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RESUMO

As células dendriticas (DCs) séo as principais células apresentadoras de antigeno
do sistema imune, e ha evidéncias recentes de seu envolvimento na manutencéo da
tolerancia imunoldgica pela interacdo com células apoptéticas e a populacdo de
células T reguladoras. Neste estudo avaliamos as altera¢des ocorridas na populacao
de células CD4"CD25'Foxp3™ apds co-cultura de células de linfonodo com DCs
derivadas de células da medula 6ssea de camundongos BALB/c, ativadas ou nao
com LPS, na presenca de timdcitos alogénicos ou singénicos em apoptose. Apos
cultura na presenca de células alogénicas a populacdo de Tregs mostra-se
aumentada quando comparada com a cultura com timocitos singénicos, e essa
expansdo € dependente de contato entre a DC e o linfécito T, uma vez que o
isolamento das células por membrana transwell diminuiu drasticamente a expressao
destes marcadores. A internalizacdo de células em apoptose em ambos os
contextos pelas DCs foi capaz de induzir carater tolerogénico nestas com baixa
expressdo de moléculas co-estimuladoras e resisténcia a maturacdo por LPS. A
producdo de IL-2 e TGF-f mostrou-se aumentada nas culturas com células
alogénicas em apoptose, podendo ser o motivo da maior expansdo de Tregs neste
contexto juntamente com o fendtipo tolerogénico induzido nas DCs. As células
CD4'CD25" geradas in vitro por DCs pulsadas com timocitos alogénicos em
apoptose foram capazes de conter a proliferacdo in vitro de esplendcitos de
camundongos BALB/c estimulados por esplendcitos de C57BL/6 irradiados até uma
diluicdo de 1:50 (reguladora:respondedora). As células CD4'CD25" também foram
capazes de regular a proliferacdo de esplendcitos de camundongos BALBI/c
estimulados com anti-CD3 e esplendcitos de BALB/c DO11.10 estimulados com
OVA, mas nestes casos a supressao foi observada quando as Tregs estavam em
maior concentracdo. No ensaio in vivo, as Tregs geradas in vitro também foram
capazes de suprimir a proliferacdo de ceélulas respondedoras quando transferidas
para animais Nude, impedindo também o infiltrado inflamatério no estémago, coélons,
figado e rins, sendo assim capazes de suprimir a resposta imune tanto in vitro
guanto in vivo.

Palavras chave: Células dendriticas, apoptose, linfocito T regulador, Foxp3,

imunossupressao



ABSTRACT

The dendritic cell (DC) plays a very important role in antigen presentation in the
immune system and recent articles have shown the involvement of the DCs in
maintaining peripheral tolerance, probably because of their interactions with
apoptotic cells and regulatory T cells (Tregs). Here we evaluated the changes in the
CD4'CD25'Foxp3”™ after co culture of tolerogenic DCs with lymph node cells.
Dendritic cells were generated in vitro from bone-marrow cells removed from the
femurs of BALB/c mice and cultured in the presence of GM-CSF and in the presence
or not of LPS. Apoptosis was induced in thymocytes from BALB/c and C57BL/6 and
co-cultured with the DCs before co-culture with lymph-node cells. Our results show
an increase of CD4'CD25" and CD4'CD25"Foxp3" T cells after co-culture and this
increase occurs in the presence of allogeneic and syngeneic apoptotic cells, however
it is greater when DCs are pulsed with the alloantigen. Furthermore, the dendritic
cells did not change the pattern of co-stimulatory molecules expression due to
phagocytosis of syngeneic or allogeneic apoptotic cells and further stimulation with
LPS. The amount of IL-2 and TGF-$ found in the supernatant of the co-culture with
allogeneic and syngeneic apoptotic cells was greater when the DCs are pulsed with
the alloantigen rather than in the presence of syngeneic apoptotic cells, thus making
the tolerogenic DCs able to expand Tregs. The CD4+CD25+ cells sorted from the in
vitro culture of DCs pulsed with alloantigen, and lymph-node cells were able to
suppress the proliferation of splenocytes in vitro in a specific (spleen cells from
BALB/c mice and irradiated spleen cells from C57BL/6 mice) and non-specific
manner (spleen cells from BALB/c mice stimulated with aCD3 and spleen cells from
BALB/c DO11.10 mice stimulated with OVA). As expected, in the in vivo model, the
transfer of CD4+CD25- cells to Nude mice induced autoimmunity with cell infiltrate in
the stomach, colon, liver and kidneys. The co-transfer of CD4+CD25- and
CD4+CD25+, both sorted from the in vitro culture, was able to control the cell
infiltrates in the target organs and the total cell count in the lymph-nodes. Thus, the
Tregs expanded in vitro are able to suppress the immune response in in vitro and in
Vivo assays.

Keywords: Dendritic cells, apoptosis, regulatory T cells, Foxp3, immunosuppression
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alvo (1:1, 1:2 e 1:4) e também em concentragdes diferentes de células reguladoras e
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Figura 16. Cortes histologicos dos 6rgdos dos camundongos Nude que receberam a
transferéncia de células CD4+CD25- (0,8 x 10° por animal), CD4+CD25- (0,8 x 10> por

animal) e CD4+CD25+ (0,2 x 10° por animal) e os animais que n&do receberam nenhum



indculo de células, somente PBS. A, B e C: Cortes histolégicos do estbmago dos animais
que receberam PBS (A), células CD4+CD25- (B) e células CD4+CD25- e CD4+CD25+ (C).
D, E, F: Cortes histolégicos do intestino dos animais que receberam PBS (D), células
CD4+CD25- (E) e células CD4+CD25- e CD4+CD25+ (F). G, H, I: Cortes histol6gicos do
figado dos animais que receberam PBS (G), células CD4+CD25- (H) e células CD4+CD25-
e CD4+CD25+ (I). J, K, L: Cortes histologicos dos rins dos animais que receberam PBS (J),
células CD4+CD25- (K) e células CD4+CD25- e CD4+CD25+ (L). Cortes em aumento de
200x.
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1 INTRODUCAO

O sistema imunolégico é um sistema de reconhecimento molecular que tem
como fungcdo a manutengcdo da homeostasia, em situacdes infecciosas ou fisiologicas.
O sistema € composto pela imunidade inata, que em ultima instancia € responsavel
pelo controle inicial de uma infeccédo, além de gerar condi¢cdes propicias para que a
imunidade adquirida entre em acéo. A imunidade adquirida, por sua vez tem o papel
ativo de eliminar a infeccdo de modo especifico envolvendo células e anticorpos
produzidos em resposta especifica ao microrganismo em questao.

Fazem parte da imunidade inata, varios tipos celulares, dentre eles as células
dendriticas que sdo indispensaveis para o desenvolvimento da resposta imunoldgica.
As DCs sao responsaveis pela captura, processamento e apresentacdo de antigenos
para células da imunidade adquirida, os linfécitos T. Sendo assim, as DCs séo
chamadas de APCs profissionais (do inglés “antigen presenting cells) e sao
especializadas nos processos que envolvem a apresentacdo de antigenos para 0s
linfocitos T (Banchereau & Steinman, 1998, Sallusto & Lanzavecchia, 1999). Sua
descoberta foi feita por Steinman e Cohn no inicio dos anos 70 (Steinman & Cohn,
1973), no entanto, sua completa caracterizacéo e identificacdo s6é foram publicadas na
segunda metade dos anos 70 (Steinman & Witmer 1978, Steinman & Nussenzweig,
1980). A partir do momento em que foi comprovada a importancia das DCs nas reacdes
leucocitarias mistas (do inglés MLR — mixed leukocyte reaction), como potente
estimuladora de leucdcitos e participagdo na rejeicdo de transplantes, os trabalhos
sobre estas células tornaram-se mais frequentes (Steinman & Inaba, 1985). Sabe-se
que hoje as DCs estdo presentes em praticamente todos os tecidos do organismo
desde o sangue até os 6rgaos linféides para que possam funcionar como sentinelas do
sistema imune, fagocitando e processando antigenos provenientes de todas as
estruturas do organismo (Banchereau et al., 2000, Mellman, 2005, Ueno et al., 2007).

Em camundongos, as DCs podem ser divididas em subpopulacdes que sao

diferenciadas pela expressdo de marcadores de superficie. Uma dessas subpopulactes
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€ a de DCs convencionais (cDC antigamente chamadas de DCs miel6ides e linféides)
que, por sua vez, pode ser dividida em duas categorias: 1) cDCs migratérias cuja
funcdo principal envolve a migracdo do tecido periférico para os linfonodos e
apresentacao de antigenos para células T, como as células de Langerhans. E 2) cDCs
residentes no tecido linféide como as DCs timicas e esplénicas. Em camundongos, as
DCs séo fenotipicamente caracterizadas pela expressdo da molécula CD11c e em
alguns casos a molécula CD8, CD4, CD11b, PDCA (do inglés, plasmacytoid dendritic
cell antigen) entre outros marcadores. Ainda ha a subpopulacdo de DCs palsmacitéides
(pDCs) que pode ser considerada como uma populacdo precursora de cDC,
caracterizada fenotipicamente pela expressédo de marcadores como B220, PDCA e em
resposta a antigenos virais, as pDCs secretam altas concentracdes de IFN do tipo |
(Shortman & Liu, 2002, Shortman & Naik, 2007).

Durante processos infecciosos, ou na lesdo tecidual, as DCs fagocitam os
microrganismos invasores, processam 0s antigenos provenientes deste microrganismo
e migram para os linfonodos onde os antigenos processados serdo apresentados aos
linfécitos T. Com este estimulo, dependendo da natureza do antigeno fagocitado e
processado, inicia-se o processo de maturacdo das DCs e, além do aumento da
expressdo de moléculas do MHC I, também aumenta a expressdo de moléculas co-
estimuladoras como CD80, CD86 e CD40. Para a apresentacdo dos antigenos, as DCs,
e todas as outras APCs, utilizam as moléculas do MHC para apresentar os antigenos
processados na membrana (Bach et al., 1975, Shortman & Liu, 2002).

Além da divisédo entre cDCs e pDCs, podemos classificar as DCs quanto ao seu
estado de ativagdo como maduras e imaturas (mDC e iDC respectivamente). As iDC
sdo assim classificadas pela baixa expressdo de MHC Il e de outras moléculas co-
estimuladoras (B7.1 (CD80), B7.2 (CD86) e CD40) e relacionadas a migracdo (CCR7)
além da alta capacidade fagocitica (Villadangos & Schnorrer, 2007). Dentre as
substancias que podem causar este tipo de estimulo ativador de iDC podemos citar
moléculas exdgenas, como o LPS (lipopolisacarideo presente na parede celular de
bactérias gram negativas), RNA dupla fita, peptideoglicano, ou endbgenas como
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citocinas inflamatérias, imunoglobulinas através de receptores para a por¢do Fc das
imunoglobulinas (FcRs), bradicininas entre outras (Guermonprez et al., 2002).

Uma vez que a iDC inicia o processo de maturacdo por algum estimulo, ela se
torna mDC e perde parte da capacidade de internalizar, processar antigenos e ganha a
capacidade de apresenta-los e ativar linfocitos T. Esse fato pode ser explicado pela
mudanca funcional e fenotipica, envolvendo expressdo de genes importantes para o
transporte do antigeno para a membrana e expressao de moléculas importantes para a
apresentacao antigénica (Guermonprez et al., 2002). Estudos também comprovam que
a migracao das DCs ativadas para o linfonodo é muito mais eficiente uma vez que a DC
se transformou em mDC (Guermonprez et al., 2002). Por outro lado, Steinman &
Nussenweig (2002) comprovam a capacidade de DCs de migrar para 6rgaos linféides
secundarios e apresentar antigenos mesmo na auséncia de sinais de maturacao,
sugerindo que as DCs migrariam para os linfonodos para apresentar antigenos
proprios, coletados de um possivel dano tecidual, e manter a tolerancia periférica.

Uma das etapas na apresentacao de antigenos € a discriminacdo entre padrdes
moleculares de agentes exdgenos e padrdes moleculares proprios, de estruturas
presentes no organismo. Uma vez que a DC consegue fazer a distin¢cdo entre o proprio
e 0 nao proprio, ela pode dar inicio a resposta imune. Alguns mecanismos fazem parte
dessa distingdo como o0 reconhecimento de padrdes moleculares associados a
patdogenos (PAMPs do inglés pathogen associated molecular paterns) por receptores
especificos (PRRs do inglés pathogen recognition receptors) (Fearon & Locksley, 1996,
Hoffman et al., 1999). Se houver falha na distincdo entre proprio e ndo proprio, uma
resposta imune contra componentes de estruturas do proprio organismo pode ser
iniciada levando ao desenvolvimento de doencgas autoimunes.

Para o controle das doencas auto-imunes o sistema imunolégico conta com
varios mecanismos de tolerancia ao proprio. O mecanismo mais importante, e que
ocorre mais cedo durante o desenvolvimento do sistema imune, é a tolerancia central
gue envolve o timo. Este 6rgdo linféide primario é responsavel por garantir que 0s
linfécitos que irdo popular os érgaos linfoides secundarios ndo sao autorreativos, ou

seja, ndo possuem TCR (do inglés T cell receptor) que reconhece estruturas proprias.
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No timo, h4 APCs que apresentam antigenos proprios, que precisam ser reconhecidos
pelo TCR dos linfocitos T com baixa afinidade para poderem ser selecionados
positivamente, e migrarem para a periferia do sistema imune. Para que as células do
timo expressem antigenos proprios no timo, € preciso que haja a expressao de um
gene chamado AIRE (do inglés, autoimmune regulator) que garante a expressao
promiscua de antigenos presentes em tecidos diversos do organismo (Derbinski et al.,
2005, Anderson et al., 2005) Os linfécitos T que reconhecem os antigenos préprios
com alta afinidade sofrem delecéo clonal para que ndo migrem para a periferia e iniciem
resposta contra o antigeno que reconheceram no timo (Kiewski & Derbinski, 2004).

Apos a selecdo clonal que ocorre no timo, os linfécitos migram para os 6rgédos
linféides secundarios como o baco, linfonodos, placa de Peyer, entre outros. Apesar da
fina selecéo pela qual os linfécitos passam no timo, ha a possibilidade de alguns clones
autorreativos escaparem desta selecdo negativa e migrarem para a periferia. Para que
os clones possivelmente patogénicos nédo iniciem resposta contra o antigeno para o
qual sédo especificos, ha diversos mecanismos de tolerancia periférica que mantém a
homeostasia do sistema imune.

A ignorancia imunolégica € o mecanismo de tolerancia periférica no qual os auto
antigenos sdo ignorados pelos linfécitos T especificos que escaparam da selecéo
negativa. Este fato pode ser comprovado pelo estudo de Ohashi et al. (2001) que utiliza
camundongos com TCR especifico para uma glicoproteina encontrada no virus
causador da coriomeningite linfocitica (LCMV do inglés lymphocytic
choriomeningitis virus), e camundongos transgénicos que expressam essa glicoproteina
nas células B das ilhotas pancreaticas. A transferéncia de células do animal com TCR
especifico para a glicoproteina para o animal que a expressa no pancreas nao leva ao
desenvolvimento de resposta imune contra as células . A falta de resposta das células
inoculadas pode ser revertida com a inducdo da expressdo desta glicoprotéina no
animal com TCR transgénico, por meio de infecgdo do camundongo com LMCV, o que
demonstra que o mecanismo de tolerancia ndo envolve dele¢éo de clones autorreativos
ou anergia, mas sim o fato de o linfécito ndo ter sido previamente exposto a

glicoproteina. O estudo de Bianchi et al. (2009) demonstra que a transferéncia de
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células T provenientes de camundongos OT-l e OT-ll, com TCR especifico para OVA
para camundongos com expressdo de OVA em queratindcitos induzida por um
promotor de queratina, ndo desenvolvem autoimunidade, apesar de haver proliferacdo
destas células nos o6rgaos linféides. Assim como o estudo de Ohashi et al. (2001), o
estudo de Bianchi et al. (2009) sugere que a ignorancia do linfécito T ao antigeno para
0 qual é especifico evita a acdo deste linfécito na periferia, sendo assim um mecanismo
de tolerancia periférica. Outro evento que pode ocorrer dentro dos 6rgados linféides
secundarios é a apresentacdo de auto antigenos pelas células estromais dos
linfonodos. A apresentacdo de auto antigenos requer a expressdo de AIRE, que faz
com que estas células estromais CD45™ apresentem auto antigenos tanto no contexto
de MHC | quanto MHC Il de maneira ndo imunogénica, contribuindo assim para a
manutencao da tolerancia periférica (Lee et al., 2007).

Ao processo de nao responsividade funcional ao reconhecimento do antigeno
préprio damos o nome de anergia clonal, que pode ser induzida de varias maneiras,
porém as vias mais estudadas séo as interacdes de moléculas inibidoras como CTLA-4
(do inglés cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) e PD-1 (do inglés programed cell death 1).
A molécula CTLA-4 é um homodlogo estrutural do CD28 s6 que apresenta maior
afinidade por B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86) quando comparado com a interacado destas
com o CD28. A expressao de CTLA-4 é considerada tardia, pois ocorre longos periodos
ap0s a ativacdo do linfocito T, apesar de desempenhar importante papel na
contrarregulagcdo da progressdo do ciclo celular (Walunas et al., 1994, Krummel &
Allison, 1996). Os animais deficientes em CTLA-4 apresentam linfoproliferacéo
espontanea de células T e autoimunidade (Waterhouse et al., 1995, Tivol et al., 1995).
A molécula PD-1 funciona como uma segunda molécula contrarreguladora que esta
relacionada com a inducdo e manutencdo da tolerancia, ja que a delecdo dos genes
que codificam tanto PD-1 quanto os seus ligantes (PDL-1 e PDL-2) leva ao
desenvolvimento de autoimunidade sistémica (Nishimura et al., 1999, Freeman et al.,
2000, Keir et al., 2006).

A delecdo clonal também € importante para a manutencdo da tolerancia

periférica, uma vez que a ativacdo cronica de linfécitos autorreativos leva a morte
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destes por apoptose como resultado de uma combinacdo de eventos moleculares.
Basicamente ha a ligacdo do receptor Fas com o seu ligante FasL que leva a morte
celular mitocondrial dependente da molécula Bim (Marrack & Kappler, 2004). A
deficiéncia de moléculas como Fas em camundongos € responsavel por doencas
linfoproliferativas e autoimunidade acarretadas pela falta do sinal indutor de morte nos
linfécitos T (Watanabe-Fukunaga et al., 1992). As células T dos camundongos Bim
deficientes também séo resistentes a apoptose e além disso, os animais desenvolvem
doencas linfoproliferativas e glomerulonefrite induzida pelo depésito de
imunocomplexos nos rins (Bouillet et al., 1999).

A importancia das DCs no desenvolvimento da resposta imune ja foi descrita
anteriormente, mas a capacidade destas células na inducdo da tolerancia periférica
ainda ndo esta muito clara. Existem evidéncias que sugerem que uma forma de
maturacdo incompleta de DCs é capaz de induzir carater tolerogénico para estas
células. Para tentar elucidar este fenébmeno, o grupo de Nussenzweig desenvolveu um
anticorpo monoclonal associado a HEL (do inglés hen egg lysozyme) que induz a
fagocitose deste antigeno, entretanto ndo induz a maturacao das DCs. A apresentacéo
destes antigenos de HEL para células 3A9 (linfocitos T com TCR especifico para HEL)
nao levou a proliferacdo destas células e nem a producédo de citocinas que indicassem
que a célula T foi ativada, como IFN-y. Além de né&o proliferarem pela apresentacdo do
antigeno pela DC, uma segunda estimulagdo com HEL foi realizada e ndo houve
resposta por parte das células 3A9 (Hawiger et al.,, 2001). Resultados semelhantes
foram observados com células T CD8" apo6s contato com DCs esplénicas expostas a
células em processo de morte. O antigeno OVA foi introduzido por choque osmotico em
esplendcitos em processo de morte, e estas células foram cultivadas com DCs. Quando
estas DCs foram co-cultivadas com linfocitos T CD8" com TCR especifico para OVA
(OT-II), ndo houve ativacdo e proliferacdo destes linfocitos, sugerindo que na auséncia
de estimulos inflamatérios, as DCs apresentam antigenos de forma ndo imunogénica,
gerando assim tolerancia (Liu et al., 2002).

Ha ainda outro tipo de sele¢do que ocorre com os linfécitos que reconhecem o
antigeno préprio com alta afinidade no timo. Estes sdo selecionados positivamente e
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migram para a periferia, mas com outra funcdo diferente dos outros linfocitos
selecionados por baixa afinidade. A funcéo destes linfécitos T cujos TCRs reconhecem
antigenos proprios com alta afinidade seria regular a resposta imune contra o0s
antigenos para 0s quais sao especificos. Varios trabalhos ja demonstraram que o timo
produz células autorreativas e que elas migram para a periferia para regular a resposta
a antigenos préprios (Itoh et al., 1999 e Jordan et al., 2001). Apesar de estar
comprovado que estas células autorreativas migram para a periferia, muitos dos
mecanismos que envolvem essa selecdo positiva ainda ndo estdo bem explicados. A
acdo dos linfocitos T reguladores faz parte dos mecanismos imunolégicos de tolerancia
periférica, que fazem com que as células que possivelmente escaparem da selecéo
negativa no timo possam ser mantidas em constante vigilancia ou até serem eliminadas
dependendo da situacéo.

Os estudos de Nishizuka et al. (1969), descreveram que a timectomia neonatal
de camundongos fémeas levavam a atrofia do ovario e esterilidade das mesmas. Ja
nos machos esse fenbmeno ndo era observado em relacdo aos testiculos. A
reconstituicdo do timo nestes animais pouco tempo apds a timectomia era capaz de
reverter o quadro de esterilidade. Com isso, foi levantada a hipétese de que o timo
gerava algo capaz de suprimir a doenca observada nas fémeas. No inicio dos anos 70,
um grupo de pesquisadores chegou a conclusdo que um tipo de célula T era capaz
tanto de intensificar quanto de diminuir uma resposta imune. Este grupo também
percebeu que esse tipo celular era diferente das células T auxiliares que ja eram
conhecidas (Gershom & Kondo, 1970). A partir deste ponto, as chamadas “células T
supressoras” tornaram-se foco de varios estudos pelo mundo inteiro e ja nos anos 80,
foram sugeridos mecanismos para o poder supressor deste subtipo de células T, como
secrecdo de substancias imunossupressoras que seriam descritas posteriormente como
IL-10 e TGF-B (Chen et al., 1994, Nakamura et al., 2001 Cools et al., 2007). Estudos
foram feitos para fenotipar estas células e relacionar algum tipo de marcador de
superficie celular com o poder de inibir ou intensificar a autoimunidade. Dentre as
moléculas estudadas até hoje estd o CD4 e o CD25, cadeia a do receptor para IL-2
expresso em células T ativadas (Sakaguchi et al., 1995). As células T reguladoras
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possuem algumas caracteristicas exclusivas, que ndo sdo observadas nas outras
células do sistema imune, j& que uma vez ativadas via TCR néo proliferam (Itoh et al.,
1999), possuem TCR autorreativo (Jordan et al., 2001), ndo produzem IL-2 como 0s
outros linfocitos ativados (Takahashi et al., 2000), além de terem a capacidade de
suprimir a proliferacdo de células CD4" e CD8" in vitro (Suri-Payer et al., 1998).

Outra molécula relacionada ao subtipo de linfécitos T com capacidade
reguladora é o CD45RB. Os trabalhos de Powrie et al. (1993) e Powrie et al. (1995)
comprovaram que as células CD4"CD45RB"" s&o capazes de modular a colite induzida
pela transferéncia de células CD4*CD45RB"¥" em animais linfopénicos SCID. A
transferéncia de células CD4"'CD45RB"" era capaz de induzir colite inflamatéria pela
falta de mecanismos que conseguissem regular a resposta Thl induzida pelas bactérias
presentes no trato gastrointestinal, uma vez que a transferéncia conjunta de células
CD4*CD45RB"" foi capaz de prevenir a inducéo de colite nestes animais.

O estudo de Sakaguchi et al. (1995) demonstra que a co-transferéncia de células
CD4'CD25- e CD4'CD25" é capaz de impedir o desenvolvimento de autoimunidade em
camundongos atimicos Nude. A transferéncia de células de baco e linfonodo
CD4'CD25" induziu varios focos de autoimunidade, sugerindo que estas células, que
populam a periferia do sistema imune de camundongos, possuem TCR especifico para
antigenos préprios. Como ha células autorreativas na periferia, € necessario que haja
algum tipo de mecanismo que seja capaz de manter as células potencialmente
patogénicas em constante vigilancia. A prevencdo da autoimunidade foi atingida
quando foram transferidas células CD4'CD25", sugerindo que as células que
expressam estas moléculas sdo dotadas de alguma capacidade de impedir que as
células patogénicas ajam. Estas células seriam responsaveis pela manutencdo da
homeostasia periférica.

Mais recentemente, outra molécula passou a ser associada as Tregs, o fator de
transcricdo Foxp3 que codifica a proteina scurfin. Este fator de transcri¢cao intracelular
foi classificado como indispensavel para a diferenciagdo e manutencdo das células
CD4"CD25" (Hori et al., 2003, Fontenot et al., 2003, Roncador et al., 2005). Estudos

mais antigos revelaram que a auséncia deste fator de transcricdo, tanto em
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camundongos, quanto em humanos, causa uma doenca proliferativa no sistema imune
como consequéncia de ativacdo cronica de células T. Por outro lado, a expressao
excessiva de Foxp3 leva a reducao da populacdo madura de linfécitos T e diminuicéo
da funcdo da mesma em modelos murinos (Khattri et al., 2001). Os estudos de Hori et
al. (2003) e Fontenot et al. (2003) também demonstram que a expressao ectopica de
Foxp3 confere a célula capacidade reguladora, capaz até de impedir o desenvolvimento
de IBD (do inglés inflammatory bowel disease) quando transferidas para animais
linfopénicos. Recentemente o trabalho de Lipscomb et al. (2009) demonstrou que a
expressao ectdpica de Foxp3 em células nao linféides como as DCs também é capaz
de conferir capacidade reguladora, impedindo o desenvolvimento de resposta imune do
tipo Thl, e aumentando a populacdo de células CD4'CD25'Foxp3* que modulam a
proliferacdo de linfécitos T CD4" e CD8", bem como a producéo de IFN-y.

A criacdo do camundongo Foxp3 GFP (do inglés green fluorescent protein)
permitiu que o estudo das células reguladoras pudesse ser mais especifico, ja que a
marcacao das células Foxp3® impedia a utilizacdo posterior destas células para ensaios
de supressdo, uma vez que, para a marcagcdo do fator de transcricao, era necessario
gue a células fossem permeabilizadas. O camundongo Foxp3 GFP knock in possui uma
insercdo no DNA gue faz com que a expressao de Foxp3 leve a expressao de GFP
permitindo assim a identificagcdo da célula em tecidos linféides e a separacdo para
utilizacdo da populagéo reguladora em ensaios celulares (Fontenot et al., 2005). Este
mesmo estudo mostra a necessidade da sinalizagdo da citocina IL-2 para a
manutencdo das células T CD4"CD25"Foxp3” in vivo, pois ela regula a expressdo de
genes envolvidos com o crescimento celular e metabolismo. Além disso, 0 mesmo
estudo comprova que timocitos de camundongos knock out para IL-2 e a cadeia a do
receptor da IL-2 (CD25) sdo capazes de expressar Foxp3 e também as células Foxp3”
isoladas da periferia do sistema imune possuem capacidade de suprimir a proliferagao
de linfécitos T in vitro. Até entdo a IL-2 era tida como uma citocina indispensavel para o
desenvolvimento e funcédo das células T reguladoras. O estudo de Setoguchi et al.

(2005) demonstra que in vivo, a IL-2 é necesséaria para a manutencdo das ceélulas T
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CD4"CD25'Foxp3”, mas ndo para o desenvolvimento das mesmas, ou seja, no timo a
sinalizagdo da IL-2 ndo € necessaria, mas na periferia sim.

Outro camundongo foi criado para o estudo da funcdo do Foxp3 com o auxilio
das técnicas moleculares de Cre-Lox para a insercdo de uma sequéncia de DNA, que
codifica o receptor para a toxina diftérica (DTR) no locus genético do Foxp3. Assim,
quando a célula expressasse Foxp3, também expressaria 0 DTR e pode ser eliminada
com a administracdo de toxina difitérica. Assim foi criado um modelo de deplecédo de
células Foxp3® que permite que este procedimento seja feito em qualquer momento da
vida do animal, seja na fase neonatal, ou no animal adulto. Com a criagdo deste animal,
o trabalho de Kim et al. (2007) sugere que o Foxp3 é necessario para 0 monitoramento
de clones autorreativos tanto na fase neonatal quanto na vida adulta do animal. Quando
a deplecédo de Foxp3 foi induzida, houve a quebra da tolerancia periférica e o animal
desenvolveu autoimunidade, demonstrando que o0s clones autorreativos gerados
durante o desenvolvimento linfocitario ndo séo totalmente eliminados durante a sele¢céo
timica, podendo migrar para a periferia. Migrando para a periferia, estes linfécitos
autorreativos sdo monitorados por células Foxp3® que garantem a integridade do
organismo. Um dos mecanismos estudados seria o controle da proliferacdo e geracao
de DCs por parte das células Foxp3*. O nimero de DCs que proliferam nos 6rgdos
linféides aumenta, e a geracdo destas células a partir de precursores da medula éssea
também aumenta nos animais depletados de Foxp3, sugerindo que haja uma regulacéo
desta proliferacdo e geracdo por parte das células Foxp3™.

Segundo Yamazaki et al. (2006), as DCs sédo mais eficientes na geracao de
Tregs quando amadurecidas com produtos bacterianos como o CFA (adjuvante
completo de Freund). Neste mesmo estudo, foi provada a baixa eficacia de macréfagos
e linfocitos B em expandir células CD4"CD25'Foxp3* e também a importancia de APCs
CD80/CD86" para a conversdo em células CD4'CD25"Foxp3*. Apesar da importancia
destas moléculas para a ativacado de linfécitos T, as APCs CD80/CD86- ainda séo
capazes de induzir Tregs, embora em quantidades muito baixas. Até hoje, todos os
estudos com interacdo de DCs e células T sugerem que o contato entre essas duas

células é indispensavel para que ocorra a ativacao da célula T e a posterior expressao
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de CD4'CD25" (Yamazaki et al., 2003, Hara et al., 2001, Giorgini & Noble, 2007, Jiang
et al., 2003).

Atualmente o “clearance” de células em apoptose €& considerado muito
importante para a manutencao da tolerancia periférica, e boa parte dos estudos mostra
a importancia das DCs neste processo. O trabalho de Voll et al. (1997) foi o primeiro
trabalho a mostrar a importancia das células apoptéticas na inducdo da
imunossupressao aumentando a producgéo de IL-10 e diminuindo a liberagédo de TNF-a,
IL-1B e IL-12 por mondcitos humanos, sendo independente do estimulo para o inicio da
apoptose. A fagocitose de células em apoptose também pode modular a expressao de
moléculas co-estimuladoras pelas APCs, ndo s6é mantendo DCs imaturas, mas
ativamente induzindo resisténcia a maturacao (Galucci et al., 1999, Sauter et al., 2000,
Steinmann et al., 2000,). Também foi relatado que as DCs que fagocitam células em
apoptose diminuem a capacidade de estimular e ativar linfécitos T, e essa perda na
capacidade de ativacdo estaria relacionada com os efeitos inibitérios observados como
a diminuicdo na expressao de moléculas co-estimuladoras, mas néo seria um defeito na
apresentacao de antigenos, uma vez que as DCs que fagocitam células em apoptose
continuam apresentando antigenos destas células via moléculas do MHC (Urban et al.,
2001, Stuart et al., 2002).

Ainda, as células em apoptose, por terem a capacidade de impedir a maturacéo
das DCs, podem induzir a expansdo de células com capacidade reguladora, uma vez
que iDCs sdo mais eficientes na expansio de células Foxp3* quando comparadas as
DCs expostas a estimulos de maturagdo (Marguti et al., 2009). Os estudos de Kushwah
et al. (2009) e Kushwah et al. (2010) mostram que as DCs que fagocitaram DCs em
apoptose sdo capazes de expandir populagcbes de células com propriedades
reguladoras in vitro. Nesse caso houve expansdo de células CD4'Foxp3® que
produzem altas quantidades de TGF-B e suprimem a proliferacdo de células CD4" in
vitro, demonstrando a capacidade das células apoptoticas na inducdo de
imunossupressao.

Nesse contexto, estudos anteriores no nosso laboratério mostraram um aumento

expressivo da porcentagem de células T CD4'CD25 Foxp3* quando células totais do
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linfonodo foram co-cultivadas com DCs imaturas ou maduras previamente incubadas ou
ndo com células alogénicas em apoptose (Marguti et al., 2009). Apesar da observagéo
de que todas as condi¢cOes experimentais levaram a expansao da populacdo de células
CD4'CD25'Foxp3*, quando comparadas a populagdo de células Treg do linfonodo, a
maior efichcia na expansdo destas células foi vista quando as iDCs pulsadas com
timécitos alogénicos em apoptose, foram cultivadas com células dos linfonodos. No
entanto, apesar da significativa expanséo dessas células in vitro, ndo h& dados sobre a
capacidade reguladora das mesmas. Sendo assim nos propomos a caracterizar
funcionalmente essa populacdo de Tregs geradas in vitro na modulacdo da resposta

imune in vitro e in vivo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade supressora de células T CD4'CD25" geradas a partir de co-
cultura de células dendriticas com células de linfonodo, ambas de camundongo BALB/c,
na presenca de células alogénicas (camundongo C57BL/6) em apoptose, ha modulacao

da resposta imune in vitro e in vivo.
2.2 Objetivos especificos

e Gerar células T CD4'CD25'Foxp3" a partir da co-cultura de células
dendriticas, pulsadas com timdcitos em apoptose no contexto alogénico e
singénico, com células de linfonodo de camundongos BALB/c;

e Determinar a necessidade de contato entre as células dendriticas e as
células de linfonodo para a inducéo de células T CD4"CD25 Foxp3™;

e Andlise da producao de citocinas nas condicfes experimentais de geracao
de células T CD4"CD25"Foxp3™;

e Determinar a capacidade supressora das células CD4'CD25" geradas in
vitro em ensaios de proliferacdo frente a estimulos especificos e
inespecificos.

e Determinar a capacidade supressora das células CD4'CD25" geradas in
vitro na modulagéo da resposta imune in vivo em ensaios de transferéncia

adotiva de células para animais linfopénicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c, C57BL/6, BALB/c DO11.10 e BALB/c
Nude fémeas, todas de seis a oito semanas de vida, obtidas e mantidas no biotério de
animais isogénicos do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Séao
Paulo. Os procedimentos realizados estdo de acordo com 0s principios éticos adotados
pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL) e foram

aprovados pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA).
3.2 Geracéao de células dendriticas

Camundongos BALB/c fémeas foram sacrificados em camara de CO, e tiveram
seus fémures retirados e mantidos em meio de cultura DMEM (Dubelcco’s Modified
Eagle’s Medium — Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA). As células da medula
Ossea foram retiradas com jatos de meio de cultura com o auxilio de seringa e agulha.
As células foram centrifugadas e ressuspendidas em meio de cultura DMEM completo,
suplementado com 0,1mM de aminoacidos nao essenciais, 0,1mM de vitaminas, 2mM
de L-glutamina, 100pg/mL de gentamicina, 0,05mM de 2-mercaptoetanol, 1mM de
piruvato de sédio, todos da Gibco BRL (Rockville, USA) e 5% de soro fetal bovino
(Hyclone, USA). A concentracdo das células foi ajustada de modo a obter-se 2x10°
células por mL e 5 mL dessa suspensado foram colocados por poco de placas de 6
pocos. Foram adicionados a cada po¢co 10ng/mL de GM-CSF recombinante murino
(Pharmigen, San Diego, CA, EUA). As células foram mantidas a 37°C em atmosfera
umida com 5% de CO, por 7 dias. Apos 4 dias, foi adicionada nova dose de 10ng/mL de
GM-CSF em 4 mL de meio de cultura novo. Quando necessario para as diferentes
condi¢cdes experimentais, as células dendriticas foram estimuladas no sexto dia com
1ug/mL de LPS (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).
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3.3 Obtencéao de células apoptoticas

Foram retirados timos de camundongos C57BL/6 e BALB/c fémeas de trés
semanas de idade. Os timos foram macerados, as células contadas e suspensao
celular foi plaqueada. Foi adicionado a cada um dos pocos 10 de dexametasona e as
células foram mantidas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO; por 4 horas.
Passado este periodo, as células foram lavadas com meio de cultura para completa
remocao da dexametasona.

Para a andlise da apoptose, foram utilizados 5x10° timécitos 4 horas apds o
tratamento com dexametasona e ap6s 18 horas a 37°C em atmosfera imida com 5%
de CO,. As células foram ressuspendidas em condi¢cdes para marcagdo com Anexina-V
— PI (iodeto de propideo) e HFS (Hypotonic Fluorescent. Solution, contendo de iodeto

de propideo) para determinacdo da apoptose no citdmetro de fluxo.
3.4 Cultura de células dendriticas e tim6citos em apoptose

Ap6s a lavagem para remocdo da dexametasona, 10’ timécitos em apoptose
(alogénicos ou singénicos) foram adicionados a cada poco contendo as células
dendriticas derivadas de células da medula 6ssea (propor¢ao 1:5 DC:timécitos). A placa

foi mantida a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO, por 18 horas.
3.5 Co-cultura de células dendriticas com células de linfonodo

A cultura de células dendriticas incubadas com células em apoptose foi lavada
com meio DMEM, para a retirada das células em apoptose, e depois de centrifugadas e
ressuspendidas em meio DMEM completo, as células dendriticas foram co-cultivadas
com 1x10’ células de linfonodo singénico na proporcédo de 1:5 (célula dendritica: célula
linféide) por 5 dias. A cultura foi feita com o0 método convencional e transwell (Corning®
NY, EUA), para determinar na necessidade de contato entre as DCs e as células de

linfonodo para a geracdo e expansao de células CD4"CD25"Foxp3"~.
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Figura 1. Protocolo experimental utilizado para a derivacdo de células dendriticas e posterior cultura
com linfécitos T.

3.6 Citometria de fluxo

Para a avaliacdo de moléculas de superficie, as células obtidas da co-cultura de
células dendriticas e células de linfonodo foram incubadas com 80uL de sobrenadante
de cultura do hibridoma 24G2 contendo anticorpos anti-CD16/32 (bloqueador de
receptor Fc) por trinta minutos a 4°C. Apdés trinta minutos, as células foram incubadas
com anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromo (FITC, PE ou Cy) especificos
para as moléculas de superficie anti-CD11c-PE, anti-CD40-FITC, anti-CD80-FITC, anti-
CD86-FITC, anti-MHC classe I (I-Ad)-FITC anti-CD4-Cy, anti-CD25-FITC, anti-CD25-
PE, anti-CD44-PE, anti-CTLA-4-PE, anti-CD69-PE, anti-CD122-PE, anti-GITR-PE, anti-
CD62L-FITC, todos na concentracdo de 0,5ug/10° células.

Para a andlise de Foxp3 intracelular pelas células T CD4"CD25" foi utilizado o kit
comercial “PE anti-mouse/rat Foxp3” (ebioscience, San Diego, CA, EUA). As células
foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD4-Cy, anti-CD25-FITC utilizando o
mesmo protocolo descrito acima. Apds a marcacao dos receptores de superficie CD4 e
CD25, as células foram fixadas e permeabilizadas de acordo com as orientagdes do
fabricante. ApOs esse processo as células foram marcadas com o anticorpo monoclonal
anti-Foxp3-PE. Passado o periodo de incubacédo, as amostras foram lavadas com PBS
contendo 3% de soro fetal bovino e ressuspendidas em 300uL de PBS. A aquisicéo e
analise das amostras foram feitas em citometro de fluxo FACScalibur e FACScanto
(Becton & Dickinson, Mountain View, CA, EUA), com aquisicdo de 200 mil eventos

dentro do “gate” de linfocitos, e analisadas utilizando o software F*°“Jo (Tree Star).
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3.7 Anélise da producdao de citocinas por células dendriticas

A analise da producao de IL-10 e IL-2 foi realizada utilizando-se o kit comercial
BD OptEIA da BD Biosciences (San Diego, CA, EUA). Placas com propriedade de alta
ligacdo (Corning, NY, EUA) foram sensibilizadas com 50uL do anticorpo de captura
diluido em tampéo fosfato de sédio (pH 6,5) por 18 horas a 4°C . Apds esse periodo, 0s
pocos foram bloqueados por 1 hora com 100uL de PBS contendo 0,05% de Tween 20
(PBS-T) e 10% de soro fetal bovino. Apds o bloqueio, as placas foram lavadas oito
vezes com PBS-T e em cada pog¢o foram adicionados 50uL das amostras ou do
recombinante murino (IL-10 e IL-2) em diluicbes seriadas a partir de 4000 pg/mL para
IL-10 e 1000 pg/mL para IL-2 em meio DMEM suplementado. As placas foram
incubadas por 2 horas a temperatura ambiente e apds o periodo de incubacédo, foram
realizadas oito lavagens com PBS-T. Aos pocos foram adicionados 50uL de uma
solucdo contendo o anticorpo de deteccdo biotinilado e estreptoavidina conjugada a
peroxidase, permanecendo por um periodo de 1 hora a temperatura ambiente. As
placas foram lavadas oito vezes com PBS-T e 50uL da solucdo TMB (Pharmigen, San
Diego, USA), foram adicionados a cada poco, seguido de 30 minutos de incubacao a
temperatura ambiente no escuro. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 50uL de
solucédo 1M de H3PO,. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 450nm.

Para a analise da producdo de TGF-B, foi utilizado o kit TGF-B1 Epmax
Immunoassay System (Promega, Madison, WI, USA) segundo as instru¢cdes do
fabricante. Placas com propriedade de alta ligacdo (Corning, NY, EUA) foram
sensibilizadas com 100uL do anticorpo de captura diluido em tampéo
carbonato/bicarbonato 0,1M (pH 9,6) por 16 horas a 4°C . Apds esse periodo, a placa
foi lavada trés vezes com tampéao de lavagem (20mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 0,05%
Tween 20) os pocos foram bloqueados por 1 hora, a temperatura ambiente, com 200puL
do tampéao “TGF-f Block Buffer” fornecido pelo fabricante. As amostras foram tratadas
com 1 uL de HCI 1N e ap6s 15 minutos, foram neutralizadas com 1 pL de NaOH 1N.
Esse tratamento € necessario para que o TGF-B inativo seja convertido em sua forma
ativa, reconhecida pelos anticorpos presentes no kit. As amostras foram incubadas

durante 2 horas a temperatura ambiente e lavadas trés vezes com tampéo de lavagem.
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Apés as lavagens, foram adicionados 100uL por poc¢o do anticorpo secundério anti-
TGF-B (diluido 1:1000 no tampéao “TGF- sample Buffer”, fornecido pelo fabricante) e a
placa foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Novamente, apds o periodo de
incubacédo, a placa foi lavada trés vezes com tampdo de lavagem. A seguir, foram
adicionados 100puL por poc¢o do anticorpo de detecgdo conjugado a peroxidase (diluido
1:100 no tampao “TGF-B sample Buffer”, fornecido pelo fabricante). A placa foi
incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada 3 vezes
com tampao de lavagem e 100 pL da solucdo TMB (Pharmigen, San Diego, USA),
foram adicionados a cada poco, seguido de 30 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente no escuro. A reacédo foi interrompida pela adi¢cdo de 50ul de solucdo 1N de
HCI. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 450nm.

O limite de detecgéo para as citocinas foram de 0,01 ng/mL para a IL-2, 0,032
ng/mL para a IL-10, 0,097 ng/mL para o TGF-3, 0,098 ng/mL para a IL-6 e 0,021 ng/mL
praalL-17.

3.8 Sorting de células CD4'CD25"

A separacéo das células CD4'CD25" geradas in vitro e isoladas de linfonodo de
animais naive foi realizada por meio da utilizacdo do citometro de fluxo FACSvantage
(Becton & Dickinson, Mountain View, CA, EUA). As células provenientes da cultura de
células dendriticas imaturas. pulsadas com timdcitos alogénicos em apoptose, e
posteriormente co-cultivadas com células de linfonodo foram incubadas com anticorpos
para a marcacdo das moléculas de superficie CD4 e CD25 como protocolo descrito
anteriormente. Estas células foram ressuspendidas em meio DMEM completo para
posterior separacdo das fragdes CD4'CD25" e CD4'CD25". Para a coleta das fracbes
CD4'CD25" e CD4'CD25" foi utilizado meio DMEM completo com 10% de soro fetal
bovino (Hyclone, USA).

3.9 Ensaios de proliferacéao
Para determinacdo do potencial supressor das células foi utilizado um ensaio de

proliferacdo envolvendo células respondedoras de camundongos BALB/c e células alvo
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de C57BL/6. Para isso realizamos a marcacao das células respondedoras com CFSE
(do inglés Carboxy-fluorescein diacetate, succinimidyl Ester) segundo protocolo descrito
abaixo.

Bacos de camundongos BALB/c foram retirados e as células foram
ressuspendidas em tampéo de lise para as hemécias com 0,83% tris-amonio cloridrico
e apdés 4 minutos em temperatura ambiente, as células foram lavadas com PBS. As
células foram ressuspendidas em meio DMEM sem soro fetal bovino. Foi adicionado
CFSE para concentracao final de 2uM para o total de células do baco. As células foram
incubadas a 37°C e ap6s 15 minutos foram lavadas com meio DMEM 5% SFB. As
células foram ressuspendidas em meio DMEM 5% SFB e incubadas a 37°C e apos 10
minutos foram lavadas com meio DMEM 5% SFB. ApGs o protocolo de marcacdo com
CFSE as células foram ressuspendidas em DMEM completo e mantidas no gelo para
posterior utilizacdo no ensaio de proliferacao.

Bacos de camundongos C57BL/6 foram retirados e as células foram
ressuspendidas em tampdao de lise para as heméacias com 0,83% tris-amonio cloridrico
e apdés 4 minutos em temperatura ambiente, as células foram lavadas com PBS. Para
impedir a proliferacdo das células alvo, estas foram irradiadas em fonte de radiacéo
gama (3000 rad). ApGs o protocolo de irradiacdo as células foram ressuspendidas em
DMEM completo e mantidas no gelo para posterior utilizagcdo no ensaio de proliferagéo.

Foram adicionados em cada poc¢o de placa de 96 pocos em fundo U (Costar,
Cambridge, MA, USA) o maximo de 6 x 10° células somando a quantidade de células
respondedoras, alvo e Tregs nas devidas propor¢des. Para o ensaio de alorreatividade,
as proporcoes de células respondedoras e alvo (BALB/c e C57BL/6 respectivamente)
foram 1:1, 1:2 e 1:4 enquanto a proporcao de células respondedoras e Tregs foram de
1:5,1:10 e 1:25.

Para o ensaio policlonal na auséncia de antigeno com aCD3, foram utilizadas 2,5
x 10° células de camundongos BALB/c em proporcédo de 1:5, 1:10 e 1:25 com as Tregs
(respondedora DO11.10 : reguladora). Também foi adicionado a cultura 0,5ug/mL de

anticorpo aCD3 murino (cedido pelo Prof. Gustavo Pessini Amarante-Mendes).
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Para 0 ensaio na presenca de antigeno inespecifico foram utilizadas 2,5 x 10°
células de camundongos DO11.10 com TCR transgénico para OVA em propor¢do de
1:5, 1:10 e 1:25 com as Tregs (respondedora DO11.10 : reguladora). Também foi
adicionado a cultura 100uL de solugdo de OVA na concentragdo de 50ug/mL.

Visando o melhor aproveitamento das células CD4°CD25" isoladas da cultura in
vitro, utilizamos o método de avaliacdo da proliferagdo Cell Proliferation Biotrak ELISA
(GE Healthcare Life Sciences, USA). Como obtivemos um nimero menor de células da
cultura in vitro, a utilizacdo de CFSE ndo nos permitiria avaliar a modulacdo da
proliferacdo exercida pelas Tregs, portanto nos ensaios com as células CD4"'CD25"
geradas in vitro, foi utilizado outro método para a avaliagdo da proliferacdo, o método
de marcacdo com BrdU. Apds o periodo de 72 horas de cultivo celular foram
adicionados a cada pog¢o 10uL BrdU 0,01mM diluido em meio de cultura DMEM seguido
de incubacdo de 2 h a 37°C. Ao final deste periodo, a placa foi centrifugada e os
sobrenadantes foram removidos. Foram adicionados 200uL/poc¢o da solugéo fixadora e
as placas foram mantidas por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, a solucao
fixadora foi removida e adicionados 200 pL do reagente bloqueador (diluido na razéo
1/10 em solucdo Tris/HClI 50mM, contendo NaCl 150mM, pH= 7,4) e feita nova
incubacédo por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi centrifugada
para remocao do reagente bloqueador e adicdo de 100uL da solucéo contendo BrdU-
peroxidase diluido 1/100, e incubada por mais 90 min a temperatura ambiente. As
placas foram centrifugadas e lavadas trés vezes com solugéo fornecida no kit por 15
min. Apos as lavagens, foram adicionados 100 uL/pogo de TMB proveniente do kit e a
placa foi recoberta com papel aluminio por 5 min a temperatura ambiente. A reagao foi
interrompida com 25uL/poco da solucéo de acido sulfarico 1M e lida em filtro de 450 nm

em espectrofotdmetro.
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3.10 Avaliacio da capacidade supressora das células CD4'CD25" em modelo

in vivo

Para determinar a capacidade supressora das células CD4'CD25" geradas in
vitro na modulacdo da resposta imune in vivo, estabelecemos um modelo de
autoimunidade utilizando camundongos BALB/c Nude fémeas (seis semanas de vida)
para a transferéncia de células CD4'CD25- e CD4"CD25" isoladas da cultura in vitro.
Trés meses apOs a transferéncia das células (12 semanas), os oOrgaos-alvo de
autoimunidade como estdbmago, intestino grosso, rins e figado, foram retirados para
andlise histoldgica, via coloracdo das laminas com hematoxilina e eosina, para a
identificacdo do infiltrado celular nos mesmos. Os grupos experimentais realizados
foram: camundongos que receberam apenas células CD4"CD25- (0,8 x 10° por animal),
camundongos que receberam células CD4*CD25- (0,8 x 10° por animal) e CD4*CD25"
(0,2 x 10° por animal) e os animais que n&o receberam nenhum inéculo de células.
Todas as células utilizadas para a transferéncia foram geradas in vitro, passaram por
sorting em citbmetro de fluxo FACS Vantage (Becton & Dickinson, Mountain View, CA,

EUA), e foram inoculadas por via intravenosa pelo plexo ocular.
3.11 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente com o teste Student T e
ANOVA, com poés-teste de Tukey, com auxilio do programa Graphpad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS
4.1 Expressio de CD25 e Foxp3 nas células CD4"

Como ja demonstrado por dados preliminares obtidos em nosso laboratério, ha
aumento na populagdo CD4'CD25" e CD4'CD25'Foxp3* apds cultivo das células
dendriticas pulsadas com aloantigeno, com células totais de linfonodo. Aqui também
demonstramos o aumento da populagdo CD4'CD25" e CD4'CD25 Foxp3* em todas as
condi¢cdes experimentais quando comparadas a mesma populacdo de células do
linfonodo do animal naive. Entretanto as células dendriticas imaturas na presenca do
aloantigeno foram as mais eficientes em expandir a populacdo de células
CD4'CD25'Foxp3*. A figura 2 mostra o aumento da populagdo CD4'CD25" e
CD4"CD25'Foxp3” na cultura de iDCs pulsadas com timdcitos singénicos e alogénicos
em apoptose quando comparada com as mesmas populacdes presentes nos linfonodos
do animal naive (BALB/c) e também com a cultura de DCs imaturas com as células de
linfonodo, sem estimulo com células em apoptose.

Para determinar se a natureza do antigeno com o qual as DCs foram pulsadas é
capaz de influenciar a geracdo de células com fenétipo regulador, foram utilizados
timocitos singénicos (BALB/c) em apoptose como fonte de antigeno para as células
dendriticas. Como demonstrado pela figura 2, houve aumento na populacdo
CD4'CD25'Foxp3'quando as DCs foram pulsadas com timdcitos singénicos em
apoptose, todavia em menor quantidade, quando comparados aos ensaios com
timécitos alogénicos. A figura 2 mostra a comparacdo entre a populacédo
CD4'CD25'Foxp3” gerada somente com iDCs, com a utilizagdo de antigenos
alogénicos, singénicos e a populacao ja existente no linfonodo naive. Na geracao de
células CD4"CD25"Foxp3* no contexto singénico observamos que este aumento ndo é
estatisticamente significante, sendo proximo da porcentagem das Tregs ja existentes no
linfonodo naive (figura 3). Na figura 3 observamos a capacidade das células alogénicas
em expandir as células CD4'CD25'Foxp3* em todas as condi¢cdes experimentais
utilizadas com diferente estimulacdo das DCs indicando a maior eficiéncia do contexto

alogénico para a geracao e expansao de células com fenétipo regulador.

45



8 507

Ql o e
v 0 0 10 10 10
FL¥H:CDe
CD4
LN Naive iDC iDC+ALO iDC +SIN
10 10 ()
10 10 (]
N ] 3 s 1@ @
z 10 3 10 :‘IO
E 549 | 3 - 947
g 10 10 10 10
QO
10 v T - 10 10 —r T -~ 10
10 10 10 10 10 10 10 10 10 0 10 10 " 0 0 10 0 10° 10 10
FLI-N:CD2S e FLIH:C D25 FITC FLI-H:CD2S FLISH:CD2S
CD25

~
r

FLI-H:CD2S
FLI-H:CO2S

CD25

10 10

=] 10 10
FLOH: Fop3 FLOH:Fomp3

Foxp3
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Figura 3. Andlise das diferentes populacdes celulares determinadas por citometria de fluxo. Células de
linfonodo foram cultivadas juntamente com células dendriticas imaturas (iDC), células dendriticas imaturas
pulsadas com células em apoptose (iDC*APO), células dendriticas maduras (estimuladas com 1ug/mL de
LPS) (mDC) ou células dendriticas maduras (estimuladas com 1 pg/mL de LPS) e pulsadas com células em
apoptose (MDC APO). A: comparagao entre a populacdo de células CD4"CD25" geradas com a utilizagéo de
timdcitos alogénicos e singénicos em apoptose. B: Comparagéo entre a populacéo de células CD25 Foxp3”
geradas com a utilizagdo de timdcitos alogénicos e singénicos em apoptose. Dados analisados com o teste

estatistico de Student T. *p<0,05, **p<0,005, # p<0,005 para a comparagdo pareada alo X sin.
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4.2 Caracterizacio das células T CD4'CD25" geradas em cultura in vitro

Como as células T obtidas da cultura de DCs pulsadas com células alogénicas
em apoptose apresentaram alta expressao de marcadores de células T reguladoras
como o CD25 e Foxp3, avaliamos também a expressdo de outros marcadores de
ativacdo de células T e de células reguladoras como CD122, CD69, CD62L, CD44,
CTLA-4 e GITR.

Na figura 4 podemos observar, a partir de células CD4", a alta expressdo de
CD122, cadeia B do receptor para a IL-2, tanto nas células CD25™" quanto nas
CD25"", indicando a expressado de parte do receptor de alta afinidade para a IL-2 por
estas células geradas in vitro. A expressdo de CD69 também se mostrou alta nas
células CD25", indicando fenotipo de ativacéo celular precoce. O fenétipo de ativacdo
pode ser confirmado pela alta expressdo de CD44 também nas células CD25". O
marcador CD62L mostrou-se presente nas células CD4" tanto CD25" quanto CD25-,
mas a populacdo CD25" apresenta uma variacdo da expressdo deste marcador,
populaces CD62L"" e CD62L"". As células CD25" também apresentaram expressao
de CTLA-4 e GITR, marcadores tipicos de células reguladoras.

Com estes resultados podemos dizer que além da expressédo de CD4, CD25 e
Foxp3, as células geradas in vitro possuem fenétipo de células ativadas, sugerindo que
o modelo experimental utilizado é capaz de gerar tanto células com fenétipo de ativacao

precoce e tardia, quanto células com fendtipo regulador.
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4.3 Avaliacao da apoptose em timocitos

Para determinar a viabilidade dos timdcitos singénicos e alogénicos adicionados
a cultura de células dendriticas, utilizamos métodos de determinacdo da apoptose como
a marcacdo com Anexina-V juntamente com iodeto de propideo, e HFS. A figura 5
mostra que apoés a incubacéo de 4 horas com a dexametasona aproximadamente 30%
dos timacitos singénicos iniciam a externalizacdo da camada de fosfatidilserina da
membrana plasmatica, indicando eventos iniciais da apoptose. Neste mesmo momento,
28% dos timocitos alogénicos se mostram positivos para a marcagcdo com Anexina-V.
Para garantir que durante a co-cultura com as células dendriticas, os timocitos estavam
realmente em apoptose, ap0s o estimulo com dexametasona, realizamos diversas
lavagens com meio DMEM e deixamos os timdcitos em cultura por 18 horas, periodo
pelo qual as DCs ficam em contato com os timécitos, e fizemos a mesma marcagao
com Anexina-V-PIl, HFS e PI. ApGs as 18 horas de cultura, aproximadamente 70% dos
timocitos de ambas as linhagens murinas eram positivos para Anexina-V, garantindo
que durante a cultura com as DCs os timdcitos entram em apoptose e podem ser
fagocitados.

A marcacdo com HFS e Pl é capaz de confirmar outro evento da apoptose, a
fragmentacdo de DNA, apesar de ser um evento mais tardio deste processo de morte
celular. Nas primeiras 4 horas de estimulo com a dexametasona, pouco mais de 2%
dos timdcitos singénicos apresentavam fragmentacdo de DNA, e dos timdcitos
alogénicos, aproximadamente 10% mostravam este evento da apoptose. Apés as 18
horas de cultura, mais de 90% dos timdcitos apresentavam fragmentacdo de DNA,
confirmando que estas células entraram em apoptose (Figura 6). Com estes resultados
podemos confirmar que os timoécitos estimulados com dexametasona estdo em
apoptose quando adicionados a cultura de DCs, garantindo a fagocitose de células em

processo de morte celular programada em ambos 0s contextos.
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4.4 Avaliacdo do estado de ativacao das células dendriticas co-cultivadas

com timaocitos em apoptose

O estudo de Steinman et al. (2000) demonstra que DCs que internalizam corpos
apoptoticos ndo passam pelo processo de amadurecimento que consiste no aumento
da expressao de moléculas co-estimuladoras como B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), CD40 e
MHC Il. Para determinar se a diferenca na expanséo de células com fenétipo regulador
nos diferentes contextos alogénico e singénico era dependente do padréo de expressao
de moléculas co-estimuladoras induzidas nas DCs por cada tipo de antigeno,
realizamos analises de citometria de fluxo para avaliar o padrdo de expressao de B7.1
(CD80), B7.2 (CD86), CD40 e MHC Il pelas células dendriticas ap6s o co-cultivo com
timécitos alogénicos e singénicos em apoptose.

Nossos resultados demonstram que a incubagdo das DCs com timdcitos em
apoptose ndao modifica o padrao de expressao de moléculas co-estimuladoras (figura 7
e tabela 1). Este fenbmeno é observado tanto com a incubacdo com timécitos
alogénicos quanto com os timécitos singénicos em apoptose. As DCs que foram
incubadas com timocitos em apoptose mostram padrdo de expressao de moléculas co-
estimuladoras semelhante ao das DCs imaturas, mostrando que as células apoptéticas,
tanto alogénicas quanto singénicas tém a capacidade de nao induzir o processo de
maturacéo nas células dendriticas.

Neste experimento também demonstramos que a internalizacdo de corpos
apoptéticos pelas DCs é capaz de conferir um carater tolerogénico as mesmas, fato que
pode ser comprovado pela resisténcia a maturacao pelo LPS. As iDCs foram incubadas
por 18 horas com timdcitos em apoptose, em ambos 0s contextos, e apos este periodo,
adicionamos 1 pg/mL de LPS. Apos 24 horas, recolhemos as células e realizamos a
marcacao para moléculas co-estimuladoras. Podemos ver que as DCs que fagocitaram
células em apoptose ndo alteram a expressdo de marcadores de co-estimulacéo e,
mesmo com a estimulacdo com LPS, ndo houve aumento destes mesmos marcadores
(figura 7). A tabela 1 mostra a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) das

diferentes moléculas co-estimuladoras nas diferentes condi¢cfes de cultura das DCs. A
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diferenca apresentada pela figura de histogramas fica mais evidenciada com a MIF,
uma vez que as DCs que fagocitaram corpos apoptéticos ndo aumentam a expressao
das moléculas co-estimuladoras analisadas. Estes resultados sugerem que as células
apoptoticas sao capazes de induzir DCs tolerogénicas e este poderia ser 0 mecanismo

pelo qual as DCs conseguem expandir células com propriedades reguladoras.

Tabela 1. Média da intensidade de fluorescéncia das células CD11c" para as diferentes moléculas
co-estimuladoras expressas em DCs apoés os diferentes tratamentos.

Média de
intensidade de
fluorescéncia (MIF)

Média de intensidade

Cultura de DC énci
uitura de BLS de fluorescéncia (MIF)

Cultura de DCs

iDC CD80 34,98 iDC+SIN CD80 35,83
iDC CD86 25,4 iDC+SIN CD86 23,67
iDC CD40 42 iDC+SIN CD40 40,31
iDCMHC I 21,9 iDC SIN MHC I 20,52
mDC CD80 103,03 iDC'ALOLPS CD80 62,62
mDC CD86 73,56 iDC+ALO+LPS CD86 32,63
mDC CD40 227,2 iDC+ALO+LPS CD40 91,36
mDC MHC I 44,15 iDC+ALO+LPS MHC I 26,18
iDC+ALO CD80 42,68 iDC+ SIN+LPS CD80 46,99
iDC+ALO CD86 30 iDC+ SIN+LPS CD86 33,54
iDC+ALO CD40 66,86 iDC+ SIN+LPS CD40 44,07
iDC+ALO MHC I 24,92 iDC+ SIN+LPS MHC I 24,09
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4.5 Analise da producdao de citocinas pelas células em cultura

A producéo de IL-2 foi analisada na cultura de células dendriticas antes e apos a
adicdo de células de linfonodo total. A figura 8 mostra que na cultura de células
dendriticas imaturas ndo foi detectada a producao da citocina, mas quando as células
dendriticas entraram em contato com células alogénicas em apoptose ou foram
estimuladas para maturacdo com a adicdo de LPS, houve aumento na producédo da
mesma. Este aumento foi maior na condicdo na qual as células dendriticas maduras, ja
estimuladas com LPS, receberam células alogénicas em apoptose. No sobrenadante
das co-culturas de células dendriticas com células de linfonodo ha uma queda na
producdo de IL-2 em todas as condicdes, exceto nas dendriticas imaturas onde ha
aumento nessa producdo, o que nos leva a crer que haja consumo desta pelos
linfécitos presentes, e que esta citocina pode estar envolvida com a expansao das
células CD4'CD25"Foxp3”.

A producéo de IL-2 também foi analisada apds co-cultura de iDCs, pulsadas com
antigenos alogénicos ou singénicos, com células de linfonodo. A condi¢do experimental
que apresentou a maior concentracao de IL-2 foi a cultura na qual as iDCs haviam sido
pulsadas com timdcitos alogénicos em apoptose, como mostra a figura 8. A fonte da
producdo de IL-2 ndo foi analisada, mas podemos especular que 0s antigenos
alogénicos podem ativar os linfocitos T naive e induzir a producéo de IL-2, visto que a

producéo de desta citocina no contexto singénico é bem menor.
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Figura 8. Analise da producéo de IL-2 no sobrenadante das culturas celulares. A: Quantidade de IL-2 em
ng/mL produzida no sobrenadante de cultura de células dendriticas. B: Quantidade de IL-2 em ng/mL
produzida no sobrenadante de cultura de células dendriticas co-cultivadas com células de linfonodo. C:
Quantidade de IL-2 em ng/mL produzida no sobrenadante de cultura de células dendriticas pulsadas com
timécitos singénicos ou alogénicos em apoptose e co-cultivadas com células de linfonodo. (iDC: cultura de
células dendriticas imaturas, iDC*ALO: células dendriticas imaturas pulsadas com células alogénicas em
apoptose, mDC: células dendriticas maduras (estimuladas com 1ug/mL de LPS) (mDC), mDC*ALO:
células dendriticas maduras (estimuladas com 1 ug/mL de LPS), pulsadas com células alogénicas em
apoptose). Teste estatistico de Student T. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0001.
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Os linfécitos T reguladores séo conhecidos por sua capacidade supressora que
engloba desde mecanismos imunossupressores diretamente nas células auto-reativas
como a producéo de citocinas como IL-10 e TGF-f, importantes para manutencao da
auto-tolerancia, até a inducéo de outras células com capacidade reguladora (Qiao et al.,
2007). Ainda, o microambiente de citocinas pode determinar o destino das células ali
presentes, podendo direcionar a diferenciacdo e expansdo de certos tipos celulares.
Para saber se no microambiente de expansdo de células CD4'CD25"Foxp3* havia a
producdo de citocinas imunossupressoras, tanto produzidas pelas DCs quanto pelos
linfécitos adicionados a cultura, fizemos a dosagem de IL-10 e TGF-B no sobrenadante
da cultura de DCs nas diferentes condi¢des experimentais e no sobrenadante da cultura
de DCs ja com os linfocitos T.

A producdo de IL-10 foi analisada nas culturas de células dendriticas imaturas
pulsadas com antigenos alogénicos ou singénicos. Nao houve diferenca significante
entre a producdo de IL-10 nos dois contextos, sugerindo que esta citocina ndo estaria
relacionada com a expansdo diferencial de células com fendtipo regulador nos
diferentes contextos. J& a producdo de TGF-B mostrou diferencas nos diferentes
contextos e também quando comparamos as culturas somente de DCs e a cultura de
DCs com linfocitos T (figura 9).

A producdo de TGF-B foi analisada no sobrenadante das culturas de DCs nos
diferentes estados de ativacdo e nos diferentes contextos. Quando observamos a
producdo desta citocina acima do basal detectado nas culturas na presenca de soro
fetal bovino, podemos ver a maior deteccdo da citocina quando as DCs foram
estimuladas com 1pyg/mL de LPS e co-cultivadas com timocitos alogénicos em
apoptose. Quando foram adicionados os antigenos singénicos, a producdo de TGF-$ na
cultura de células dendriticas imaturas foi abaixo do limite de deteccéo. Ja na cultura de
DCs com linfocitos, a producao total de TGF-f diminui um pouco (em ng/mL) em todas
as condicbes, mas mesmo assim ainda ha diferencas entre os contextos singénico e
alogénico. Com a adicao de linfocitos a cultura, houve producédo de TGF-B na cultura

com as DCs imaturas pulsadas com timdcitos singénicos em apoptose. Entretanto, com
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a metodologia utilizada ndo conseguimos distinguir qual célula produz qual citocina

(figura 9).
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Figura 9. Andlise da producédo de IL-10 e TGF-B no sobrenadante das culturas celulares. A: Quantidade
em ng/mL de IL-10 dosada no sobrenadante de cultura de células dendriticas imaturas, pulsadas com
timécitos alogénicos e singénicos em apoptose, co-cultivadas com células de linfonodo. B: Quantidade
em ng/mL de TGF-p dosada no sobrenadante de cultura de células dendriticas (dados representam
producdo da citocina acima do basal detectado na cultura com meio de cultura contendo soro fetal
bovino). C: Quantidade em ng/mL de TGF-B dosada no sobrenadante de cultura de células dendriticas
imaturas co-cultivadas com células de linfonodo. (iDC: cultura de células dendriticas imaturas, iDC*ALO:
células dendriticas imaturas pulsadas com células alogénicas em apoptose, mDC: células dendriticas
maduras (estimuladas com 1ug/mL de LPS) (mDC), mDC*ALO: células dendriticas maduras (estimuladas
com 1 pyg/mL de LPS), pulsadas com células alogénicas em apoptose). Teste estatistico de Student T.
*xp<0,005, ***p<0,0005.

Com a estimulacdo de células dendriticas com LPS, ocorre o processo de
maturagéo que faz com que a DC seja preparada para ativagéo do linfécito T. Uma vez
estimulada com LPS, a DC passa a produzir varias citocinas, dentre elas a IL-6 que é
uma citocina proé-inflamatéria produzida em resposta ao reconhecimento de PAMPs por
PRRs na DC. Alguns desses PRRs envolvem os Toll like receptors que reconhecem o
LPS da parede celular de bactérias entre outros componentes de patdégenos (Medzhitov
& Janeway, 2002).
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Apesar do fato das células em apoptose ndo alterarem o padrdo de expresséo de
moléculas co-estimuladoras pelas células dendriticas, a adicdo de timodcitos em
apoptose estimula a producao de IL-6 tanto no contexto singénico quanto no alogénico.
Entretanto, a producédo desta citocina € maior quando as células dendriticas foram
previamente estimuladas com 1lug/mL de LPS por 24h. Quando sdo adicionados os
linfécitos T a cultura, ha diminuicdo na deteccdo de IL-6 nas culturas de células
dendriticas imaturas, sendo detectavel somente quando as DCs foram estimuladas com
LPS.

Foi relatado recentemente um novo subtipo de linfécito T, o chamado linfécito
Th1l7 que produz altas quantidades de IL-17. Apds varios estudos sobre esse tipo
celular, foi demonstrado que a diferenciacdo desta célula era dependente de TGF-§3 e
IL-6 (Betteli et al., 2006). Para determinar se o modelo experimental utilizado para
geracdo de células T reguladoras era capaz também de induzir a producéo de IL-17,
uma vez que ha producédo tanto de IL-6 quanto TGF-, realizamos a dosagem de IL-17
nas diferentes culturas celulares. A producdo de IL-17 s6 mostrou-se aumentada nas
condi¢cBes experimentais nas quais as células dendriticas foram estimuladas com LPS e
pulsadas com timdcitos em apoptose, assim como a producdo de IL-6. Nas demais
condicBes ndo foram observadas quantidades significantes da citocina. Comparando a
producdo da citocina no sobrenadante das DCs maduras, estimuladas com LPS
somente, ha pouca producédo de IL-17. Entretanto, quando co-cultivamos as DCs com
timécitos em apoptose, tanto singénicos quanto alogénicos, a producdo da citocina
aumenta bastante, indicando que as células em apoptose sédo capazes de induzir mais
de um subtipo de células, os linfocitos T reguladores e algum subtipo celular produtor
de IL-17.
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Figura 10. Andlise da producéo de IL-6 (A) e IL-17 (B) no sobrenadante das culturas celulares. Quantidade em
ng/mL de IL-6 dosada no sobrenadante de cultura de células dendriticas imaturas (iDC), células dendriticas
imaturas pulsadas com células alogénicas ou singénicas em apoptose (iDC'ALO ou iDC'SIN), células
dendriticas maduras (estimuladas com 1ug/mL de LPS) (mDC) ou células dendriticas maduras (estimuladas com
1 ug/mL de LPS) e pulsadas com células alogénicas ou singénicas em apoptose (mMDC*APO ou mDC'SIN) e
com a adicdo de células de linfonodo (DC LT). Teste estatistico de Student T. *p<0,05 **p<0,005, ***p<0,0005
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4.6 Avaliacdo da necessidade de contato célula-célula para a geracao de
células CD4"CD25"Foxp3*

Para que haja a montagem da resposta imune, € preciso que haja a interacéo
entre varios tipos celulares, dentre eles a ativagdo de linfécitos T que requer contato
entre o linfécito e a célula apresentadora de antigenos. Ainda, sem a participacdo de
moléculas co-estimulatérias, o linfocito T pode ndo se ativar por completo (Dustin,
1998). Existem trabalhos na literatura que demonstram a capacidade de algumas
citocinas como a IL-2, a sinalizacdo via STAT 5 e TGF- de induzir a expressao de
Foxp3 independente da ativacéo do linfocito T via TCR (Zorn et al., 2006, Schramm et
al., 2004). Estes fatos nos levaram a hipétese de que as células com fendtipo regulador
poderiam ser expandidas na auséncia de contato com a APC, se houvessem as
citocinas necessaérias para a indugcdo dos marcadores em questao.

Para determinar se a populacdo de células CD4'CD25'Foxp3* poderia ser
expandida na auséncia de contato com a DC, utilizamos o método Transwell (Corning
NY, EUA) no qual pudemos separar as células dendriticas imaturas, pulsadas com
timécitos alogénicos ou singénicos em apoptose, das células de linfonodo. As
membranas do transwell possuem poros de 0,4 um que permitem a passagem de
citocinas, mas impedem o contato proximo entre as células em cada compartimento do
pOGo.

Como podemos ver na figura 11, quando houve a separacdo das células
dendriticas e das células de linfonodo, a expanséo de células com fenétipo regulador foi
diminuida drasticamente tanto no contexto alogénico quanto no contexto singénico.
Esta diminuicdo pode ser observada tanto na populacdo CD4'CD25" como na
populacdo CD4"CD25'Foxp3*. Podemos ver, também, a perda de parte da expressio
destes marcadores CD4, CD25, e Foxp3 nas células provenientes do linfonodo,
sugerindo que essa expressao constitutiva nas células T € dependente de contato com
APCs. Quando isolamos as culturas, a porcédo de DCs e outras APCs presentes nas

células do linfonodo podem ndo ser suficientes para manter a expressao destes
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marcadores. A dosagem de IL-10 e TGF-f nas condigbes de isolamento das culturas

utilizadas foi abaixo do limite de deteccao.
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Figura 11. Porcentagem da populagdo CD4'CD25'Foxp3* nas diferentes condices experimentais. Alo: cultura
de células dendriticas, pulsadas com timdcitos alogénicos em apoptose, juntamente com células de linfonodo.
Sin: cultura de células dendriticas, pulsadas com timécitos singénicos em apoptose, juntamente com células de
linfonodo. Transwell Alo: cultura de células dendriticas, pulsadas com timdcitos alogénicos em apoptose,
separada da cultura de células de linfonodo por membrana de 24 mm transwell (Corning® NY, EUA). Transwell
Sin: cultura de células dendriticas, pulsadas com timdcitos singénicos em apoptose, separada da cultura de

células de linfonodo por membrana de 24 mm transwell (Corning® NY, EUA).
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4.7 Avaliacdo da capacidade supressora das células CD4'CD25" isoladas

de linfonodos de animais naive

Para determinar se as Tregs geradas in vitro eram capazes de modular a
resposta imune, primeiramente decidimos verificar se células CD4'CD25" isoladas de
linfonodos de animais naive eram capazes de regular um MLR (do inglés mixed
leucocyte reaction) envolvendo alorreatividade. Para isso fizemos o sorting de células
CD4'CD25" de pool de linfonodos do animal naive e adicionamos ao ensaio de
proliferacdo com esplendcitos de BALB/c e C57BL/6 irradidados (descrito em Materiais
e Métodos). Para a determinacdo da proliferacdo, foi realizada a marcacdo dos
esplendcitos de BALB/c com CFSE (do inglés carboxyfluorescein succinimidyl ester) e,
apos 72h, analise em citbmetro de fluxo.

As células CD4'CD25" isoladas de linfonodo de BALB/c naive foram capazes de
modular a resposta alogénica induzida nos esplenécitos de BALB/c pelos antigenos de
C57Bl/6 em concentracdes diferentes de células respondedoras e alvo (1:1, 1.2 e 1:4) e
também em concentracdes diferentes de células reguladoras e respondedoras (1:5,
1:10 e 1:25) (p<0,0001). Na concentracdo de 1:25 de células reguladoras
respondedoras, a proliferacdo comeca a ser restaurada, mas ainda nédo chega ao pico
atingido na auséncia de Tregs. As Tregs isoladas do linfonodo do animal naive também
foram capazes de suprimir a proliferacdo de células CD4" presentes no MLR (p<0,05)
(figura 12).

Também analisamos a producdo de TGF-f no sobrenadante das diferentes
condi¢cbes de supressao e os resultados mostram maior producao da citocina quando
na concentracdo de 1:25 (reguladora:respondedora). Esta citocina poderia estar
relacionada com a supressdo encontrada nas diferentes concentracdes utilizadas de
células reguladoras : respondedoras. Com estes dados, pudemos estabelecer o ensaio
de proliferacdo necessario para avaliar a funcdo das células CD4"CD25" geradas in

vitro.
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Figura 12. Sorting de células CD4'CD25" isoladas de linfonodo de BALB/c naive, supresséo da proliferacdo por células
CD4'CD25" isoladas de linfonodo de BALB/c naive e andlise da produgdo de TGF-B (ng/mL) nas culturas celulares na
presenca de células CD4'CD25" isoladas de linfonodo de BALB/c naive. nTregs: Andlise da proliferacdo de
esplendcitos de BALB/c frente a estimulo alogénico com esplendécitos de C57BI/6 irradiados em diferentes concentragées
diferentes de células respondedoras e alvo (1:1, 1:2 e 1:4) e também em concentracbes diferentes de células
reguladoras e respondedoras (1:5, 1:10 e 1:25). CD4: Andlise da proliferacdo de esplendcitos de BALB/c CD4" frente a
estimulo alogénico com esplendcitos de C57BI/6 irradiados em diferentes concentragdes de células respondedoras e
alvo (1:1, 1:2 e 1:4) e também em concentracdes diferentes de células reguladoras e respondedoras (1:5, 1:10 e 1:25).
TGF-B: Producdo de TGF- em ng/mL em diferentes concentracdes de células respondedoras e alvo (1:1, 1:2 e 1:4) e
também em concentracdes diferentes de células reguladoras e respondedoras (1:5, 1:10 e 1:25). Teste estatistico de

Student T e ANOVA. *p<0,05, ***p<0,0001.
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4.8 Avaliacido da capacidade supressora das células CD4'CD25" in vitro

Inicialmente, o fendtipo regulador induzido pela co-cultura de células de linfonodo
com dendriticas pulsadas com timocitos em apoptose ndo garante que essa populacéo
CD4'CD25'Foxp3” seja realmente de linfocitos T reguladores. Para isso, era preciso
avaliar o potencial funcional destas células. Como descrito nos Materiais e Métodos, as
células CD4'CD25", expandidas pela co-cultura com células dendriticas imaturas
pulsadas com aloantigenos, foram separadas por sorting e preparadas para avaliacao
da capacidade reguladora em ensaios de proliferacéo celular. Optamos por fazer a
separacdo das células CD4'CD25" da condigdo experimental descrita acima, por se
tratar da condicdo na qual houve maior expanséo de células com fendtipo regulador.
Também fizemos o sorting das células somente pela marcacdo com CD4 e CD25, pois
a marcacdo de Foxp3 é intracelular, e para isso € necessario que a célula seja
permeabilizada, inutilizando-a para ensaios futuros.

Para avaliacdo do potencial modulador das células geradas in vitro, utilizamos
um ensaio de proliferacdo que envolve alorreatividade entre esplendcitos de
camundongos BALB/c e C57BL/6 (descrito em Materiais e Métodos). Para detectar a
proliferacédo, utilizamos um kit de incorporagéo de BrdU ( 5-bromo-2-deoxyuridine) que
permite a deteccéo deste composto no DNA recém sintetizado.

No ensaio de alorreatividade, que seria 0 ensaio envolvendo antigenos
especificos para as células geradas in vitro, as células CD4"'CD25" conseguiram regular
a proliferacao dos esplendcitos de BALB/c em diluicdes desde 1:5 até 1:50 (reguladora :
respondedora), em diferentes concentracdes de células respondedoras (BALB/c) e alvo
(C57BL/6) (1:1, 1:2, 1:4 de respondedora : alvo). A maior supressao foi observada na
condicdo na qual as células CD4'CD25" estavam em menor quantidade, quando
comparadas as células respondedoras e as células alvo (figura 13).

Também realizamos um ensaio para determinar a capacidade reguladora destas
células CD4'CD25" geradas in vitro frente a um estimulo policlonal das células
respondedoras. Com a estimulacdo com 0,5 ug de aCD3, houve proliferacdo das
células de camundongo BALB/c, mas na presenca de células CD4'CD25", essa

proliferacéo foi contida, mas conforme a concentracdo destas células diminuiu, de 1:5
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para 1:25 (reguladora : respondedora), o poder regulador foi perdido, mostrando que as
células geradas in vitro sdo capazes de regular de forma inespecifica a proliferagdo com
estimulo policlonal (figura 13).

Para certificar que as células CD4°CD25" geradas in vitro sdo capazes de
regular de forma inespecifica a proliferacdo celular, utilizamos esplendcitos de
camundongos D0O11.10, com TCR especifico para OVA, e estimulamos com solucao de
50 ng/mL de OVA na presenca ou auséncia das células CD4'CD25" separadas por
sorting. Assim como o ensaio de proliferacdo com aCD3, as CD4'CD25" geradas in
vitro foram capazes de regular a proliferacdo dos esplendcitos de DO11.10, mas desta
vez as células reguladoras foram mais funcionais na diminuicdo da proliferacdo na
condicgdo intermediaria de 1:10 (reguladora : respondedora) (figura 13).

Estes dados nos permitem dizer que as células CD4'CD25" geradas in vitro sdo
capazes de modular a proliferacdo de células respondedoras de modo antigeno
especifico, com o ensaio de alorreatividade especifico e também de modo inespecifico,
uma vez que também suprimem a proliferacdo com estimulos policlonais e de
especificidade diferente da qual foram geradas.

Também avaliamos a producdo da citocina imunossupressora TGF-p no
sobrenadante dos diferentes ensaios de supressao, e 0s resultados mostram que nao
houve diferenca significativa na producdo nas diferentes condicdes nos ensaios
utilizados. O Unico ensaio a mostrar alguma diferenca estatistica foi 0 ensaio com
oCD3, mas a condi¢gao na qual houve maior producdo da citocina ndo condiz com a
condicdo onde houve maior supressao da proliferacédo (figura 14). As outras condicdes
dos ensaios de supressao mostraram a producao que quantidades similares de TGF-3
0 que nos sugere que esta citocina nédo esta relacionada com o controle da proliferacao
pelas Tregs isoladas da cultura in vitro. Talvez as estas Tregs geradas no contexto
alogénico in vitro sejam capazes de controlar a proliferagdo com o auxilio de outros

mecanismos, provavelmente que envolvem contato entre a célula reguladora e efetora.
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Figura 13. Sorting de células células CD4'CD25" isoladas de linfonodo de BALB/c naive e analise do potencial modulador das
células CD4"CD25" geradas in vitro. BALB/c X B6: Proliferacdo de esplendcitos de BALB/c estimulados com esplendcitos de
C57BI/6 irradiados (em diferentes concentragdes respondedora:alvo 1:1, 1:2, 1:4) em MLR com células CD4'CD25" geradas in
vitro também em diferentes concentragdes (reguladora:respondedora 1:5, 1:10, 1:25, 1:50). aCD3: Proliferacdo de esplendcitos
de BALB/c estimulados com 0,5 ug de aCD3 em MLR com células CD4"CD25" geradas in vitro em diferentes concentragdes
(reguladora:respondedora 1:5, 1:10, 1:25). DO11.10"OVA: Proliferacéo de esplendcitos de DO11.10 estimulados com 50 pug/mL
de OVA em MLR com células CD4"CD25" geradas in vitro em diferentes concentracdes (reguladora:respondedora 1:5, 1:10,
1:25). Supresséo Tregs: Porcentagem de supress&o da proliferacdo com a adicdo das células CD4'CD25" geradas in vitro. *
p=0,0124, *** p<0,0001, ### p=0,0007. Teste estatistico de ANOVA. 68
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Figura 14. Produgé@o de TGF-f em ng/mL nos diferentes ensaios de supressédo. A: Producéo de
TGF-B nas diferentes concentragdes de células respondedoras e alvo (1:1, 1:2 e 1:4) e também em
concentragfes diferentes de células reguladoras e respondedoras (1:5, 1:10, 1:25 e 1:50). B:
Producdo de TGF-f nas condigbes do ensaio de supressdo com aCD3 nas concentragfes
diferentes de células reguladoras e respondedoras (1:5, 1:10 e 1:25). C: Produgdo de TGF-B nas
condi¢cdes do ensaio de supressdo com esplendcitos de DO11.10 estimulados com OVA nas

concentragfes diferentes de células reguladoras e respondedoras (1:5, 1:10 e 1:25). Teste
estatistico de Student T e ANOVA. *p<0,05, **p<0,005.
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4.9 Avaliacdo da capacidade supressora das células CD4"'CD25" in vivo

Para avaliar o potencial regulador in vivo das Tregs isoladas da cultura in vitro,
estabelecemos um modelo de autoimundade com a transferéncia de células
CD4"CD25- isoladas da cultura in vitro em camundongos linfopénicos BALB/c Nude. Os
grupos experimentais realizados foram: camundongos que receberam apenas células
CD4CD25- (0,8 x 10° por animal), camundongos que receberam células CD4'CD25-
(0,8 x 10° por animal) e CD4*CD25" (0,2 x 10° por animal) e os animais que n&o
receberam nenhum in6culo de células.

Apos as 12 semanas de monitoramento dos animais, pudemos observar que os
camundongos que receberam a transferéncia de células tanto efetoras (CD25-), quanto
efetoras apresentaram ganho de peso semelhante aos animais controle pelo periodo de
12 semanas (figura 15A). Os camundongos que receberam somente células efetoras
apresentaram sinais de autoimundade como infiltrado celular no estémago, intestino
grosso, rins e figado (figura 16), mas nao foi observada nenhuma mudanca de peso
significante entre os grupos que receberam células tanto Tregs quanto efetoras, quando
comparados ao grupo controle. Com o acumulo de células mononucleares nos 6rgéos
alvo, podemos dizer que o modelo de inducdo de autoimunidade foi estabelecido,
apesar de os camundongos ndo apresentarem perda de peso decorrente da colite,
causada pelo infiltrado celular no intestino grosso. Uma vez estabelecido, este modelo
pode ser utilizado para a avaliagdo da capacidade supressora das Tregs geradas in
vitro.

Com a inoculagdo conjunta de células CD4'CD25- e CD4'CD25", ndo houve
mudanca no ganho de peso dos animais que, novamente foi similar ao observado nos
animais controle (figura 15A), mostrando que neste caso a presenca ou nao de Tregs
nao influenciou o ganho de peso dos animais. Na figura 16, podemos ver que a
inoculacdo conjunta de Tregs e efetoras € capaz de impedir o acimulo de células
mononucleares nos 6rgaos alvo de autoimunidade. A presenca das Tregs foi capaz de
modular o infilrado celular em todos os o6rgaos analisados, mostrando seu potencial

regulador também em modelo in vivo. Também observamos a capacidade reguladora
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das Tregs isoladas da cultura in vitro, quando comparamos o numero total de células
presentes nos linfonodos inguinais e popliteos dos animais 12 semanas apos a
transferéncia de células (figura 15B). A presenca das Tregs foi capaz de controlar o
namero de células presentes nos linfonodos, e a auséncia destas mostra maior
celularidade nestes érgados. Ja no baco, o resultado é o inverso, pois os camundongos
que recebem células efetoras apresentam a mesma quantidade de células totais
guando comparados aos animais controle (figura 15C). J& os animais que recebem as
Tregs possuem mais células no baco, porém ndo apresentam infiltrado celular nos
orgdos analisados. Os resultados obtidos com estes experimentos nos permitem
concluir que as Tregs geradas in vitro no contexto alogénico sédo capazes de regular a

resposta imune tanto em modelos de supresséo in vitro quanto in vivo.
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Figura 15. Avaliacdo da capacidade reguladora das Tregs isoladas da cultura in vitro. A:
Monitoramento do ganho de peso dos camundongos Nude que receberam a transferéncia de células
CD4'CD25- (0,8 x 10° por animal), CD4'CD25- (0,8 x 10° por animal) e CD4'CD25" (0,2 x 10° por
animal) e os animais que ndo receberam nenhum indculo de células (CTL). B e C: 12 semanas ap0ds
a transferéncia de células os linfonodos inguinais e popliteos (B, e baco (C) foram retirados para

contaaem de células totais. Teste estatistico de Student T. *p<0.05. **p<0.01.
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Figura 16. Cortes histoloégicos dos 6rgdos dos camundongos Nude que receberam a
transferéncia de células CD4*CD25- (0,8 x 10° por animal), CD4"CD25- (0,8 x 10° por
animal) e CD4°CD25" (0,2 x 10° por animal) e os animais que ndo receberam nenhum
indculo de células, somente PBS. A, B e C: Cortes histologicos do estbmago dos animais
que receberam PBS (A), células CD4"CD25- (B) e células CD4'CD25- e CD4'CD25" (C).
D, E, F: Cortes histoldgicos do intestino dos animais que receberam PBS (D), células
CD4'CD25- (E) e células CD4'CD25- e CD4'CD25" (F). G, H, I: Cortes histolégicos do
figado dos animais que receberam PBS (G), células CD4"CD25- (H) e células CD4'CD25-
e CD4'CD25" (1). J, K, L: Cortes histoldgicos dos rins dos animais que receberam PBS (J),
células CD4'CD25- (K) e células CD4'CD25- e CD4'CD25" (L). Cortes em aumento de
200x.
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5 DiscussAo

A interacdo de DCs com linfécitos T € indispensavel para a montagem da
resposta imune. Ja a participacdo de DCs para a geracao de células com propriedades
reguladoras é um assunto interessante e muito estudado ultimamente. Estudos ja
comprovaram que as DCs nédo sé sdo capazes de gerar células Foxp3™ (Yamazaki &
Steinman, 2009), mas sdo as APCs mais eficientes na expansdo de células
CD4'CD25'Foxp3* comparadas com macréfagos e linfécitos B (Yamazaki et al.,
2006b). O protocolo utilizado para expansdo de células com fenétipo regulador foi
capaz de expandir células com alta expressdo de marcadores de ativacdo como
CD122, CD69, CD44, CTLA-4, GITR (do inglés glucocorticoid-induced tumor necrosis
factor receptor) e CD62L pelas células CD4". A expressido de CTLA-4, CD122, CD62L e
GITR estdo de acordo com trabalhos publicados na literatura (Takahashi et al., 2000,
Setoguchi et al., 2005, Fontenot et al., 2003, McHugh et al., 2002). J4 a alta expressao
de CD44 e CD69 sugere que o sistema utilizado para a expansdo de células T
reguladoras também é capaz de gerar células com fendtipo de ativacdo precoce e
tardia.

Para determinar a importancia dos processos de processamento e apresentacao
dos antigenos pelas células dendriticas reproduzimos o mesmo protocolo de expansao
de células CD4'CD25'Foxp3* ja estabelecido (Marguti et al., 2009) sé que utilizamos
timécitos singénicos e alogénicos em apoptose. A apresentacao de antigenos proprios
pelas DCs para os linfocitos T em todas as condi¢des analisadas diminui a expanséo
das células com fenétipo regulador, indicando que a natureza do antigeno em questao
pode alterar o padréo de expansao de certos tipos celulares. Ainda, a apresentacdo de
antigenos proprios para o linfécito T leva a deficiéncia na ativagdo classica deste
linfocito diminuindo assim a populagdo CD4'CD25" que seria a populagido com fendtipo
de ativacdo celular. Em relagdo ao estado de ativacdo das células dendriticas, o
trabalho de Yamazaki, et al. (2006) demonstra que a expansdao de células
CD4"CD25"Foxp3"* é maior quando sio utilizadas DCs maduras, estimuladas com LPS,

0 que nao confere com os resultados obtidos tanto no contexto singénico quanto no
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alogénico onde a maior expanséao deste tipo celular foi observada com a utilizagao de
DCs imaturas.

Ha na literatura trabalhos que mostram que ha o aumento na populacédo de Tregs
no contexto singénico, com apresentacdo de antigenos proprios, e que esse aumento &
dependente de IL-2 que, no caso € exdgena. Este aumento na populacdo reguladora
proporcionado pelas DCs pode ser importante durante uma infeccdo na qual séo
expostos antigenos “self” e “non-self” e as células reguladoras teriam como fungao
evitar o dano tecidual enquanto a infeccdo € contida (Yamazaki et al., 2006). O
protocolo para obtencéo das células CD4"'CD25"Foxp3™ utilizado no presente trabalho
ndo envolve a adicdo de IL-2 exdgena apesar de que a presenca desta citocina possa
contribuir para 0 aumento e manutencéo da populagdo CD4"CD25 Foxp3” tanto in vitro
quanto in vivo e também a sua funcéo supressora (de la Rosa et al., 2004, Thornton et
al., 2004, Fontenot et al., 2005). O estudo de Liu et al. (2010) relata que a utilizagéo de
diferentes contextos entre as DCs e os linfocitos T é capaz de induzir a conversao de
células CD4" em células reguladoras sem a adicdo de citocinas exdgenas.

Com a utilizacdo de timécitos de diferentes linhagens de camundongos (BALB/c
e C57BL/6, H-29 e H-2* respectivamente) o préximo passo foi descobrir se a natureza
do antigeno fagocitado pelas células dendriticas era capaz de alterar o padrdo de
expressdo de moléculas co-estimuladoras das DCs. O padrao de expressdo destas
moléculas induzido pela fagocitose de células apoptéticas ndo mudou com a incubacao
nos diferentes contextos, alias, o estado de ativacdo das DCs ndo foi alterado,
permaneceu igual ao das DCs imaturas, mesmo com a posterior estimulacdo com LPS.

A utilizacdo de células em apoptose teve como intuito inicial prover as células
dendriticas com antigenos exdgenos para determinar a capacidade destes antigenos
em expandir células com fenoétipo regulador. Com a utilizacdo dos dois contextos,
alogénico e singénico, vemos que as ceélulas em apoptose exercem mais funcdes do
que apenas agirem com fonte de antigenos para as DCs. Algum diferencial
apresentado pelas células apoptéticas é capaz de induzir carater tolerogénico as DCs
impedindo que elas amadurecam e dando a elas a capacidade de expandir tipos

celulares com propriedades reguladoras. O fenbmeno observado de auséncia de
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maturagcdo das DCs frente a fagocitose de células apoptoticas esta de acordo com o0s
experimentos de Steinman et al. (2000) que demonstram a auséncia de expresséo de
marcadores de ativacdo apds contato com células em apoptose, conferindo a esta DC a
capacidade de ser tolerogénica e ndo induzir resposta aos antigenos presentes nas
células em apoptose. Também a internalizacdo de corpos apoptéticos é capaz de
conferir a DC resisténcia a maturacao por LPS (Galucci et al., 1999, Sauter et al., 2000
Liu et al., 2006, Peng et al., 2007). Entretanto, ha evidéncias que sugerem o papel das
células apoptoéticas como estimuladoras da maturagdo de DCs e inducédo da producao
de IL-17 (Fransen et al., 2009). O estudo de Kazama et al. (2008) comprova a falta de
maturacdo das células dendriticas quando em contato com células apoptéticas, e
sugere que as células em apoptose nao liberam “sinais de perigo” (do inglés “danger

signals”) como o HMGB1 (do inglés “H'o"

-mobility group box 1 protein) , normalmente
liberado por células em necrose ou em dano tecidual, que induziriam a maturacéo da
DC e inducgéo de resposta imune.

Uma possivel explicacdo para esse efeito das células apoptéticas nas DCs seria
a interacdo com a camada de fosfatidilserina das células apoptoéticas que é capaz de
induzir a producdo de TGF-B1 (Huynh et al., 2002) e modular a maturagcdo de DCs
humanas (Chen et al.,, 2004), possivelmente acarretando no aumento da populacao
CD4"CD25"Foxp3”. Por outro lado, o uso de esplendcitos como células apoptéticas néo
foi capaz de aumentar a populacdo de células CD4'CD25'Foxp3* in vitro, como
observado por Kushwah et al. (2010), sugerindo a importancia do tipo celular e nao
somente a interacdo com a camada de fosfatidilserina das células em apoptose. Outros
grupos também relataram que essa interagdo da DC com a fosfatidilserina nédo é
suficiente para a producao de TGF-B1 (Morelli, 2003, Takahashi, 2003, Chen, 2004). Os
trabalhos de Kushwah et al. (2009) e Kushwah et al. (2010) demonstram a capacidade
de DCs em apoptose em conferir carater tolerogénico as DCs que as fagocitam e
também a expansio de células CD4" Foxp3* com propriedades reguladoras in vitro.
Estes resultados demonstram mais uma vez a importancia das células em apoptose
para a manutencao da tolerancia periférica por iniUmeros mecanismos, seja a agcao nas

DCs ou na expanséo de Tregs.
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A alta expressdo de GITR pelas Tregs geradas in vitro esta de acordo com o
trabalho de McHugh et al. (2002) que diz que tanto as Tregs quanto linfécitos T
expressam constitutivamente este marcador. O fato das células T ativadas também
expressarem altos niveis de GITR faz com que este marcador ndo seja exclusivo de
células T reguladoras, assim como o CD25. Quanto ao ligante deste receptor (GITR
Ligand) a sua expressdo envolve desde DCs derivadas de medula dssea até
macrofagos e linfocitos B (Kim et al., 2003, Tone et al., 2003, Stephens et al., 2004). A
utilizacdo de agonistas de GITR em co-culturas de Tregs e células respondedoras
demonstrou que a estimulacdo de GITR é capaz de impedir a supressdo por parte das
Tregs (McHugh et al., 2002, Stephens et al., 2004). Como as Tregs do animal deficiente
em GITR sao funcionais (Ranchetti et al., 2004), o grupo de Shevach utilizou Tregs e
linfécitos T respondedores para determinar o efeito da estimulacdo deste marcador nas
diferentes populacgdes celulares. Com este estudo, foi descoberto que a estimulacao de
GITR em linfcitos T respondedores é capaz de induzir a proliferacdo dos mesmos. Ja a
estimulacdo de GITR somente nas Tregs foi capaz de induzir a proliferacdo destas e
aumentar a capacidade supressora (Stephens et al.,, 2004). Com estes resultados é
possivel concluir que a estimulacdo de GITR nao € responsavel pela inibicdo da
supressao das Tregs, mas sim € capaz de estimular ambas as populacfes estudadas e
aumentar a capacidade respectiva de cada populacdo. Ja que a estimulacdo deste
marcador por um agonista sollvel é capaz de expandir e aumentar a funcado das Tregs,
uma possivel explicacdo para a expanséo de Tregs in vitro por DCs pulsadas com
células apoptéticas seria a acdo do GITRL, presente nas DCs, no GITR presente nas
células T adicionadas a cultura.

Outro aspecto analisado foi a producéo de citocinas pelas células em cultura. A
producdo de citocinas em um microambiente consegue direcionar a resposta imune
para inumeros padrdes diferentes, portanto para determinar se as citocinas produzidas
nos diferentes contextos e diferentes condicbes experimentais poderiam ser
responsaveis pela expansao dos tipos celulares analisados, analisamos a producao de
varias citocinas que poderiam estar relacionadas com os tipos celulares encontrados

apos a cultura.
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J& foi comprovado por Granucci et al. (2001) que as células dendriticas séo
capazes de produzir e secretar IL-2 e 0s nossos resultados demonstram que a
producdo de IL-2 na cultura de células dendriticas se mostrou alta, mas somente
quando as células dendriticas foram estimuladas com LPS. A adicdo de timdcitos
alogénicos em apoptose foi capaz de induzir a producdo da citocina tanto pelas DCs
maduras quanto imaturas, mas esta producdo € menor do que a observada com as DCs
maduras. Com a adicdo das células de linfonodo, ha a diminuicdo da dosagem da
citocina, provavelmente pelo consumo desta pelos linfécitos T adicionados a cultura.
Neste caso, a maior producdo de IL-2 foi observada com a adicdo de timdcitos
alogénicos em apoptose as DCs imaturas, condi¢do na qual sao observadas as maiores
quantidades de células CD4'CD25'Foxp3*. Este aumento na producido de IL-2 na
cultura exposta a antigenos alogénicos poderia elucidar o fato de que esta condicao
experimental ¢ a mais eficiente na expansdo de células CD4"'CD25"Foxp3”, visto que
as células com potencial regulador necessitam desta citocina para ativacdo e
sobrevivéncia, uma vez que a sinalizacdo intracelular da IL-2 é necessaria para a
expressao de genes envolvidos na regulacdo da resposta imune (Fontenot et al., 2005).
Outros estudos também comprovam a necessidade de IL-2 para a acdo supressora das
células reguladoras (Thornton et al., 2004, Setoguchi et al., 2005, Bradenburg et al.,
2008), como demonstra o estudo de de la Rosa et al. (2004), que sugere que uma das
funcdes supressoras das células reguladoras seria 0 consumo de IL-2, visto que estas
células apresentando alta expressdo de CD25 — cadeia a do receptor para IL-2 —
poderiam privar as células respondedoras, outros linfécitos T, das quantidades de IL-2
necessaria para a sua sobrevivéncia e proliferagéo.

A producdo de IL-10 também foi analisada por ser uma citocina
imunossupressora relacionada com as ceélulas reguladoras. A producdo desta citocina
foi analisada no sobrenadante de culturas de DCs imaturas pulsadas com timécitos
alogénicos e singénicos em apoptose, mas nao houve diferenca na producéo de IL-10
nos diferentes contextos, sugerindo que ndo ha participagdo da citocina na expansao
diferencial de células CD4'CD25'Foxp3*. Estes dados estdo de acordo com o0s

resultados encontrados por Barthlott et al. (2005) que relata haver baixa producédo de
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IL-10 na geracédo de células com fendtipo regulador in vitro. O estudo de Boonstra et al.
(2006) sugere que as células dendriticas mieldides e macréfagos sdo capazes de
produzir IL-10 em resposta a sinalizacédo de Toll-like receptors (TLRs). Entretanto, ndo
foi analisada a producdo de IL-10 no sobrenadante de culturas de DCs estimuladas
com LPS, podendo haver diferenca na producdo da citocina nas condigbes
experimentais que utilizam DCs maduras.

Ja foi descrito na literatura que a sinalizacdo da citocina TGF-f é capaz de
induzir a expressado de Foxp3 juntamente com ativacdo via TCR em linfécitos T (Chen
et al., 2003, Fantini et al., 2004, Fu et al., 2004, Schramm et al., 2004), entretanto, no
nosso modelo, ndo sabiamos se o TGF-B participava ativamente na expansao de
células CD4'CD25"Foxp3”. Para esclarecer um pouco o papel do TGF-B na expansio
destas células com fenoétipo regulador, analisamos a producdo desta citocina no
sobrenadante de culturas de células dendriticas e apds a adicdo de linfocitos T em
ambos os contextos singénicos e alogénicos.

No contexto alogénico, a maior producdo de TGF-B foi observada quando as
DCs foram estimuladas com LPS e pulsadas com aloantigeno. Neste caso as células
em apoptose, apesar de entrarem em contato com DCs previamente ativadas, ainda
sim puderam modular a producdo de TGF-B, uma citocina imunossupressora, talvez
para impedir que a DC ja ativada consiga montar a resposta contra 0s antigenos
presentes na célula em apoptose. Este seria um segundo mecanismo de tolerancia
induzido pelas células apoptodticas. No contexto singénico, houve pouquissima
producdo de TGF-p quando as DCs imaturas foram pulsadas com timécitos alogénicos
em apoptose, provavelmente porque as células dendriticas ja possuem o fendtipo
necessario para a indugdo de tolerancia e ndo precisariam de um segundo mecanismo.

Quando séo adicionados linfécitos T a cultura, o padrao de producédo de TGF-
muda, pois ha o consumo desta citocina pelos linfécitos T além da producdo desta
pelos linfécitos expandidos. Nas DCs estimuladas com LPS houve aumento na
producdo da citocina, mas esta producdo deve ser dos linfécitos adicionados e que
ativados na presenca de TGF-B, passariam a produzir esta citocina também. N&o houve

muita diferenca entre os contextos alogénico e singénico, exceto pela alta producao na
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cultura de DCs maduras pulsadas com timécitos singénicos em apoptose. Esta maior
producdo de TGF-B pode ser atribuida ao mesmo motivo pelo qual ha aumento na
producdo na cultura de DCs maduras, para prevenir a ativacdo de linfocitos T uma vez
que a DC ja esta ativada. Apesar de haver diferencas na producdo de TGF- nas
condigbes experimentais utilizadas para expanséo de células CD4"'CD25"Foxp3*, com
esta metodologia ndo conseguimos detectar qual célula produz qual citocina, portanto,
mais estudos sdo necessarios para entender a funcdo do TGF-B na expansao destas
células com fendtipo regulador. O estudo de Floess et al. (2007) mostra que apesar de
haver inducdo da expressdo de Foxp3 pelas células CD4'CD25" via sinalizacdo do
TGF-B in vitro, essa inducdo pode ndo ser tdo estavel quanto a expressao deste fator
de transcricdo em células reguladoras naturais. As mudancas epigenéticas envolvidas
como a metilacao e acetilacdo de motivos CpG e modificagcdes nas histonas do gene
gue codifica o Foxp3 ndo sao iguais entre as Tregs naturais e as induzidas com TGF-f,
0 éxon da regido conservada do Foxp3 tem menos areas metiladas nas Tregs naturais
do que nas induzidas, dando a ideia de que o gene estaria mais ativo nas Tregs
naturais.

A producdo de IL-6 pelas células dendriticas foi analisada e mostrou-se
aumentada sempre que as DCs foram estimuladas com LPS. Essa producdo esta de
acordo com os dados encontrados na literatura, pois a IL-6 € uma citocina pro-
inflamatoria produzida por células da imunidade inata em resposta a reconhecimento de
padrées moleculares pertencentes a patdégenos por Toll-like receptors (Medzhitov &
Janeway, 2002). Estudos comprovam que a presenca de IL-6 inibe a indugcéo de Foxp3
em linfocitos T naive, inclusive o estudo de Dominitzki et al., 2007 demonstra que a
sinalizacdo pelo receptor soluvel de IL-6, chamada de trans-sinalizagdo, bloqueia a
inducdo da expresséo de Foxp3 em células CD4'CD25" naive. Talvez, a producéo de
IL-6 pelas células dendriticas maduras, estimuladas com LPS, tenha alguma influéncia
na expansdo de células CD4'CD25 Foxp3*, pois as condicdes de expansdo que
utilizam as células dendriticas maduras sdo as que menos conseguem expandir as
células Foxp3®, tanto no contexto singénico quanto no alogénico. Outro trabalho

também demonstra a necessidade da IL-6, juntamente com o TGF- para a geracdo de
81



linfécitos T produtores de IL-17, os Th1l7 (Betteli et al., 2006). No nosso modelo, a
producdo de IL-17 se mostra aumentada somente com a adicdo de timdcitos em
apoptose. Apesar de haver TGF-p e IL-6 no sobrenadante das culturas com células
dendriticas estimuladas com LPS, ndo houve grande producdo de IL-17, quando
comparada com as culturas com adicdo de células em apoptose. Estes dados estédo de
acordo com o trabalho de Fransen et al. (2009) que comprova que a fagocitose de
corpos apoptoticos por células dendriticas leva a maturacdo das mesmas e a producao
de IL-17. Entretanto, no nosso modelo de expansao de células com fendtipo regulador
nao observamos amadurecimento das DCs apds fagocitose de corpos apoptéticos. O
trabalho de Torchinski et al. (2009) também demonstra que a fagocitose de células
apoptoticas por células dendriticas infectadas com bactérias leva a producéo de IL-17.

Apesar de acreditar-se que a ativacdo de linfécitos requer contato entre o
linfécito e a APC, h& na literatura alguns trabalhos evidenciando a possibilidade de
ativacdo do linfocito T apenas pela sinalizacdo de fatores solUveis produzidos pela
APC, como o estudo de MacEwan et al. (2005), Brodbeck et al. (2009) e Chan et al.
(2009) que demonstram que ha producdo de IFN-y por uma populacdo de linfécitos
cultivada in vitro separadamente de macrofagos, pela utilizacdo de membranas
transwell. Para que houvesse a producdo de IFN-y, os linfocitos T teriam que estar
ativados, sugerindo que produtos sollveis produzidos pelos macrofagos da co-cultura
pudessem atravessar a membrana do transwell até os linfécitos e sinalizar para a
ativacdo dos mesmos.

Os nossos dados mostram a necessidade do contato entre a DC e o linfocito T
para que haja a ativacdo deste com a diferenciacdo para célula T com fendtipo
regulador, e estdo de acordo com dados da literatura que assim sugerem (Dustin,
1998). Como esperado, o isolamento das culturas de DC e linfocitos T diminuiu
drasticamente tanto a populacdo CD4'CD25" quanto CD4'CD25"Foxp3" em ambos os
contextos utilizados. O trabalho de Kushwah et al. (2010) demonstra que o isolamento
das culturas de DCs, pulsadas com células em apoptose, e linfocitos T ainda é capaz
de gerar uma populacdo CD4"'CD25"Foxp3™ mesmo sem o contato entre as APCs e

linfécito T. O trabalho em questdo sugere a producao de fatores solaveis que pudessem
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induzir a conversio de células CD4"CD25 Foxp3  em CD4'CD25"Foxp3* como TGF-p e
IL-10. A dosagem destas citocinas nas condi¢des de isolamento das culturas utilizadas
no presente trabalho foi abaixo do limite de detecc¢éao.

Alguns trabalhos na literatura provam que o potencial regulador das células
CD4'CD25'Foxp3* ¢ antigeno especifico, sendo capaz de regular a resposta imune
contra um antigeno restrito (Takahashi et al., 1998, Yamazaki et al., 2006), entretanto
outros estudos também mostram que as Tregs conseguem suprimir respostas de forma
inespecifica (Thornton & Shevach, 2000, Joetham et al., 2009). Os dados obtidos neste
trabalho estdo de acordo com os estudos citados, pois as células CD4'CD25"
separadas por sorting foram capazes de suprimir a proliferacdo de esplendcitos de
camundongo BALB/c de forma especifica e ndo especifica.

As Tregs isoladas de linfonodos dos camundongos BALB/c foram capazes de
suprimir o ensaio de alorreatividade, apesar de ndo terem sido geradas neste contexto.
Isso prova que as células reguladoras presentes no linfonodo do animal naive séo
capazes de suprimir a resposta de forma inespecifica. Essa supressao pode ter sido
mediada pelo TGF-B produzido nas culturas com a presenca de Tregs. Alguns trabalhos
descrevem a acdo supressora de linfécitos T reguladores mediada por TGF-B
(Nakamura et al., 2004, Marie et al., 2005) e este pode ser um mecanismo pelo qual as
Tregs naturais agem.

No ensaio envolvendo alorreatividade as Tregs isoladas da culura in vitro foram
capazes de suprimir a proliferacdo de esplendcitos frente a estimulo alogénico, contexto
no qual foram geradas, em diluicbes de até 1:50 (reguladora : respondedora). Neste
caso as Tregs, por terem sido geradas no contexto alogénico, ndo precisariam estar em
grandes quantidades para suprimir a MLR, ja no caso do ensaio com aCD3, onde o
estimulo é policlonal na auséncia de antigeno, as Tregs foram capazes de regular a
proliferacdo, mas apenas nas menores diluicbes (1:5 e 1:10), recuperando a
proliferacdo na concentracdo de 1:25 (reguladora : respondedora). NOo ensaio com
esplendcitos de DO11.10 e estimulo com OVA, o contexto das células adicionadas a
MLR é o mesmo, pois os esplendécitos sdo de camundongos BALB/c DO11.10, mas o

estimulo para a proliferagdo ndo € o mesmo das Tregs geradas in vitro. Neste caso a
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supressdo também ocorre nas menores diluicdes, diminuindo com a maior diluicao
(1:25) (reguladora : respondedora). O que podemos concluir é que as Tregs geradas in
vitro agem suprimindo a proliferagéo in vitro de forma antigeno especifica e também de
forma inespecifica.

Uma das hipGteses para o fato de as Tregs agirem em concentragfes baixas
seria a sua agcdo nas APCs. A Treg teria como regular a expressdo de moléculas co-
estimuladoras para prevenir a ativacao de outros linfécitos T e assim conter a resposta
imune. Ha relatos na literatura de que as Tregs conseguem diminuir a capacidade das
células dendriticas em apresentar antigenos e ativar linfocitos (Yamazaki et al., 2006,
DiPaolo et al., 2007). Desta maneira, a Treg teria um mecanismo de contencdo da
resposta de maneira inespecifica, que ndo depende do reconhecimento de antigenos
pelo TCR, mas um mecanismo que agiria antes da apresentacdo de antigenos. Agindo
de forma inespecifica, uma quantidade baixa de Tregs seria capaz de regular a
proliferacdo frente ao estimulo alogénico, mas sendo especifica, a Treg consegue agir
com mais eficiéncia diretamente na proliferacéo.

Outra hip6tese para o potencial supressor das Tregs geradas in vitro seria a
capacidade destas células, com alta expressédo de CD25, de captar a IL-2 produzida por
outros linfocitos T ativados. Evidéncias de que o consumo de IL-2 pela célula
reguladora pode induzir apoptose no linfécito T respondedor foram observadas por
Pandiyan et al. (2007), no estudo que demonstrou que a apoptose induzida pela célula
T reguladora no linfécito T respondedor € mediada por proteinas pré-apoptoticas Bad e
Bim, que induzem a ativacdo de caspases e a apoptose pela via intrinseca. Este fato
leva a crer que a apoptose induzida pela célula T reguladora envolve a privagao de
citocinas, pois a apoptose mediada por Bad e Bim é resultado da privacdo de estimulo
de sobrevivéncia, dentre eles a sinalizacdo pela IL-2. Ainda o estudo de Pandiyan et al.
(2007) mostrou que a célula reguladora ndo necessita de contato para que haja
supressao da célula respondedora — como ja sugerido anteriormente por Tang et al.
(2006) - mas sim apenas a proximidade, pois desta maneira, ha a possibilidade do
consumo da IL-2 produzida pela célula respondedora, uma vez que a célula reguladora

nao produz IL-2 (Takahashi et al., 2000). Esta hipotese de que a célula reguladora ndo
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depende de contato para que haja supresséo ja foi levantada anteriormente também
por de la Rosa et al. (2004) e Barthlott et al. (2005). Outro mecanismo de acao das
Tregs envolve a inibicdo da producéo de IL-2 pela célula efetora (Thornton & Shevach,
1998), e esse mecanismo pode ser mediado pela transferéncia de cAMP (AMP ciclico)
por jungdes do tipo GAP entre a Treg e a célula efetora, o que seria um mecanismo de
supressédo dependente de contato. O trabalho de Bopp et al. (2007), demonstra a
diminuicdo de mRNA para IL-2 na célula efetora que entra em contato com a Treg, e
também a diminuicdo da concentracdo de cAMP nas Tregs e subsequiente aumento do
segundo mensageiro na célula efetora.

Ha muitos mecanismos de ac¢éo das Tregs descritos na literatura que envolvem a
produgdo de citocinas imunossupressoras como a IL-10 e o TGF-B. O trabalho de
Asseman et al. (1999) demonstra que as Tregs precisam da acdo da IL-10 para a
maximizar a acao reguladora em modelos in vivo de colite. Entretanto, a deple¢éo de
IL-10 in vivo ndo leva ao desenvolvimento de autoimunidade espontéanea, mas sim a
uma inflamacdo nos coélons e pulmdes de camundongos com hipersensibilidade
induzida pela via aérea, sugerindo que a Treg dispde de outros mecanismos para
controlar as células autorreativas na periferia (Rubtsov et al., 2008).

A funcdo do TGF-B também ja foi discutida quanto a capacidade desta citocina
em promover a inducdo de Foxp3 em células CD4"CD25", e a funcdo da citocina como
mecanismo de supressdo das Tregs é um assunto muito estudado. Células que néo
conseguem responder ao TGF-B ndo conseguem ser controladas por Tregs no modelo
de IBD, sugerindo que a producao da citocina seria um mecanismo de supressado das
Tregs (Fahlen et al., 2005). Ainda, o estudo de Nakamura et al. (2004) demonstra o
papel do TGF-B1 in vitro em ensaios de proliferacdo de Tregs e células CD4"'CD25-
respondedoras. As Tregs foram capazes de suprimir a proliferacdo de células
CD4'CD25-, mas quando foi utilizado um anticorpo neutralizante de TGF-B1 a
supresséo foi abolida. O mesmo estudo mostra que in vitro, as Tregs do animal TGF-$3
knock out sdo capazes de suprimir a proliferacdo de células respondedoras, mas
quando foi induzida colite no animal TGF-B knock out este foi incapaz de regular a
doenca, sugerindo um papel importante da citocina na supressdo de autoimunidade.
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Esta citocina foi dosada no sobrenadante dos ensaios de supressdo do presente
trabalho e pudemos notar que o mecanismo de acao das Tregs geradas in vitro por nao
ser o TGF-B, visto que a produgcdo deste pelas Tregs néo difere nas diferentes
condi¢Oes de supressao.

As Tregs também podem agir de maneira contato-dependente como sugere o
trabalho de Reads et al. (2000) no qual foram utilizados anticorpos que bloqueiam a
acdo do CTLA-4 presente em grandes concentracdes nas células T reguladoras (Read
et al., 2000, Takahashi et al., 2000), e camundongos deficientes para essa molécula
inibitéria desenvolvem autoimunidade sistémica devido a dificuldade em induzir anergia
nos linfécitos T (Tivol et al., 1995). Ainda, o trabalho de Oderup et al. (2006) demonstra
que o CTLA-4 pode modular a expressdo de moléculas co-estimuladoras nas células
dendriticas podendo assim modular a resposta imune. Por fim, o CTLA-4 ainda
consegue induzir a expressao da enzima IDO (Indoleamine 2,3-dioxygenase) pelas
células dendriticas. A IDO faz parte do metabolismo do triptofano que pode gerar
metabdlitos imunossupressores fazendo assim com que a resposta imune seja
suprimida (Fallarino et al., 2003, Mellor & Munn, 2004).

Também pudemos observar que as Tregs geradas in vitro sdo capazes de
regular a proliferacdo homeostéatica de linfécitos T em camundongos linfopénicos
BALB/c Nude. A transferéncia de células CD4'CD25- isoladas da cultura in vitro foi
capaz de induzir a proliferacdo de células no baco e nos linfonodos, e infiltrado
inflamatorio nos 6rgaos alvo de autoimunidade como estébmago, intestino grosso, figado
e rins. Estes resultados estdo de acordo com varios estudos com camundongos
linfopénicos, incluindo os BALB/c Nude, SCID e RAG ™ e a transferéncia de células
depletadas de CD4'CD25" (Sakaguchi, 1995, Setoguchi, 2005). Como esperado, no
presente trabalho, a co-transferéncia de células CD4°CD25" e CD4'CD25-, ambas
isoladas da cultura in vitro, foi capaz de impedir o acumulo de células inflamatérias no
estbmago, intestino grosso, figado e rins o que esta de acordo com os dados
publicados (Sakaguchi, 1995, Setoguchi, 2005). A co-transferéncia também conseguiu
conter a proliferacdo de células nos linfonodos, mas ndo no baco. A retencao de clones
autorreativos no baco de animais inoculados com células efetoras e Tregs ja foi
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demonstrada por Matejuk, et al. (2003), e pode elucidar a presenca de maior
quantidade de células no baco dos animais que receberam CD4'CD25" e CD4'CD25-,
ambas isoladas da cultura in vitro. Talvez a retencdo de células no baco explique a
auséncia de infiltrado nos o6rgaos alvo de autoimunidade, e também a quantidade de
células no baco dos animais que receberam apenas efetoras e que apresentam
nameros semelhantes aos animais controle. Os animais que receberam somente
células efetoras podem apresentar menor quantidade de células no baco, quando
comparado aos que receberam ambas efetoras e Tregs, mas apresentam maior
infiltrado inflamatdrio. Os animais que receberam células efetoras e Tregs apresentam
menor quantidade de células nos linfonodos, e a capacidade das Tregs em conter a
proliferacdo homeostatica de células ativadas estd de acordo com o estudo de
Murakami, et al. (2002) que demonstra que a transferéncia de células com capacidade
reguladora € capaz de impedir a proliferacdo de clones de linfécitos T ativados em
animais linfopénicos.

Em todos os animais que receberam transferéncia de células, o ganho de peso
durante as 12 semanas foi similar. O desenvolvimento de gastrite e colite nos animais
que receberam a transferéncia de células CD4"CD25- n&o foi capaz de alterar o ganho
de peso destes animais, sendo similar aos animais controle e aos que receberam Tregs
e efetoras. Estes resultados ja foram observados por Itoh et al. (1999) e os animais
Nude que receberam CD4'CD25- ndo apresentaram diferenca no ganho de peso
guando comparado com o0s controles. Apesar de serem compativeis com estudos ja
publicados, nossos resultados nao estdo de acordo com diversos trabalhos que
demonstram a capacidade de suspensfes celulares depletadas de células com
potencial regulador, em causar a perda de peso em animais linfopénicos como Nude,
RAG 7 e SCID (Itoh, 1999, Powrie, 1993, Powrie, 1995, Read, 2000, Read & Powrie,
2001). Uma hipotese para a manutencdo do peso dos Nude que recebem somente
células efetoras seria a presenca de infiltrado nos érgéos analisados dando inicio a uma
resposta inflamatoria tdo intensa que geraria um edema generalizado, que compensaria
a perda de peso induzida pela inflamacdo do trato gastrointestinal e deficiéncia na

absorcéo de nutrientes.
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Com todos estes dados podemos ver a importancia das DCs tanto para o inicio
da resposta imune como para a manutencdo da tolerancia periférica com auxilio das
células apoptoticas. Também pudemos ver o papel das células T reguladoras que
disp6em de inUmeros mecanismos para regular a resposta imune tanto in vitro quanto in
Vivo, e que cada modelo gerado pode fornecer cada vez mais conhecimento sobre este
subtipo de linfécitos T. O que € mais importante € que tanto as DCs, quanto as células
apoptoéticas e as células T reguladoras séo indispensaveis para a homeostasia do

organismo independente do mecanismo de a¢éo de cada subtipo encontrado.
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6 CONCLUSOES

L)

As células dendriticas pulsadas com timocitos alogénicos em apoptose
sdo mais eficazes na expansdo de células T CD4"CD25"Foxp3* quando
comparadas as células dendriticas pulsadas com timacitos singénicos.

A expansdo das células T CD4'CD25'Foxp3* é dependente de contato

entre a célula dendritica e a célula proveniente do linfonodo.

O protocolo utilizado para a expansdo de células T CD4"'CD25Foxp3*
leva & producdo de citocinas como IL-2, IL-6, IL-10, IL-17 e TGF-B. A
producéo diferencial destas citocinas pode estar relacionada com a
expansao diferencial das células com potencial regulador.

As células T CD4'CD25" geradas in vitro sdo capazes de regular a

resposta imune in vitro de forma especifica e inespecifica.

As células T CD4'CD25" geradas in vitro sdo capazes de regular a
resposta imune in vivo modulando a proliferacdo de células nos 6rgaos
linféides e impedindo a infiltragdo de células nos oOrgdos alvo de

autoimunidade.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:
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Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes
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Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
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Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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