterações severas em 

cada um desses parâmetros. Além disso, o somatório de todos os parâmetros 

resulta no escore total da DECH. O escore total está demonstrado na figura 12B. 

Como pode-se observar, não se verificou diferenças significativas entre os animais 

que recebem células T de B6 ou de animais deficientes em NOD2 em nenhum dos 

parâmetros analisados.  

Após as células T NOD2-/- terem sido descartadas como responsáveis pelo 

efeito protetor observado, a próxima população de células escolhida para ser 

testada foi a população de células apresentadoras de antígeno, já que no baço 

existe um número considerável de células com capacidade apresentadora de 

antígeno e os animais que receberam baço total tiveram proteção da morte por 

DECH. Para tanto, 2 grupos de animais F1 letalmente irradiados receberam MO e 

células T purificadas de animais B6, sendo que um deles recebeu também 2.106 

células CD11b+, CD11c+ purificadas a partir de baço de animais B6 e o outro 

recebeu estas células purificadas a partir de baço de animais NOD2-/-. Estas 

populações foram obtidas através de seleção negativa em 2 protocolos diferentes. 

No primeiro foram utilizados dynabeads, com exclusão de células CD4, CD8 e 

B220, resultando num enriquecimento para 50% de células negativas para CD4, 

CD8 e B220 para células provindas de baço de B6 e para 60% em células 

provenientes de animais NOD2-/-. Para um segundo experimento, o método de 

purificação foi por colunas magnéticas MACS. Neste caso também foram 

excluídas as células CD49b+ (um marcador de células natural killer) além das 

células CD4, CD8 e B220  positivas. A pureza final das células negativas para 

estes marcadores foi de 60% para as células de baço de B6 e 80% para as de 

baço de animais NOD2-/-. Ambos os experimentos tiveram resultados 

semelhantes. A figura 13A mostra a curva de sobrevivência referente ao segundo 
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protocolo. Como se pode observar, os grupos experimentais que receberam 

células purificadas a partir de baço de animais NOD2-/- tiveram uma sobrevida 

aumentada quando comparados a animais que receberam estas mesmas células 

de animais B6. Apesar da proteção observada em termos de sobrevida, os 

animais sobreviventes que receberam células NOD2-/- não apresentaram 

manifestações clínicas de DECH amenizadas, tendo os escores de doença para 

pele, postura, atividade, peso e total comparáveis aos escores de animais que 

receberam células de doadores selvagens (figura 13B). 

 

  

Após 18 dias da indução da DECH, alguns animais foram sacrificados para 

que fosse realizada a análise histopatológica de fígado, pele e cólon. Para a 

histopatologia também foi atribuída uma gradação para determinar a gravidade 

das alterações observadas (ver materiais e métodos). Neste caso, também não 

foram observadas diferenças significativas no que tange a gravidade das 

Figura 13. Células esplênicas não T, B, NK de doadores NOD2-/- protegem da mortalidade na 
DECH: Animais F1 foram letalmente irradiados e receberam 5.106 células de MO e 5.106 linfócitos 
T purificados de doadores B6, além de esplenócitos depletados de células T, B e NK de doadores 
B6 ou NOD2-/-. O controle singeneico foram animais F1 que receberam as mesmas células de 
doadores F1. (A) Percentual de sobrevivência, * indica P < 0,05 para o teste de log rank entre os 
grupos B6 e NOD2-/-. (B) Escore clínico total de DECH. Barras de erro representam desvio padrão. 
Um experimento representativo de 2 com n=8 animais por grupo. 
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alterações do grupo teste (NOD2-/-) quando comparadas ao grupo controle de 

mortalidade (B6) (figura 14). 

 

 

Para que fosse verificada uma possível diferença qualitativa na resposta 

imunológica desencadeada em cada grupo experimental, o soro destes animais 

teve diversas citocinas dosadas. Como pode-se observar na figura 15, os níveis 

de G-CSF se apresentaram robustamente aumentados no grupo que recebe 

células NOD2-/- tanto em 6 (figura 15A) quanto em 18 (figura 15B) dias pós 

transplante.  

Figura 14. Escores histopatológicos não acompanham a proteção observada na sobrevida 
de animais protegidos da mortalidade por GVHD: Animais F1 foram letalmente irradiados e 
receberam 5.106 células de MO e 5.106 linfócitos T purificados de doadores B6, além de 
esplenócitos depletados de células T, B e NK de doadores B6 ou NOD2-/-. Escore histopatológico 
total (soma dos escores de fígado, pele e cólon). Barras de erro representam desvio padrão. Um 
experimento representativo de 2 com n=8 animais por grupo. 
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Em seguida foi realizada a contraprova do TCTH anterior. Para tanto foi 

utilizado um protocolo de purificação celular que visou eliminar a população APC 

fagocítica do material esplênico. Esta purificação foi feita por seleção negativa, 

utilizando-se dynabeads. Neste caso as células CD11b+ e CD11c+, além das 

células CD4+ e CD8+, foram marcadas com anticorpos conjugados a micro esferas 

magnéticas para que ficassem retidas na coluna. O material resultante teve uma 

pureza de superior a 95%, para as células derivadas tanto de B6 quanto de NOD2-

/-. Este material foi então utilizado num TCTH como o anterior, sendo dados a 

animais F1 letalmente irradiados, 5.106 células de MO e linfócitos T purificadas de 

B6 para ambos os grupos e baço depletado de APCs derivadas de B6 para o 

controle de mortalidade e derivado de NOD2-/- para o grupo teste. Como se pode 

observar na figura 16A, a depleção de células CD11c+ e CD11b+ do material 

esplênico, aboliu a proteção anteriormente observada, já que o grupo teste teve 

mortalidade semelhante ao grupo controle de mortalidade. Além disso, a 

severidade da DECH aferida através de parâmetros clínicos também esteve 

comparável entre estes dois grupos (figura 16B). 

Figura 15. Perfil de citocinas no soro de camundongos pós TCTH: Soros de animais 
transplantados como descrito na figura 11 foram coletados após 6 (A) ou 18 (B) dias. As citocinas 
foram dosadas por multiplex ELISA. Dados referentes a um experimento com n=10 animais por 
grupo para A e 5 para B. 
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Após a confirmação que as células fagocíticas com capacidade 

apresentadora de antígeno derivadas de animais NOD2-/- eram as responsáveis 

pelo efeito protetor observado, foi utilizado um novo protocolo para a obtenção de 

uma população mais homogênea destas células. Neste caso as células 

dendríticas foram escolhidas para teste, já que são as células com maior 

capacidade apresentadora de antígeno. Sendo assim, células dendríticas foram 

derivadas em cultura, a partir de MO de animais B6, NOD2-/-. O cultivo das MO em 

meio suplementado com GM-CSF, resultou numa população 100% positiva para 

CD11b, com níveis de CD11c+ variando entre 65% e 80% e sem níveis relevantes 

de células CD3+ ou B220+. Estas células também apresentaram níveis de 

expressão de marcadores de ativação e maturação (CD80, CD86, CD83, MHC II) 

compatíveis com células imaturas. Um fator importante de se ressaltar é que não 

houve diferenças fenotípicas marcantes entre as células derivadas a partir de MO 

Figura 16. Células esplênicas não CD11b+, CD11c+ de doadores NOD2-/- não protegem da 
mortalidade na DECH: Animais F1 foram letalmente irradiados e receberam 5.106 células de MO 
e 5.106 linfócitos T purificados de doadores B6, além de esplenócitos depletados de células 
CD11b+ e CD11c+ de doadores B6 ou NOD2-/-. O controle singeneico foram animais F1 que 
receberam as mesmas células de doadores F1. (A) Percentual de sobrevivência. (B) Escore clínico 
total de DECH. Barras de erro representam desvio padrão. Um experimento representativo de 2 
com n=8 animais por grupo. 
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de animais NOD2-/- quando comparadas às de B6 (figura 17). O sobrenadante 

destas culturas foi submetido à dosagem de diversas citocinas, onde mais uma 

vez não se observou diferença entre as células derivadas de B6 e de NOD2-/- para 

a maioria das citocinas, mas níveis menores de G-CSF foram encontrados em 

sobrenadantes de células NOD2-/- (figura 17B). Entretanto, ao serem ativadas com 

LPS por 24h se observou uma maior produção de G-CSF pelas células NOD2-/- e 

uma menor produção de KC (figura 17C).  



66 

 

 

 

 

Figura 17. BMDCs derivadas de animais B6 ou NOD2-/- apresentam perfil similar in vitro: (A) 
Expressão de CD80, CD86 e MHC-II em BMDC de animais B6 ou NOD2-/-. Percentual e média de 
fluorescência (MFI) das populações positivas estão mostrados. (B) Produção de citocinas de 
BMDC não estimuladas ou (C) estimuladas com 1µg/mL de LPS. Dados de um experimento 
representativo de 2. 
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Após a caracterização das células dendríticas derivadas de MO, estas 

células foram utilizadas num TCTH para verificar se teriam a mesma 

funcionalidade de células CD11c+, Cd11c+ extraídas do baço. Seguiu-se, então, o 

mesmo protocolo adotado anteriormente, onde os grupos experimentais (animais 

F1 irradiados) receberam MO e células T purificadas de B6 e um dos grupos 

recebeu também células dendríticas derivadas de MO de B6 enquanto o outro 

grupo recebeu estas células derivadas de animais NOD2-/-. A curva de mortalidade 

obtida com este experimento demonstrou uma sobrevivência de aproximadamente 

60% doas animais que receberam células dendríticas NOD2-/-, contra 0% de 

receptores que receberam células derivadas de B6 (figura 18A). Esta proteção se 

refletiu também em escores clínicos menos severos nos animais do grupo NOD2-/-, 

quando comparados aos do grupo B6, para todos os parâmetros analisados 

(figura 18B). Entretanto, esta proteção observada na mortalidade e nos 

parâmetros clínicos não se refletiu nos escores histopatológicos, tendo o grupo 

NOD2-/- apresentando-se muito semelhante ao grupo B6, com exceção da pele, 

que apresentou menos dano no grupo NOD2-/-. Quando os mesmos parâmetros 

histopatológicos foram analisados nos animais do grupo NOD2-/- 5 meses após o 

transplante, foi verificado que as lesões regrediram estavam praticamente em 

níveis normais (figura 18C, D e E). 
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Figura 18. BMDCs NOD2 deficientes protegem da mortalidade pela GVHD: Animais F1 foram 
letalmente irradiados e receberam 5.106 células de MO e 5.106 linfócitos T purificados de doadores 
B6, além de BMDCs B6 ou NOD2-/-. O controle singeneico foram animais F1 que receberam as 
mesmas células de doadores F1. (A) Percentual de sobrevivência, * indica P < 0,05 para o teste de 
log rank entre os grupos B6 e NOD2-/-. (B) Escore clínico total de DECH. (C) Histopatologia de 
cólon, fígado e pele 18 dias após TCTH (aumento de 200x). (D) Média de escores histopatológicos 
em 18 dias pós TCTH de 3 experimentos. (E) Escores histopatológicos dos animais do grupo 
NOD2-/- 5 meses pós TCTH. Barras de erro representam desvio padrão e * indica P < 0,05 para 
two-way ANOVA entre os grupos B6 e NOD2-/-. Um experimento representativo de 3 com n=8 
animais por grupo. 
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Ao se analisar o soro dos animais de cada grupo, notou-se uma maior 

produção de G-CSF no grupo NOD2-/- e uma menor produção de IFN-γ e KC 

quando comparadas as do grupo B6. Esta diferença se verificou em 6 e em 18 

dias pós transplante. As demais citocinas medidas se encontraram comparáveis 

entre os grupos (figura 19). 

Para verificar a possível ação de células reguladoras no processo de 

proteção dos animais do grupo NOD2-/-, foram comparadas as freqüências e os 

números absolutos de células reguladoras (CD4+CD25+Foxp3+) presentes nos 

linfonodos mesentéricos e baço dos animais. A figura 19C mostra que não existiu 

diferença nos percentuais de células reguladoras entre os grupos NOD2-/- e B6, e 

que houve uma ligeira diferença na freqüência de células T ativadas (CD4+, 

CD25+, Foxp3-) especialmente para os linfonodos mesentéricos (figura 19D). 

Entretanto, ao se estabelecer uma relação entre as células reguladoras e as 

células ativadas, observou-se que o grupo NOD2-/- tem uma maior proporção de 

células T reguladoras para cada célula T convencional, tanto no baço quanto nos 

linfonodos mesentéricos (figura 19E). 
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Figura 19. Animais que recebem BMDCs NOD2-/- tem menos IFN-γ e mais G-CSF no soro, 
além de maior relação Treg/Tef: Soros de animais transplantados como descrito na figura 16 
foram coletados após 6 (A) ou 18 (B) dias. As citocinas foram dosadas por multiplex ELISA ou 
ELISA convencional. Células de linfonodos mesentéricos e baço dos animais foram marcadas para 
CD4, CD25 e Foxp3 para a avaliação de células Treg (CD4+CD25+Foxp3+) (C) ou Tef 
(CD4+CD25+Foxp3-) (D) e a razão de Treg:Tef está mostrada em (E). Barras de erro representam 
desvio padrão e * indica P < 0,05 para two-way ANOVA entre os grupos B6 e NOD2-/-. Um 
experimento representativo de 3 com n=8 animais por grupo. 
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Como foi observado um grande aumento nos níveis séricos de G-CSF no 

grupo protegido no TCTH, também foram verificados o hemograma e a 

hematopoese granulocítica desses animais. A análise do sangue periférico 

mostrou que em períodos precoces (6 dias pós transplante) o grupo NOD2-/- 

apresenta maior percentual de neutrófilos segmentados e menor número de 

linfócitos, quando comparado ao do grupo B6. Esta diferença não se mantém em 

períodos posteriores, já que 20 dias após o TCTH as freqüências dessas células 

se apresentaram semelhantes. A MO destes animais também se apresentou com 

diferenças significativas em relação às freqüências de granulócitos, sendo que o 

grupo NOD2-/- apresentou menor freqüência de granulócitos imaturos (em 6 e 20 

dias após o TCTH) e maior freqüência de células maduras (em 6 dias após o 

TCTH). Os demais tipos celulares estudados não apresentaram diferenças 

significativas (figura 20). Além disso, se estabeleceu um protocolo para averiguar 

a situação dos precursores granulocíticos na MO, que foi realizado através de 

cultura do material medular em meio semi sólido na presença de fatores de 

crescimento. Neste caso, não se observou diferenças estatisticamente 

significativas em animais sacrificados em 6 dias pós TCTH, mas se verificou um 

menor número de colônias geradas nas culturas provenientes de animais NOD2-/-, 

quando comparadas as de animais B6 (figura 20B). 
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Figura 20. BMDCs NOD2-/- aceleram a pega granulocítica pós TCTH: (A) O sangue periférico de 
animais transplantados como descrito na figura 16 foi coletado, o hemograma realizado em 6 ou 20 
dias após TCTH e a contagem diferencial está mostrada. (B) MO colhidas 6 ou 20 dias pós TCTH 
foram cultivadas por 7 dias em presença de fatores de crescimento apropriados e o número de 
unidades formadoras de colônias granulocíticas está mostrado. Contagem celular diferencial.  MO 
de animais transplantados foram coletadas, o citospin realizado em 6 (C) ou 20 (D) dias após 
TCTH e a contagem diferencial está mostrada. Barras de erro representam desvio padrão e * 
indica P < 0,05 para two-way ANOVA Um experimento representativo de 3 com n=8 animais por 
grupo. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Até o momento de início deste trabalho, não existia qualquer literatura 

disponível sobre o papel da molécula NOD2 em modelo experimental de DECH. 

Sendo assim, tornou-se necessário estudar o papel desta molécula em todos os 

tecidos ou células em que ela é expressa. A primeira parte do trabalho visou 

compreender como a ausência de NOD2 nos tecidos rádio resistentes poderia 

impactar a DECH experimental. Dados em humanos reportam um papel desta 

molécula no compartimento rádio resistente (Holler et al., 2004), o que foi 

comprovado pelo atual modelo experimental. Holler e colaboradores, em 2004 

observaram que quando os receptores de um TCTH apresentavam polimorfismos 

em NOD2 havia um pior prognóstico de DECH, exatamente como o observado na 

figura 5. A mortalidade de animais NOD2-/- se submetidos a TCTH alogeneico se 

mostrou maior quando comparada com animais selvagens. Quando os parâmetros 

clínicos foram considerados, uma tendência a exacerbação da doença também foi 

observada (figura 5B e C). Este resultado corrobora dados da literatura, onde se 

observou que recipientes com o compartimento linfóide deficiente em NOD2 

apresentavam maior mortalidade por DECH (Penack et al., 2009). Sendo assim, o 

presente trabalho ajuda a consolidar o papel da molécula NOD2 nos tecidos rádio 

resistentes na DECH, abrindo, com isso, um possível caminho para o surgimento 

de terapias que atuem neste receptor com o objetivo de controlar a DECH. Para 

tanto, seriam necessários estudos onde fosse administrado agonista de NOD2 aos 

animais submetidos a TCTH e, em se verificando a eficácia do tratamento, passar 

para testes clínicos em humanos.  

 Os resultados obtidos in vitro, neste trabalho, mostraram que células 

deficientes em NOD2 induzem uma maior produção de IL-17, quando ensaiadas 

numa cultura mista linfocitária. Quando as células estimuladoras eram deficientes 

em NOD2, sendo elas esplenócitos ou células dendríticas, estas foram capazes de 

estimular as células respondedoras (alogeneicas) de maneira qualitativamente 
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diferente de células selvagens. Os sobrenadantes destas culturas foram 

recolhidos após 2 e 4 dias de cultura e foram dosadas as citocinas IL-17 e IFN-γ, 

por ELISA. As culturas feitas com células NOD2-/- apresentaram maior produção 

de IL-17 quando comparadas as culturas selvagens e não se observou diferenças 

significativas nas demais citocinas medidas (figuras 6, 8 e 9). Estes dados foram 

confirmados por marcação intracelular, onde maior porcentagem de células 

positivas para IL-17 estavam presentes em culturas com estimuladoras NOD2-/-, 

estando os níveis de IFN-γ e IL-4 comparáveis entre as culturas (figura 8). Este 

fato chamou atenção, já que nestas culturas não é utilizado qualquer outro 

estímulo a não ser as células alogeneicas, ou seja, não se usa o agonista da 

molécula NOD2 nas culturas. Isto leva a duas possibilidades. A primeira seria que 

o fato de se desenvolver numa ambiente NOD2-/- confere a estas células 

estimuladoras uma capacidade intrínseca de promover uma maior produção de IL-

17 por linfócitos T estimulados alogenicamente por elas. Dados da literatura ligam 

a estimulação de NOD2 simultânea a estimulação de TLR2, TLR4 ou TLR5 em 

células dendríticas a uma maior capacidade de diferenciar células Th17 em 

camundongos e em humanos. Em camundongos existe uma diferenciação para 

Th17 de células T virgens e uma conversão ao perfil Th17 de células de memória. 

Em humanos ocorre apenas a conversão de células de memória para Th17 (Van 

Beelen et al., 2007). Os dados aqui apresentados vão de encontro a este trabalho, 

já que aqui, as células NOD2-/- induzem uma maior produção de IL-17. Há que se 

notar, porém, a diferença existente nos modelos citados, onde aqui tratamos de 

uma reação mista linfocitária e o estímulo para a ativação dos linfócitos T é 

alogenico e no trabalho de van Beelen e cols. de 2007, o estímulo é dado pela 

ativação da célula dendrítica com agonistas de TLRs e NOD2 além de um 

estímulo com superantígeno de Staphylococcus aureus (SEB) para a geração da 

resposta imune. Estas diferenças podem justificar os diferentes resultados 

observados aqui. Outro fator que fala a favor de uma atividade diferencial para 

células apresentadoras NOD2-/- é o fato de animais NOD2-/- terem uma fisiologia 

alterada no que tange o nível de ativação de suas células T, especialmente nas 

placas de Peyer (Barreau et al., 2007). Animais deficientes em NOD2-/- saudáveis 
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foram submetidos a dosagem de citocinas nas placas de Peyer e baço e 

observou-se uma maior percentagem de células CD4+ acompanhada de uma 

maior produção de IFN-γ, IL-12, TNF-α e IL-4 nas placas de Peyer, mas não no 

baço destes animais, quando comparados a animais controle. Isto sugere que a 

molécula NOD2 tem um papel na diferenciação das células apresentadoras de 

antígeno e sua deficiência leva a alterações na capacidade desta célula de 

modular a resposta T subseqüente. A segunda possibilidade seria de que o meio 

de cultura utilizado para as culturas esteja contaminado com ligantes de NOD2. 

Os meios de cultura utilizados para estes experimentos eram certificados pelo 

fabricante quanto a sua não pirogenicidade, porém, o único teste disponível no 

mercado dosa presença de LPS no meio de cultura, não sendo capaz de detectar 

outros possíveis contaminantes. Neste caso, uma contaminação com PGN, que 

contem o MDP, ligante de NOD2 poderia causar uma estimulação na cultura 

selvagem e o efeito causaria as diferenças observadas. Entretanto esta hipótese é 

muito remota, visto que a literatura demonstrou que a ativação de NOD2 

simultânea a outro TLR gera mais IL-17, exatamente o oposto do que foi 

observado aqui. 

 Quando as células respondedoras eram NOD2-/-, também se observou uma 

maior produção de IL-17 nas reações mistas linfocitárias, verificados através de 

ELISA e marcação intracelular (figuras 6, 8 e 9). Para eliminar a possibilidade 

desta diferença ser devido a uma ativação direta das células T respondedoras 

pelo MDP foi verificada a expressão de mRNa de NOD2 em células T CD4 e CD8 

purificadas. Como esperado, já que não há descrição de expressão de NOD2 por 

células T, não se observou presença de mRNA de NOD2 em células T, enquanto 

que as células controle positivo (macrófagos peritoneais) apresentaram a banda 

correspondente a este RNA (figura 10). Sendo assim, a diferença observada deve 

ser devido a uma condição estabelecida in vivo nas células T. Isto fala a favor da 

hipótese das células apresentadoras NOD2-/- terem uma capacidade inerente de 

gerar respostas Th17, onde, neste caso, as células provenientes do animal NOD2-

/- já viriam do camundongo com um perfil predefinido TH17. Não é possível definir 

se as células T seriam convertidas mais facilmente a Th17 ou se por ventura 
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existe uma geração de um maior percentual de células de memória Th17 no 

animal NOD2-/-, que seriam ativadas na reação mista linfocitária e gerariam a 

maior produção de IL-17 observada. Para definir se este é realmente o caso, seria 

necessário fazer uma caracterização prévia das células a serem utilizadas como 

respondedoras, retirando-se, por exemplo, o contingente de memória da 

preparação e verificando se o efeito é abolido, além de se realizar o procedimento 

utilizando apenas células de memória e verificando se o efeito é amplificado. 

 Para excluir um possível papel da molécula NOD2 diretamente sobre a 

célula T, linfócitos CD4+ e CD8+, purificados a partir de preparado de linfonodos de 

camundongos B6 (pureza superior a 99,9%, através de separação por citometria 

de fluxo) tiveram seu conteúdo de RNA mensageiro extraído e convertido a cDNA, 

para avaliação de uma possível expressão de mRNA de NOD2. Este preparado 

também teve avaliada a expressão de mRNA de TLR2, visto que ainda existe 

controvérsia na literatura sobre células T expressarem ou não TLRs. A figura 10 

mostra que foi confirmada a expectativa de não haver mRNA codificante para 

NOD2 em linfócitos CD4+ ou CD8+. Este resultado indica que células T não 

expressam o receptor NOD2, o que impediria uma ação direta deste receptor na 

célula. É possível que os efeitos decorrentes da deficiência de NOD2 observados 

em células T provenientes de animais NOD2-/- se devam ao ambiente em que 

estas células amadurecem. Por outro lado a expressão de TLR2 foi detectada no 

preparado de mRNA de linfócitos T CD4+ e CD8+, confirmando dados da literatura 

que já haviam dado conta da existência deste receptor nestes tipos celulares 

(Komai-Koma et al., 2004).  

 Para analisar o compartimento rádio sensível no TCTH, foi escolhido um 

modelo semi-alogenico em que animais F1 (C57BL/6 X BALB/c) foram letalmente 

irradiados e receberam MO e baço total (como fonte de células T) de animais B6 

ou NOD2-/-. Este experimento foi inspirado na literatura disponível para TCTH em 

humanos, onde o papel da molécula NOD2 ainda é controverso (Penack, Holler & 

Van Den Brink). Os resultados mostrados na figura 11 mostram que quando os 

animais doadores eram deficientes em NOD2, os receptores tinham uma 
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sobrevida maior que os receptores de células de B6. Neste caso as células T, 

responsáveis pela DECH, eram provenientes de baço total, com o número de 

células corrigido para que houvesse 5.106 células T na preparação. Apesar de 

comum, este procedimento traz complicações para a interpretação dos resultados, 

visto que o papel exato de cada tipo celular presente nesta preparação não está 

elucidado, sendo assim, apesar de termos observado um efeito protetor, fica difícil 

creditar este efeito à(s) célula(s) realmente responsável por ele. Aqui observamos 

que tanto quando apenas a MO quanto quando apenas a fonte de células T foram 

de NOD2-/- foi observado um efeito protetor, no que tange a mortalidade. Este 

efeito foi, entretanto, mais pronunciado quando se comparou o grupo que recebeu 

tanto MO quanto esplenócitos NOD2-/- com o grupo controle positivo de 

mortalidade (MO + esplenócitos de B6). Para identificar o papel específico de cada 

tipo celular na DECH são utilizados protocolos com populações celulares 

purificadas, o que foi feito em seguida neste trabalho. A literatura mostra que a 

célula efetora da DECH é a célula T, tanto CD4+ quanto CD8+ e que sem estas 

células na preparação não existe DECH, o que as tornam objeto de interesse no 

estudo da DECH (Maraninchi et al., 1987; Glass et al., 1998). Outra categoria 

celular que tem influência no desenvolvimento da DECH são as células 

apresentadoras de antígeno (Shlomchik et al., 1999). Já está caracterizado que 

para as formas mais severas de DECH existe uma participação de células APC 

tanto do doador quanto do receptor (Anderson et al., 2005). Os resultados 

mostrados na figura 11 dão margem a interpretações que contemplam ambas as 

possibilidades, sendo estas, que as células T NOD2-/- teriam alguma diferença em 

sua ativação, o que não levaria a uma DECH tão severa ou que as células APC 

NOD2-/- teriam uma capacidade alterada de desencadear uma resposta T, o que 

levaria a proteção observada. 

 A primeira hipótese testada foi a de haver alguma diferença na célula T do 

animal NOD2-/-. Para este fim foi realizado um TCTH em que a fonte de células T 

foram linfócitos T purificados a partir de pool de linfonodos (>95% de pureza). 

Animais receptores F1 foram submetidos a TCTH em que recebiam MO de 

animais B6 e linfócitos T purificados provindos de B6 ou de NOD2-/-. A figura 12 



78 

 

mostra que não houve diferença na mortalidade entre os grupos testados, tendo o 

grupo que recebeu células T NOD2-/- tido mortalidade comparável ao grupo 

controle positivo de mortalidade. Este resultado exclui definitivamente que a célula 

T de animais NOD2-/- seja a responsável pelo efeito protetor observado 

anteriormente. 

 Foi levantada a hipótese, então, que a proteção poderia ser concedida por 

células com capacidade apresentadora de antígeno, presentes no material de MO 

ou de baço de animais NOD2-/-. A primeira tentativa de avaliar esta hipótese 

utilizou células fagocíticas com capacidade apresentadora, presentes no baço, 

como células teste. Estas células foram selecionadas através da expressão dos 

marcadores CD11b e CD11c, sendo enriquecidas a partir de baços de animais B6 

ou NOD2-/-. Devido ao baixo percentual destas células no baço e à limitações da 

técnica esta população não alcançou pureza superior a 60%. O protocolo 

experimental contou com animais receptores F1 que foram transplantados com 

MO e células T purificadas de B6, que foram, porém, divididos em 2 grupos, um 

que recebeu APCs de B6 e outro que recebeu APCs de NOD2-/-. O grupo que 

recebeu células de NOD2-/- teve uma proteção da mortalidade significativa em 

relação ao grupo B6. Esta proteção na mortalidade não foi acompanhada de 

proteção em nenhum parâmetro clinico avaliado, como aspecto do pêlo, atividade, 

perda de peso ou postura (figura 13). Após 18 dias de TCTH, 2 animais de cada 

grupo experimental foram eutanasiados para avaliação de aspectos 

histopatológicos do cólon, fígado e pele. Em todos os tecidos verificados não 

houve diferenças nos escores histopatológicos, tendo os animais do grupo 

protegido da mortalidade, alterações tão severas quanto às do grupo controle de 

mortalidade (figura 14). Fica claro, portanto, que apesar de igualmente doentes em 

todos os parâmetros pesquisados uma alta porcentagem dos animais que 

recebem APCs de NOD2-/- ficam protegidos da mortalidade, indicando uma 

diferença na qualidade da resposta em detrimento da quantidade desta. 

 A contraprova do experimento anterior foi feita com um experimento 

semelhante, em que as células CD11b+ e CD11c+ foram retiradas da preparação 
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de esplenócitos antes de serem administrados a camundongos receptores de um 

TCTH. Os grupos experimentais foram compostos de animais F1 que receberam 

MO e linfócitos T de B6 e foram divididos em 2 grupos onde um recebia células 

esplênicas CD11b- e Cd11c- provindas de B6 e outro destas provenientes de 

NOD2-/-. Caso o efeito protetor fosse realmente exercido por estas células, a 

retirada destas da preparação aboliria o efeito. Como pode se observar na figura 

16 não houve diferença na sobrevivência entre os grupos NOD2-/- e B6, o que 

confirma o papel das células APCs no fenômeno. 

 Na tentativa de trabalhar com uma população mais pura, foi testado um 

protocolo no qual as células apresentadoras utilizadas foram células dendríticas 

diferenciadas com GM-CSF in vitro a partir de MO (BMDC). As células resultantes 

deste protocolo são 100% CD11b+ e 60-80% CD11c+. Este protocolo permite uma 

conclusão direta sobre a célula responsável pelo fenômeno de proteção 

eliminando o possível papel de contaminantes na preparação de esplenócitos. O 

ensaio utilizado aqui foi idêntico aos anteriores, com 2 grupos de F1 recebendo 

MO e linfócitos T de B6, diferindo entre si por um receber BMDC derivadas de B6 

e o outro BMDCs derivadas de NOD2-/-. Os animais que receberam células de 

NOD2-/- tiveram uma sobrevida superior a 60% após 50 dias do transplante, 

enquanto que os que receberam células de B6 tiveram 0%. Esta diferença se 

refletiu nos parâmetros clínicos, tendo os animais do grupo NOD2-/- desenvolvido 

alterações mais amenas do que os animais do grupo B6 (figura 18). Entretanto, 

quando as alterações histopatológicas são levadas em consideração, não houve 

diferenças na severidade das alterações para nenhum parâmetro avaliado, com 

exceção da pele, onde uma proteção é observada no grupo NOD2-/- (figura 18D) 

Mais uma vez a histopatologia está muito semelhante entre os grupos protegido e 

controle positivo de mortalidade, o que indica uma inadequação destes 

parâmetros para prever o desfecho da DECH no que tange a mortalidade. Os 

parâmetros clínicos, por sua vez, indicam uma doença mais amena no grupo 

NOD2-/- em relação ao grupo B6, fato que não havia sido observado no 

experimento usando APCs de baço. Esta diferença pode ser devido a uma maior 

pureza do material derivado de MO, assim como de uma maior funcionalidade 



80 

 

desta população, que é composta principalmente de células dendríticas. Além 

disso, o preparado de APCs do baço carrega uma quantidade diversa de tipos 

celulares contaminantes, os quais, não se sabe como podem influenciar no curso 

da GVHD, mas, como no caso dos linfócitos T, podem agravar a DECH.   

 Para caracterizar uma possível diferença no perfil da resposta entre os 

grupos que recebem APCs ou BMDCs de NOD2-/- ou de B6, diversas citocinas 

foram dosadas no soro dos animais, em 6 ou 18 dias após o TCTH. Apenas um 

experimento com APCs esplênicas teve as citocinas determinadas, sendo a 

principal diferença encontrada o nível de G-CSF, que estava maior no grupo 

NOD2-/- tanto em 6 quanto em 18 dias pós TCTH. Os níveis de IL-6 e KC também 

se encontraram elevados no grupo NOD2-/- em 18 dias pós TCTH (figura 15). Três 

experimentos com BMDCs tiveram as citocinas do soro medidas e a concentração 

de G-CSF, como no experimento com APCs esplênicas, estava aumentada no 

grupo NOD2-/-, com concentrações muito altas, especialmente em 6 dias pós 

TCTH. Entretanto, a dosagem de IFN-γ e KC revelou níveis significativamente 

menores de citocina no grupo NOD2-/-, tanto em 6 quanto em 18 dias pós TCTH 

(figura 19). Não é possível saber ao certo o porquê dessas diferenças entre os 

dois modelos experimentais, mas, levando em consideração que são dois 

protocolos diferentes, os resultados sugeriram que o G-CSF, aumentado em todos 

os grupos protegidos, seja o responsável por salvar o animal da morte por DECH, 

mas não o suficiente para melhorar o desenvolvimento clínico da doença, que só é 

conseguido nos animais do grupo que recebe BMDCs de NOD2-/-. Esta melhora 

no quadro clínico, então, pode ser devido a menor concentração de IFN-γ, o que já 

foi descrito na literatura (Mowat, 1989).  

 Para verificar se a proteção observada era provocada por uma geração de 

células T reguladoras, os linfonodos mesentéricos e baços dos animais que 

receberam BMDCs foram colhidos 20 dias após o transplante e o percentual de 

células T reg e T efetoras foi determinado (figura 19 C e D). Não se observou 

diferença quando se analisou o percentual de células Treg no baço ou linfonodos 

mesentéricos dos animais, mas a quantidade de células efetoras (CD4+, Cd25+, 
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Foxp3-) estava diminuída. No grupo controle singeneico observou-se um 

percentual superior de células reguladoras assim como de efetoras nos órgãos 

estudados em relação aos grupos B6 e NOD2-/-. Como a inibição de células 

efetoras por reguladoras depende de uma questão numérica para que tenha 

sucesso, foi determinada a razão de células reguladoras por efetoras presentes 

em cada um dos grupos experimentais. Notou-se que apesar do maior percentual 

de células reguladoras no grupo singeneico isto resultou numa razão Treg/Tef 

similar a do grupo B6, mas a mesma razão para o grupo NOD2-/- era maior (figura 

19 E). Esta maior proporção de células reguladoras por cada efetora poderia 

explicar a existência de infiltrados tão robustos nas histologias dos animais 

protegidos. Caso o infiltrado mantenha a maior proporção de células reguladoras 

isto poderia levar a um melhor prognóstico de doença. Para tanto deve-se analisar 

o infiltrado destes cortes através de imunohistoquímica ou imunoflourescência 

para determinar as células CD4 Foxp3 positivas e negativas e estabelecer-se esta 

razão. 

 A questão do G-CSF foi abordada no que diz respeito aos possíveis efeitos 

que a produção desta molécula poderia acarretar na hematopoese. Caso a 

diferença observada no soro fosse de relevância biológica, alguma alteração na 

hematopoese deveria ser vista. Realmente foi o caso, já que o grupo NOD2-/- 

apresentou maior maturação de granulócitos do que os outros dois grupos (B6 e 

controle singeneico). Após 6 dias de TCTH a MO e o sangue periférico de animais 

do grupo NOD2-/- apresentou maior número de neutrófilos segmentados e após 18 

dias esta diferença não existiu mais (figura 20). Isto sugere que a pega do 

transplante se daria mais rápido no grupo NOD2-/-, o que proporcionaria uma 

maior proteção contra possíveis infecções além de um retorno mais rápido do 

indivíduo à sua fisiologia normal, o que poderia significar a diferença entre a 

sobrevida observada nos grupos B6 e NOD2-/-.    

 Sendo assim, nosso sistema revelou um papel dicotômico da molécula 

NOD2 na DECH. Quando receptores de um TCTH alogeneico foram deficientes 

em NOD2, estes apresentaram maior mortalidade e doença clínica mais severa. 
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Por outro lado, quando BMDCs deficientes em NOD2 foram infundidas num TCTH, 

juntamente com linfócitos T semialigeneicos, os animais apresentaram DECH 

mais branda acompanhada de menor mortalidade. Observou-se, neste caso, uma 

série de características associadas a essa maior sobrevida, tais como: menores 

concentrações séricas de IFN-γ e KC, maior concentração sérica de G-CSF, maior 

razão de Treg/Tef assim como uma “pega” acelerada do transplante. Nossos 

dados, não permitem, porém, a indicação exata de qual destes fatores (ou se 

algum destes) é o responsável pela proteção observada. Fica claro, entretanto, 

que NOD2 desempenha um papel neste sistema, tornando-se importante 

esclarecer definitivamente o mecanismo de ação das BMDC para seu possível uso 

como uma terapia para DECH.      
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6. Conclusões 

• Animais deficientes em NOD2 são mais sensíveis a DECH quando 

receptores num TCTH. 

• Células mieloides NOD2-/- protegem da mortalidade por GVHD. 

• BMDCs deficientes em NOD2 oferecem proteção da mortalidade e 

amenizam manifestações clínicas da DECH. 

• Animais que recebem BMDCs NOD2-/- apresentam menores níveis séricos 

de IFN-γ e KC. 

• Animais que recebem BMDCs NOD2-/- apresentam maiores níveis séricos 

de G-CSF. 

• Os maiores níveis de G-CSF são acompanhados de “pega” granulocítica 

acelerada no TCTH. 
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Abstract 

The impact of the intracellular pattern recognition receptor NOD2/CARD15 as an 

independent risk factor for the development of acute graft versus host disease (aGVHD), in 

human stem cell transplantation (SCT) remains controversial. Regarding experimental 

studies there is one report showing that Nod2 in the hematopoietic cells of the recipient is 

important to protect from aGVHD when donor and recipient are either completely 

allogeneic or congenic for the MHC. We approached this issue by using a semi-allogeneic 

mouse model of aGVHD. We found that bone marrow-derived dendritic cells (BMDC) 

from Nod2 deficient mice protected recipients from aGVHD, when given together with the 

transplanted cells. Nonetheless Nod2
-/- 

BMDCs did not differ from wild type cells for 

expression of surface markers and cytokine secretion. Nod2
-/- 

 BMDC protection was 

accompanied by a decreased number of effector T cells, lower interferon-γ serum levels, 

and an increase in the regulatory/effector T cell ratio.  Regarding hematopoiesis, high 

serum concentration of G-CSF was observed, which paralleled  a faster engraftment, 

contributing to the protective effect. 

 Altogether, our data shows that dendritic cells from Nod2 deficient mice regulate T cell 

response and hematopoiesis in allogeneic SCT, placing the NOD2 molecule as a promising 

target for novel therapeutic interventions. 
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Introduction 

Acute Graft Versus Host Disease (aGVHD) is the major complication of hematopoietic 

stem cell transplantation (HSCT). Intestines, skin and liver are the main organs involved in 

the acute disease and curiously all of them are exposed to microbial antigens .  

The relationship between infections, or even the microflora and development of aGVHD 

has been proposed almost 40 years ago in the experimental model(Van Bekkum et al., 

1974) and confirmed in humans later on.(Vossen et al., 1990) With those results in mind, 

intestinal decontamination became a common practice in HSCT,(Storb et al., 1983; Vossen 

et al., 1990) specially when there is a high risk of developing GVHD either in matched 

unrelated transplants or in related, but not fully matched HLA.(Bjorklund et al., 2007) 

More recently, with the description of pattern recognition receptors (PRR) in innate 

immune cells(Medzhitov, Preston-Hurlburt & Janeway, 1997; Cook, Pisetsky & Schwartz, 

2004)  and the understanding of its subsequent role in the activation of DCs and 

consequently of lymphocytes,(Kaisho & Akira, 2001)  several authors have studied the role 

of some PRRs in aGVHD development. 

Ferrara’s group had shown that the radiation dose correlated with disease severity and also 

with the amount of LPS and TNF-α detected in the serum of irradiated mice.(Hill et al., 

1997) Moreover LPS antagonism could protect from GVHD.(Cooke et al., 2001) The 

authors postulated that even before the entry of T cells, responsible for the 

disease,(Korngold & Sprent, 1978) the host milieu, submitted to the conditioning regimen, 

is activated by the microbial flora in such a way that donor T cells find the adequate 

environment within the host to be activated and trigger disease. This was called the first 

phase of aGVHD and its importance was corroborated by other findings showing not only 

that decontamination could diminish disease but that treatment with probiotics could also 

protect mice from aGVHD as well.(Gerbitz et al., 2004) 

Beside the studies aforementioned indirectly suggesting the involvement of TLR4 in 

GHVD pathogenesis, other PRRs have also been involved in triggering the first phase of 

aGVHD. Studies with TLR molecules had shown that TLR7, 8 and 9(Taylor et al., 2008) 

were involved in disease modulation.  In apparent contradiction with those results, Slavin’s 

group had shown that pre-treatment with LPS protect the animals from GVHD.(Abdul-Hai 

et al., 2006) The protection could result from LPS tolerance which turns off the innate 

response after a primary exposure to this PAMP.(Biswas & Lopez-Collazo, 2009) 

In humans, studies on the impact of the innate immune receptors polymorphisms on GHVD 

are not conclusive. Analysis of TLR4 and 9 SNPs suggest a role for these PRRs in the 

outcome after HSCT, but if the effect is whether related to the anti-graft reaction or to 

infections is not clear.(Lorenz et al., 2001; Elmaagacli, Koldehoff & Beelen, 2009) 

Regarding NLRs the data is even more confusing. Polymorphisms of the NOD2/CARD15 

intracellular receptor have been suggested as a high risk variable for the development of 

aGVHD in 4 studies,(Elmaagacli et al., 2006; Holler et al., 2006; Holler et al., 2008; Van 

Der Velden et al., 2009) either when the polymorphism is carried by donor or by the 

recipient. Other 3 studies show no differences in aGVHD occurrence in the presence of any 

NOD2 SNPs.(Granell et al., 2006; Mayor et al., 2007; Sairafi et al., 2008) In two of those, 

decreased overall survival was observed in the absence(Granell et al., 2006) or presence of 

relapse.(Mayor et al., 2007) In one study however, the presence of variant forms of NOD2 

in the donor cells promotes protection, bellowing the incidence of severe aGVHD to 
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zero.(Elmaagacli et al., 2006) In experimental model there is one study showing that NOD2 

in the hematopoietic cells of the recipient is important to protect from aGVHD(Penack et 

al., 2009) when donor and recipient are either completely allogeneic or congenic for the 

MHC. 

In this report we addressed the role of NOD2 using a semi-allogeneic model of GVHD. We 

found that when bone marrow derived dendritic cells (BMDC) from Nod2 deficient mice 

are given together with the transplanted cells the recipients are protected from aGVHD. 

However, BMDCs from Nod2 null mice did not seem different from wild type cells for 

expression of surface markers and cytokine secretion. Importantly they do not show skewed 

anti-inflammatory cytokine production. Serum levels of IFN-γ in animals treated with 

Nod2
-/-

 BMDC are lower when compared to controls, indicating a diminution in the 

numbers of T effector cells or effector activity. In vivo, indeed, the ratio between Treg:Teff 

is higher in protected mice, suggesting an inhibitory effect of Nod2
-/-

 DCs on the late phase 

of aGVHD, which is mediated mostly by cells of the adaptive immunity. In addition the 

inhibitory effect is also exerted on the early phase of disease, which is mainly mediated by 

innate immune cells, when high amounts of G-CSF are produced. This increase in G-CSF 

parallels an earlier hematopoietic reconstitution that can provide protection against 

infections and impact on the GVHD outcome. The improved engraftment and increased 

Treg:Teff ratio could explain the protection induced by DCs from Nod2 deficient mice. 

 

Materials and Methods 

Animals 

C57BL/6 (H-2
b
) (B6WT) , BALB/c (H-2

d
) and F1 (C57BL/6 x BALB/c - H-2

bxd
) mice 

were bred at the Instituto Nacional de Câncer animal facility (Rio de Janeiro, Brazil). Nod2
-

/-
 mice were kindly provided by Dr. Richard Flavell and backcrossed to C57BL/6 for eight 

generations (B6Nod2-/-). Animals used as hosts in the transplantation protocols were 12 

to14 weeks old. All other animals were 8 to 10 weeks old. All mice were housed in 

sterilized micro-isolator cages and were handled according to our institutional guidelines. 

Bone marrow transplantation 

One day before transplantation, F1 recipients received 950 cGy and B6 WT or B6 Nod2
-/-

 

recipients received 1000 cGy total body irradiation (TH780C irradiator with a cobalt Co 60 

[
60

Co] source). On the next day, recipients received 5x10
6
 bone marrow cells from healthy 

donors (T-cell depleted when indicated) along with T cells (5x10
6
 T cells) either from total 

spleen or purified from lymph nodes  as indicated, from BALB/c, C57BL/6 or Nod2
-/-

. In 

the experiments using antigen presenting cells (APCs) (non-T, non-B and non-NK spleen), 

2x10
6
 cells were infused in the recipients. These APCs were obtained from Dynabeads or 

magnetic (MACS) separation of splenocytes (depletion of T, B and NK cells). When 

BMDC were used, 1x10
6
cells were injected. The counterproof of the APCs function was 

tested infusing 1.2x10
7
 spleen cells MACS-depleted of CD11c, CD11b, CD4 and CD8.  



94 

 

GVHD assessment 

A GVHD score was modified from the literature(Brok et al., 1993; Cooke et al., 1996) and 

performed based on 4 parameters: weight loss, posture, activity and fur texture. 
Histopathologic examination of colon, liver and skin was performed 18-21 days after 

transplantation. All samples were fixed with formalin and embedded in paraffin. Tissue 

sections were stained with hematoxylin and eosin and evaluated by light microscopy. A 

scoring system was modified from the literature.(Ferrara et al., 1986; Hill et al., 1998; Van 

Den Brink et al., 2000; Welniak et al., 2000) Each organ was evaluated for individual 

parameters, which receive a value from 0 to 2, accordingly to severity. The final score of 

each organ was than obtained by the sum of the parameters. The following parameters were 

evaluated for the respective organ - Skin: inflammatory infiltration, fibrosis and loss of 

appendages, epidermal changes, ulceration; Liver: global parenchyma changes, changes in 

the portal space, inflammatory infiltration, parenchyma suffering; Colon: lamina propria 

infiltration, deeper layer infiltration, structural changes, damage extension. 

Dendritic cell generation  

Bone marrow-derived dendritic cells (BMDC) were generated from B6 WT and B6 Nod2
-/-

 

in complete Iscove's modified Dulbecco's medium (Sigma Chemical, MO, USA) containing 

10% fetal bovine serum, supplemented with 20 ng/mL recombinant granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF). 2x10
5
 cells/mL were placed in 10 mL. 

On day 3, 5 mL of the same medium containing 20 ng/mL of GM-CSF was added. On day 

6, 7 mL of medium was substituted for fresh GM-CSF-containing medium and by day 8 

cells were gently harvested to obtain the non-adherent cells. 

Flow cytometry 

FITC, APC and purified anti-mouse CD4 (GK1.5); PE and purified anti-mouse CD8a (53-

6.7); PE anti-mouse CD25 (7D4); APC anti-rat/mouse Foxp3 staining kit (FJK-16); FITC 

and PECy5 anti-mouse CD3e (145-2C11); FITC and PE anti-mouse IL-17 (eBio17B7); PE 

anti-mouse IFN-γ (XMG1.2); APC anti-mouse IL-4 (11B11); PECy5 anti-mouse Gr1 

(RB6-8C5); biotinilated and PECy5 anti-mouse CD11c (HL3, N418); biotinilated and FITC 

anti-mouse CD11b (M1/70); PE anti-mouse B220 (RA3-6B2); FITC anti-mouse CD80 (16-

10A1); PE anti-mouse CD83 (Michel17); FITC anti-mouse CD86 (GL1); biotinilated anti-

mouse I-A/I-E (2G9); PE anti-mouse SCA1 (D7); biotinilated anti-mouse TER119 (Ly-76); 

Biotinilated anti-mouse pan-NK (DX5); APC anti-mouse cKit (ACK2); and FITC, PE and 

APC streptavidins were all purchased from eBioscience, CA, USA. For surface staining, 

cell suspensions were preincubated in 2% normal mouse serum (NMS) in PBS (Sigma-

Aldrich, MO, USA) on ice to block FcRgII/III receptors, followed by incubation with 

appropriate antibodies for 15 min. For Foxp3 staining, cells were subjected to eBioscience 

KIT standard protocol. All samples were acquired in a FACSCalibur (BD Biosciences, CA, 

USA). Acquisitions were performed using CellQuest software (BD Biosciences) and 

analyses were performed using CellQuest or Summit V4.3 software (DAKO, Colorado, 

USA). 
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Magnetic cell separation 

To obtain APC population, splenic cells were stained with anti-CD4, anti-CD8, anti-B220 

and anti-CD49b (pan-NK) biotinilated antibodies for 30 min. on ice. After washing the 

antibodies FITC-conjugated streptavidin was added for 15 min and washed out for the 

addition of anti-FITC-conjugated magnetic microbeads (Miltenyi Biotec, CA, USA). The 

negative selection of cells was carried out as indicated by the manufacturer. To obtain the 

non-APC population of the spleen the same procedure was performed with anti-CD4, anti-

CD8, anti-CD11b and anti-CD11c biotinilated antibodies.  

For T cell purification, pooled lymph nodes (axillaries, brachials, inguinals, popliteals, 

mandibularis and mesenterics) were labeled with anti-B220, anti-CD11b and anti-CD11c 

rat anti-mouse IgG antibodies for 30 min on ice. After washing out the antibodies, goat 

anti-rat IgG Dynabeads (Invitrogen, CA, USA) was added and the cell separation was 

carried out as indicated by the manufacturer. Preparations were at least 95% CD3 positive. 

Cytokine detection 

ELISA kits for IL-10 and IFN-γ were purchased from BD Biosciences, IL-17 and IL-23 kits 

were from eBioscience and G-CSF kit was from R&D (R&D System, MN, USA). Luminex 

kits were purchased from BD Biosciences and Millipore (Millipore, MA, USA). The 

proceedings were carried out as specified by the manufacturers. 

Statistical analysis 

Data were analyzed using one-way or two-way ANOVA with Bonferroni post-test. 

Survival data were analyzed with log-rank test. Error bars represent Standard Deviation and 

* indicate P < .05. 

 

Results 

NOD2-/- bone marrow cells protect from GVHD. 

To evaluate the involvement of NOD2 in the acute model of GVHD, BALB/c BM and T 

lymphocytes were transplanted into B6 Nod2 deficient animals. Disease exacerbation, 

similar to what had been previously shown by others(Penack et al., 2009) was observed in 

terms of survival (Figure 1A) and clinical parameters (Figure S1 - Supplemental Material). 

On the other hand, when B6 Nod2
-/-

 mice were used as BM and/or spleen donors to semi-

allogeneic recipients, there was a tendency toward protection (Figure 1B). This was 

particularly important when the BM cells came from B6 Nod2
-/-

 animals. Almost no 

protection was observed when only the spleen cells, but not the BM, came from Nod2 

deficient mice (Figure 1B). This inhibition of aGVHD occurred even when the spleen cells 

were from B6 WT if Nod2
-/-

 BM was used, although this effect was more pronounced when 

both, BM and spleen cells, were deficient in Nod2 (Figure 1B). 

To definitely rule out a role for NOD2 in the T cell compartment, transplants using purified 

T cells instead of whole spleen were performed. The results shown in Figure 2A and Figure 

S2A confirmed that, indeed, Nod2
-/-

 T cells did not play any role in the protection observed 

in the presence of whole spleen. Of note is the fact that in these experiments the BM cells 
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were from B6 WT. When B6 Nod2
-/-

 BM was transplanted with purified B6 WT 

lymphocytes the protection was maintained (Figure 2B). On the other hand, if the transplant 

was done with B6 WT BM and purified WT T cells along with the B6 Nod2
-/-

 spleen 

depleted of lymphocytes (non-Lφ Sp), the protective effect was even better than the one 

observed before, showing that a non-T, non-B and non-NK population mediates the 

observed suppression (Figure 2C and Figure S2B).  

NOD2 deficient DC impairs the establishment of aGVHD 

The experiments shown until now indicate that the absence of NOD2 in the myeloid 

component present in the bone marrow and spleen could be the mediator of the protection 

observed. One good candidate could be dendritic cells, since it had been shown that donor 

antigen presenting cells (APCs) could influence the outcome of GVHD.(Anderson et al., 

2005) 

As shown in Figure 2C, the non-lymphoid component of the Nod2 deficient spleen was 

able to protect the mice from aGVHD in the semi-allogeneic system used. We asked if this 

was dependent on CD11b/CD11c positive cells. F1 recipients were irradiated and injected 

with BM and purified T cells from B6 WT mice, in the presence of B6 WT or Nod2
-/-

 

spleen cells depleted of T cells and of CD11b/CD11c (non-APC Sp). Figure 2D clearly 

indicates the absence of protection when spleen cells from B6 Nod2
-/-

 mice were depleted 

of CD11b/CD11c cells. The survival rate was not different between the groups receiving 

non-APC spleen cells from B6 WT or Nod2
-/-

 mice. When clinical scores were considered, 

small variations could be seen, but the total clinical score showed no difference between the 

two experimental groups (Figure 2 D - bottom). The data shown strongly suggest that DCs 

could be the important elements involved in the aGVHD protection induced by a myeloid 

cell from B6 Nod2
-/-

 mice. To address this issue, bone marrow-derived dendritic cells 

(BMDC) were generated from B6 WT and Nod2
-/-

 mice, partially characterized and tested 

in vivo (Figures 3 and 4). 

Expression of co-stimulatory molecules and MHC class II on both populations looked very 

similar. CD86 and MHC class II had similar levels of expression taken by the MFI and 

relative number of positive cells. When CD80 is analyzed, the relative number of positive 

cells in the total population was smaller in WT BMDC when compared to Nod2
-/-

 BMDC. 

However, the Nod2
-/-

 BMDC clearly showed the presence of two populations for CD80, 

where 69% of the cells were positive for the expression of this co-stimulatory molecule, 

and had similar MFI to the WT BMDC (Figure 3A). 

To address if deficiency in the Nod2 molecule could lead to any particular cytokine profile, 

WT and Nod2
-/-

 BMDC were stimulated or not and the supernatants analyzed using 

multiplex ELISA (Figure 3B and C). As can be seen, the cytokine profile was very similar 

between WT and Nod2
-/-

 BMDC. 

Although DCs from B6 WT and Nod2
-/-

 mice were not very different when studied in vitro, 

in vivo they provided quite different aGVHD outcomes. Lethally irradiated F1 were 

transplanted with BM and purified T cells from B6 WT, together with one million BMDC 

from B6 WT or B6 Nod2
-/-

 mice. As noted in Figure 4A, animals receiving Nod2
-/-

 BMDC 

showed a higher survival rate (more than 60%) 50 days after the transplant, when compared 

with recipients that received WT BMDC (0%). This protection was also clear when clinical 

scores (Figure 4B) findings were considered. 
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The histopathological scores, on the other hand, do not seem to accompany the clinical 

protection observed (Figure 4C), except for the skin, where the histopathological score was 

lower in Nod2
-/-

 BMDC injected mice compared with control animals. Liver and colon 

from clinically protected mice scored as bad as the WT BMDC receiving controls. 

Infiltration of mononuclear cells in Nod2
-/-

 BMDC treated mice was as extensive as in non-

protected controls (Figure 4D). One possibility to explain these findings could consider the 

quality/balance of the infiltration regarding regulatory and effector cells. The mesenteric 

lymph nodes draining the intestines in fact showed that this was the case (see below).  

Since most of Nod2
-/-

 BMDC receiving mice survive, histopathology was evaluated at later 

time points. As noted in figure 4E, 5 months post-transplant the histopathology findings 

mostly disappear, indicating that indeed Nod2
-/-

 BMDC induces long lasting aGVHD 

suppression. 

Increased Treg:Teff ratio induced by BMDC deficient for NOD2 

To understand the inhibition induced by BMDC lacking the NOD2 molecule, cytokines 

present in the serum of the three groups of animals – F1 into F1, B6 WT BM & T + B6 WT 

BMDC into F1, and B6 WT BM & T + B6 Nod2
-/-

 BMDC into F1 - were evaluated. On 

day 6 and 18 after transplantation a significant diminution in the levels of IFN-γ and KC 

were observed in the group receiving Nod2
-/-

 BMDC (Figure 5A and B). Importantly, the 

levels of G-CSF were extremely high in all groups, especially at early time points (day 6), 

but were even higher in the Nod2
-/-

 BMDC group (Figure 5A and B). Curiously, the levels 

of KC and G-CSF correlates with the in vitro findings in Figure 3C, suggesting an 

important and direct role for NOD2 in regulating these cytokines. 

When inhibitory cytokines are considered, no difference in the levels of IL-10 were 

observed (Figure 5A and B), suggesting that Tr1 cells are not involved in the observed 

inhibition. However, Foxp3
+
 regulatory T cells seem to be playing some role. If the relative 

numbers of CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 cells are considered, the F1 syngeneic control showed high 

numbers in mesenteric lymph nodes and spleen, compatible with a physiological steady 

state when 10% of CD4
+
 cells are regulatory(Almeida et al., 2002) or a suppressive state 

with even more Tregs in the spleen (Figure 5C). In contrast, in the aGVHD situations less 

than half of the Tregs found in the syngeneic control were observed. To better understand 

the relationship of Tregs with disease severity, we looked at the numbers of activated cells, 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

-
 (Figure 5 D), and the Treg:Teff ratio as a more accurate indicator of T 

cell activity(Monteiro et al., 2008). Indeed, when this ratio is considered, mice receiving 

Nod2
-/-

 BMDC had a higher Treg:Teff ratio than the WT BMDC group, indicating a 

suppressive state in the former (Figure 5E).  

This phenotype, with low IFN-γ secretion, indicating lower number of Teff, together with a 

higher Treg:Teff ratio could be the consequence or the reason for the observed suppression 

after Nod2
-/-

 BMDC treatment. 

The high Treg:Teff ratio could explain the results described above showing that in the 

intestines and livers, the histopathological scores of protected (Nod2
-/-

 BMDC) and sick 

mice (WT BMDC) were the same. The infiltration could correspond to a mix of effector 

and regulatory cells, favoring an increase in the Treg:Teff ratio and as so, favoring 

suppression. 
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NOD2-/- BMDC accelerate engraftment after hematopoietic stem cell 

transplantation 

When serum cytokines were evaluated, a huge amount of G-CSF was detected, especially 

in the Nod2
-/-

 BMDC receiving group (Figure 5A and B). If this was to be physiologically 

relevant, an impact on the hematopoiesis should be present. In fact, maturation of 

granulocytes in the BM of mice receiving Nod2
-/-

 BMDC, with the transplantation 

procedure, was improved in relation to the other groups, including the F1 control (Figure 

6A). Mature segmented neutrophils were found in higher numbers in the bone marrow and 

peripheral blood of Nod2
-/-

 BMDC receiving group 6 days after transplantation (Figure 6A 

and C). On day 18, these differences were not so clear anymore (figure 6 B and C).  

The data presented strongly suggest that Nod2
-/-

 BMDC induces a faster engraftment, 

which is mediated by the production of copious amounts of G-CSF. 

 

DISCUSSION: 
 
The mammalian nucleotide-binding oligomerization domain (NOD) like receptor (NLR) 

proteins are believed to function as intracellular sensors of invading microbes. NOD1 and 

NOD2 are well characterized members of the NLR family. They recognize muropeptides 

derived from bacterial cell wall,(Girardin, Boneca et al., 2003; Travassos et al., 2005) and 

had been shown to be involved in bacterial(Kobayashi et al., 2005) as well as in other 

intracellular infections.(Silva et al.; Shaw et al., 2009) 

The nod genes had garnered much attention after the association of their polymorphism 

with a number of inflammatory diseases.(Werts, Girardin & Philpott, 2006) Particularly the 

nod2 gene had been described as a positive modulatory element in a model of PG-induced 

arthritis(Rosenzweig et al., 2009) and autoimmune liver injury.(Body-Malapel et al., 2008) 

Moreover, for Chron’s Disease, nod2 polymorphism(Ogura et al., 2001) in homozygosis or 

in compound heterozygosis had been shown to impose a 15-40 fold increase in the risk of 

developing disease.(Horwitz, 2007) 

The importance of the intestines as target organs in GVHD had inspired studies addressing 

the role of nod2 gene polymorphism in the outcome of HSCT. However, the   results in 

human patients are quite conflicting(Elmaagacli et al., 2006; Granell et al., 2006; Holler et 

al., 2006; Mayor et al., 2007; Holler et al., 2008; Sairafi et al., 2008; Penack et al., 2009; 

Van Der Velden et al., 2009) and the experimental data in the animal model favors a 

protective role for NOD2 protein when present in the hematopoietic tissue of the 

transplanted recipient.(Penack et al., 2009) 

In the present work, it was also observed that when the recipient is deficient in NOD2 the 

incidence and severity of GVHD is augmented when compared to WT recipients in 

accordance to previous work.(Penack et al., 2009) However, when BM and spleen cells 

came from Nod2 KO mice and were injected into an F1 host, protection was observed. 

These results are not very different from the results obtained by Penack et al in a complete 

allogeneic or MHC congenic system(Penack et al., 2009) where a tendency to protect the 

recipient is observed when Nod2
-/-

 BM was used as donor cells.  This “tendency” could 

indeed reflect a protective effect from a minor population present in the hematopoetic 

system. The investigation toward this population led us to propose BMDC as the possible 

regulator.  
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In fact when BMDC were injected together with the transplant, they protected from 

aGVHD if they were deficient in Nod2. This is corroborated by the findings, in one human 

study, showing a complete protection from severe aGVHD when the donor carried the 

variants forms of NOD2 associated with Crohn’s disease.(Elmaagacli et al., 2006) In the 

present experimental model, protection was observed when survival and clinical scores 

were considered. However, histopathological analyses showed a quite different scenario 

and protection was observed for skin but not liver or colon. Although protection was 

accompanied by cellular infiltration, this was transitory and 5 months after transplantation 

there was very little mononuclear infiltration in the liver and intestines. 

This finding raises two important questions: one regards the use of histopathology as a 

diagnostic tool. How could one explain the cellular infiltration observed in the liver and 

intestines of Nod2
-/-

 BMDC protected mice? One possibility could be that the “class” (or 

quality) of the infiltrated cells of the immune response are different between protected and 

non-protected mice. First, it was asked if Foxp3
+
 regulatory T cells were present in the 

infiltrated tissue. Since the draining node shows the same lymphoid cell composition of the 

drained tissue,(Monteiro et al., 2008) mesenteric lymph nodes were studied. A high 

Treg:Teff ratio was found in the mesenteric node of the Nod2
-/-

 BMDC receiving group, 

what could explain, at least in part, the aGVHD inhibition and justify the mononuclear 

infiltrate. Shaw et al(Shaw et al., 2009) had shown that Nod2 contributes to IL-2 

production and as so, to T cell expansion. This could explain part of the results where lower 

numbers of effector cells were found in the Nod2
-/-

 BMDC group. However, it is well 

established that Treg expansion and maintenance depends on IL-2(Almeida, Zaragoza & 

Freitas, 2006) and in the present case Treg numbers are not lower in the experimental 

group. The second question regards the mechanism of suppression, which is active at the 

beginning taken by the amount of infiltrating cell and the Treg:Teff ratio. At some point the 

infiltrate disappears implicating establishment of long lasting tolerance. 

 The high amounts of G-CSF found in the serum of protected mice could contribute to a 

faster hematopoietic recovery. In line with this, an earlier hematopoietic reconstitution is 

observed in mice receiving Nod2
-/-

 BMDC than in controls. In the blood, granulocyte 

counts are already high by day 6 after transplantation and this reflects a higher percentage 

of mature neutrophils in the bone marrow. By day 20, hematopoiesis is already established 

in both groups, although there is still a high number of progenitors in the bone marrow of 

the control WT BMDC group. This faster hematological reconstitution could also 

participate in the better outcome since it is well established the relationship between 

infection and aGVHD.(Cooke et al., 2001; Gerbitz et al., 2004) In the presence of higher 

numbers of granulocytes, infection control is better(Cheretakis et al., 2006) and this would 

impact in the aGVHD outcome. 

Evaluation of other cytokines shows no difference in the amount of IL-10, suggesting no 

involvement of Tr1 cells. However, IFN-γ, which was higher at day 6 than at day 18, was in 

both dates lower in the Nod2
-/-

 BMDC group than in the control. This is in accordance with 

reports showing the influence of NOD2 in the regulation of type 1 responses.(Shaw et al., 

2009) In human patients, as well as in the experimental model, the participation of IFN-γ in 

aGVHD is unequivocal, although the exact role of this cytokine is not completely 

clear.(Velardi et al., 1989; Welniak et al., 2000) It is known that the complete absence of 

the cytokine in the donor T cell compartment increases disease severity,(Welniak et al., 

2000) but neutralization with monoclonal antibodies, on the contrary, inhibits 
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disease.(Mowat, 1989) In the case shown here, there is some diminution on the levels of 

IFN-γ in the Nod2
-/-

 BMDC receiving group, which could contribute to a less severe 

disease. 

Polymorphisms of the nod2 gene associated with inflammatory bowel disease had been 

described as gain and loss of function,(Kobayashi et al., 2005; Maeda et al., 2005) making 

unclear the function of the molecule and its different portions. However, lately, a couple of 

reports came out establishing a role for NOD2 in regulating type 1 responses to 

infections(Shaw et al., 2009) and contributing to inflammatory diseases.(Werts, Girardin & 

Philpott, 2006; Rosenzweig et al., 2009) This regulatory role had been shown to be exerted 

directly in the T cell without any influence of the Nod2 deficient APC,(Shaw et al., 2009) 

whose antigen presenting capability is intact when compared to WT APC.  

In the present report it seems clear that very discrete differences between WT and Nod2 
-/-

 

BMDC  account for the whole difference in the post-transplant phenotype observed. No 

important differences were observed in terms of BMDC phenotypes or cytokine secretion 

in vitro. Also, the ability of Nod2
-/-

 DCs to stimulate allogeneic T cells is not lower than 

that of WT DCs (data not shown). One possibility would be the presence of a non-defined 

“less-mature DCs” which could account for some of the observed phenomena:  1) Treg 

generation; 2) faster engraftment; and 3) less effectors. Tregs are known to be induced with 

incomplete stimulation conditions(Steinman, Hawiger & Nussenzweig, 2003) and the 

increased ratio favoring Tregs could be dependent on the lack of full co-stimulation in a 

self-MHC restricted manner. It is known that “normal” hematopoiesis depends on T cell 

help and T cell can positively influence granulopoiesis after antigen recognition.(Monteiro 

et al., 2005) However, the amount and quality of the stimulatory signal is not known and 

could well be less rigorous then necessary to a naïve T cell. Generation of effectors in the 

presence of nod2 deletion is less efficient(Shaw et al., 2009) and this efficiency could be 

determined by the availability of stimulatory signals.  

The nature of the signaling events involved in the phenotype observed is not yet 

understood. 

In conclusion, Nod2 deficient BMDC can protect from aGVHD. This protection is 

accompanied by a limitation in the number of Teff, increase in the Treg:Teff ratio and 

faster engraftment. These findings open a new possibility of understanding the central 

involvement of NOD2 in signaling T cell response, placing the NOD2 molecule as a 

promising target for novel therapeutic interventions. 
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Figures 

 
Figure 1. Donor NOD2-/- myeloid cells protects from GVHD lethality. (A) Lethally 

irradiated B6 WT or B6 Nod2
-/-

 mice received 5x10
6
 BM and purified T cells from BALB/c 

mice. Singeneic controls were B6 WT receiving B6 WT cells Percentages of surviving 

animals is shown. * indicate P < .05 for log rank test between WT and Nod2
-/-

. (B) F1 

(C57BL/6 x BALB/c) mice were lethally irradiated and received T-cell depleted BM 

(5x10
6
) along with splenocytes (corrected to 5x10

6
 CD3

+
) derived from B6 WT or B6 

Nod2
-/-

 as indicated in the figure. Percent of surviving animals. Log rank: P < .05 between 

Nod2
-/-

 BM+Spl. and WT BM+Spl.; P < .05 between Nod2
-/-

 BM+WT Spl. and WT 

BM+Spl.; P > .05 between WT BM+Nod2
-/-

 Spl. and WT BM+Spl. Experiment 

representative of 3 in A and of 2 in B, n=5 to 8 animals per group. 
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Figure 2. NOD2-/- non-T, non-B, non-NK spleen cells protects from GVHD lethality. 
(A) F1  mice (C57BL/6 x BALB/c) were lethally irradiated and received B6 WT T-cell 

depleted BM along with B6 WT or B6 Nod2
-/-

 lymph node purified T cells (5x10
6
).  (B) F1 

mice were lethally irradiated and received B6 WT or B6 Nod2
-/-

 T-cell depleted BM 

(5x10
6
) along with B6 WT lymph node purified T cells (5x10

6
). (C) B6 WT or B6 Nod2

-/-
 

non-T, non-B and non-NK spleen cells (2x10
6
) along with B6 WT BM (5x10

6
) and purified 

T cells (5X10
6
) were given to lethally irradiated F1 mice. (D) B6 WT or B6 Nod2

-/-
 non-

CD11b,-CD11c,-CD4,-CD8 spleen cells (1,2x10
7
) along with B6 WT BM (5x10

6
) and 

purified T cells (5x10
6
) were given to lethally irradiated F1 mice. Top panels show survival 

rates and bottom panels show clinical scores. * indicate P < .05 for log rank test between 

B6 WT and B6 Nod2
-/-

 groups. One experiment representative of 2, n=8 animals per group. 
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Figure 3. WT and NOD2-/- BMDC have similar in vitro phenotype. (A) Expression of 

CD80, CD86 and MHC-II in BMDC from B6 WT or B6 Nod2
-/-

 mice. Percentage of 

positive cells and mean fluorescence (MFI) are shown. Cytokine production of (B) resting 

or (C) 1ug/mL LPS-stimulated B6 WT or B6 Nod2
-/-

 BMDC. Data of one experiment 

representative of 2. 
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Figure 4. NOD2 deficient DCs impairs aGVHD mortality. F1 mice were lethally 

irradiated and received B6 WT BM (5x10
6
) and B6 WT purified T cells (5x10

6
), along with 

B6 WT or B6 Nod2
-/-

 BMDC (1x10
6
). Syngeneic control was F1 animals receiving F1 

cells. (A) Percent of surviving animals and (B) Total GVHD clinical scores. * indicate P < 

.05 between WT and Nod2
-/-

 BMDC groups. (C) Histopathology of colon, liver and skin of 

animals after 18 days of transplantation. (D) Average histopathology scores at 18 days post 

transplantation of pooled mice from 3 experiments. (E) Histopathology of Nod2
-/-

 BMDC 

group mice 5 months post transplantation. * indicate P < .05. Data of one experiment 

representative of 3 for A, B, C and E and mean of 3 experiments for D; n=8 animals per 

group. 
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Figure 5. Less IFN-γγγγ with increased G-CSF and Treg:Teff ratio in NOD2-/- BMDC 
receiving mice. Serum of animals transplanted as described in figure 4 were collected after 

6 (A) or 18 (B) days post transplantation. Cytokines were analyzed by multiplex ELISA or 

by conventional ELISA. Mesenteric lymph nodes and spleen of transplanted F1 animals 

from the 3 experimental groups were stained for CD4, CD25 and Foxp3 for the evaluation 

of Treg cells (CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
) (C) or Teff cells (CD4

+
CD25

+
Foxp3

-
) (D) and the 

Treg:Teff ratio are showed (E). Data of one experiment representative of 3. * indicate P < 

.05 between WT and Nod2
-/-

 groups. 
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Figure 6. NOD2-/- BMDC accelerate engraftment after hematopoietic stem cell 

transplantation. Bone marrow from transplanted animals shown in figure 4 were collected 

and the cytospin performed in day 6 (A) or 20 (B). Differential cell count is shown. (C) 

Hemogram of the same animals were also performed in days 6 and 20. * indicate P < .05. 

Data representative of 2 experiments. 
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