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RESUMO

Células T reguladoras CD4*Foxp3* (Treg) caracterizadas por controlar clones autorreativos,
apresentam uma frequéncia estavel no compartimento periférico (5-15%), sugerindo a
existéncia de uma competicdo continua entre Tregs recém emigradas do timo (RTEs) e
residentes. Entretanto, ainda ndo esta completamente estabelecido se essa cinética de
substituicdo e persisténcia é equivalente entre células CD4*Foxp3* de idade neonatal e adulta.
E possivel que caracteristicas peculiares a populacdo neonatal, como uma menor diversidade
de TCR e uma maior frequéncia de células multirreativas, possam influir na homeostase
periférica dessas células. Nosso objetivo neste trabalho foi avaliar a competicdo homeostatica
periférica de células Treg CD4*Foxp3*, comparada a de células convencionais (ndo
reguladoras) CD4*Foxp3" em diferentes idades. Os resultados deste estudo podem contribuir
para o entendimento de como a homeostase das células reguladoras mantém a meméria da
tolerancia adquirida no periodo neonatal e influi na diversidade do repertério desta populacéo.
A persisténcia de células Treg CD4*Foxp3* e células CD4*Foxp3- frente a chegada de novas
populagbes ao compartimento periférico foi estudada por dois protocolos independentes,
ambos usando camundongos atimicos como hospedeiros de: (i) enxertos de timo colonizado
de diferentes idades (neonatal ou adulto) e (ii) transferéncias sequenciais de timdcitos
policlonais de doadores neonatais e/ou adultos, constituindo trés diferentes grupos (neonato-
neonato, neonato-adulto, adulto-neonato).
Através dos protocolos de enxerto de timo neonatal observamos que as células do doador
neonatal sdo rapidamente substituidas por novas RTEs diferenciadas a partir das precursoras
do hospedeiro. Entretanto, Apesar da rapida substituicdo dos timécitos neonatais, observamos,
de forma surpreendente, que a populagdo reguladora desta idade apresenta uma cinética de
substituicdo mais atrasada, quando comparada a de células convencionais CD4*Foxp3
permitindo a sobrevivéncia de alguns clones inicialmente selecionados no compartimento
periférico. O mesmo fendmeno nao foi observado nos animais que receberam timo adulto.
Nestes, as populagdes Treg e ndo-Treg mostraram cinética semelhante de renovacgéo. E
possivel que a maior afinidade das células Treg intra-timicas por peptideos préprios, permita a
sobrevivéncia prolongada preferencial das células Treg de origem neonatal, comparada as
células convencionais da mesma idade
Com o segundo protocolo, observamos que a capacidade de incorporacdo das subpopulacées
CD4*Foxp3” e CD4*'Foxp3* (Treg) neonatais em ambiente previamente reconstituido é
dificultada, mesmo quando a populacdo residente é derivada de um doador neonatal. A
colonizagéo foi expressiva apenas quando timdcitos adultos foram transferidos para animais
reconstituidos previamente com células neonatais. Considerando que em hospedeiros
linfopénicos a expanséo das populacdes reguladoras de timécitos de ambas as idades foi
semelhante, a dificuldade de incorporacdo de novas células neonatais pode estar relacionada
a caracteristicas do repertério de TCR, sugerindo que a afinidade e a multirreatividade dos
TCRs das células neonatais estejam relacionados ao fracasso na competi¢do por nichos
periféricos.

Esses dados coletivamente sugerem que a densidade de epitopos disponiveis na
periferia e a reatividade/afinidade do repertério de TCR podem ser fatores limitantes para a
dinamica populacional das células T reguladoras e nédo reguladoras de diferentes idades.
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ABSTRACT

Peculiar features of TCR repertoire associated with peripheral neonatal populations,
such as multireactivity, lower diversity and a lower affinity for peptides present in the
peripheral compartment might influence regulatory T cells (Treg) homeostasis. Stable
frequencies of peripheral regulatory T cells for almost all life suggest that there must be
a continuous competition between resident and recently thymus emigrated (RTES) Treg
cells. Our aim was to evaluate the substitution kinetics of CD4*Foxp3* Treg cells and
non-regulatory (conventional) CD4"Foxp3™ T cells at different ages, in the peripheral
compartment. The results of this study may contribute to understand how the memory of
tolerance acquired in the neonatal period is maintained along with increasing Treg
repertoire diversity. The persistence of CD4*Foxp3* and CD4*Foxp3™ T cells after the
entry of novel lymphoid populations was studied through two distinct protocols, using
athymic mice as hosts: (i) colonized thymus grafts obtained from neonatal or adult
syngeneic mice (ii) sequential transfers of polyclonal thymocytes obtained from neonatal
or adult donors, comprising three different groups (neonate-neonate, neonate-adult,
adult-neonate). Using thymus graft protocols we observed that neonatal T cells were
readily replaced by new RTEs differentiated from precursors of the adult host. In the
second protocol, neonatal T cells also showed a worse capacity of incorporation in a
previously reconstituted environment, even when the resident population was derived
from a neonatal donor. Since in lymphopenic conditions the expansion of Treg
populations of both ages was similar, the failure of neonatal cells in colonizing a
previously reconstituted host might be consequent to TCR repertoire characteristics.
The substitution kinetics of regulatory T cells compared to conventional CD4"Foxp3
lymphocytes was surprisingly delayed in animals receiving neonatal thymus, allowing the
survival of some clones initially selected in the peripheral compartment. The same
phenomenon was not observed in animals receiving adult thymus, in which Treg and
non-Treg cells showed similar kinetics of renewal. It is possible that a higher TCR affinity
to self peptides, which mostly persist in the peripheral compartment throughout life,
favors the preferential long-term survival of Treg cells in the neonate. In contrast, non-
regulatory cells, at the same age, endowed with a repertoire showing lower affinity
toward endogenous peptides and a more limited diversity in relation to adult non-Tregs,
could be more easily substituted in the peripheral compartment.
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AIRE - Autoimmune regulator

APC - Antigen-presenting cell

CDR3 - complementarity-determining region 3

CTLA-4 - Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4

FACS - Fluorescence activated cell sorting

FCS - Fetal calf serum

Foxp3 - Forkhead box p3

GITR - Glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor
IPEX - Immuno-dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome
MHC - Major histocompatibility complex

PBS - Phosphate buffered saline

RTE - Recent thymic emigrants

TCR - T cell receptor

Treg - CD4+CD25+Foxp3+ Regulatory T Cells

1 Introducéao

1.1 Homeostase dos linfécitos T

No sistema imunolégico, o controle homeostéatico do niumero de linfocitos
T no compartimento periférico ja foi evidenciado, impedindo seu acumulo
excessivo por producdo constante pelo timo, ou por expansao clonal durante

uma resposta imunologica (ALMEIDA et al., 2005). Da mesma forma, foi visto

Xiii



Introducéo

gue a involucdo do timo na idade adulta ndo resulta em uma diminuicdo
progressiva no numero de linfocitos e que estados temporarios de linfopenia,
ocasionados por infecgcbes ou manipulacdes terapéuticas, sao seguidos por
expansdo compensatoria, a fim de manter constante o nimero de células T na
periferia (TANCHOT et al., 1997; ALMEIDA et al., 2005).

Os mecanismos homeostaticos responsaveis por regular o niumero de
linfcitos no compartimento periférico possuem uma importancia nao so6
guantitativa, mas também qualitativa influindo em seu repertério. A homeostase
da populagéo de linfécitos T precisa manter tanto a diversidade adequada no
repertorio de TCRs, permitindo a entrada constante de células recém emigradas
do timo (RTEs) com novas especificidades, quanto a memdria imunoldgica,
através da permanéncia de clones com numero suficiente de linfocitos, capazes
de gerar respostas imunolbgicas rapidas e eficientes (BOURGEOIS &
STOCKINGER, 2006).

No caso da populacdo de células T, ja foi sugerido que ndo ha uma
programacdo intrinseca rigida com relagéo ao tempo de vida ou divisdo celular.
Células ja& residentes na periferia ou recém emigradas do timo (RTES)
apresentam a mesma probabilidade de sobrevivéncia e a chegada e
permanéncia de novos linfécitos no compartimento periférico nao resultam, por
exemplo, na morte dos linfécitos mais antigos. Ao contrario, a substituicdo ndo
parece ser regulada pela idade (TANCHOT et al., 1997). As interacfes de baixa
afinidade com complexos MHC-peptideo préprio (MHC-Pproprio) e com
citocinas, como a IL-7, € que funcionam como fatores determinantes da
competicdo pela sobrevivéncia dos linfocitos T. Linfécitos que expressam TCR
com uma maior afinidade pelo complexo MHC-peptideo podem levar vantagem
e conseguir substituir células residentes. Células T virgens que encontram
complexos MHC-peptideos disponiveis para interacdo no compartimento
periférico podem persistir e sua diminuicdo pode ocorrer apenas em situacoes
de estimulagdo antigénica, quando seriam recrutadas para a funcao e fenotipo
de células T de meméria (KIRBERG, BERNS & VON BOEHMER, 1997;
TANCHOT et al, 1997; MOSES et al, 2003).
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1.2 Proliferagcdo homeostéatica em ambiente linfopénico

A linfopenia é caracterizada por um menor nimero de linfécitos circulantes
na periferia. Ela pode ser congenitamente adquirida, como no caso de
camundongos RAG/ (ndo apresentam linfécitos T e B) ou induzida por
manipulagdes terapéuticas como radioterapia ou quimioterapia, ou por infec¢des
bacterianas e virais. Flutuacdes relacionadas a idade também podem ser
observadas tanto em neonatos, quando ocorre a emigra¢ao das primeiras ondas
de linfocitos diferenciados no timo, quanto em idosos, nos quais a involugéo do

timo prejudica a liberacdo de células T para a periferia.

Diversos estudos também destacaram a importancia da interacdo TCR-
MHC na proliferacdo homeostatica das células T que ocorre em condicdes
linfopénicas e mostraram que tal expanséo pode ser dependente de interagdes
especificas de baixa afinidade com peptideos préprios similares aos requeridos
para a selecdo positiva no timo (ERNST et al., 1999; GOLDRATH & BEVAN,
1999; LEE et al., 1999; VIRET et al., 1999). Além disso, IL-7 tem sido descrita
como uma citocina chave envolvida na proliferacédo de células T virgens, atuando
sozinha ou em sinergia com sinais do TCR (SEDDON et al., 2003; TAN et al.,
2001). Ja foi demonstrado que em condicdes fisiologicas a IL-7 mantém apenas
a sobrevivéncia das células e induz poucas divisbes celulares; no entanto
guando suas concentracdes estdo aumentadas (ambiente linfopénico), essa
mesma populagéo sofre intensas divisdes celulares (LI et al.,2003).

Dois tipos de competicdo periférica ja foram relatados: a primeira entre
clones com diferentes especificidades em uma mesma populacdo funcional
(virgem e memoria) e a segunda, entre clones de subpopulacdes diferentes que
apresentam a mesma especificidade (MAHAJAM et al., 2005).

A competicdo entre diferentes TCRs da mesma subpopulacdo é um
evento de extrema relevancia para a manutencdo da diversidade. Diversos
autores tém se dedicado a estudar esse tipo de competicdo nas linhagens T
CD4* e CD8". Foi visto que células T policlonais virgens proliferam quando
injetadas em um hospedeiro com TCR transgénico, mas ndo em um hospedeiro
singénico (TROY et al., 2003). Isso sugere que o compartimento periférico dos
hospedeiros com TCR transgénico apresenta complexos MHC-peptideos

disponiveis para os linfocitos T de outras especificidades. No compartimento

2
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periférico dos hospedeiros policlonais singénicos, esses complexos MHC-
peptideo ja estdo ocupados pelos linfécitos T do hospedeiro. Desta forma,
apenas as células com maior afinidade pelo complexo MHC-peptideo seriam
capazes de deslocar os linfocitos residentes e serem incorporadas, apos a

transferéncia.

Embora o tamanho do compartimento periférico das diferentes
subpopulagdes de linfécitos T (virgem e memaria) possa ser regulado de forma
independente, alguns autores propdem que os linfécitos T de subpopulacdes
diferentes também possam competir entre si. Min e Paul demonstraram em um
de seus trabalhos que linfocitos T virgens transferidos para hospedeiros que
apresentam uma pequena quantidade de linfécitos T de memoaria, so proliferam
guando encontram nichos (complexo MHC-peptideo) disponiveis no repertério.
Se as células T virgens encontrarem um nicho inteiramente ocupado elas falham
em proliferar (MIN & PAUL., 2005), sugerindo que um repertério amplo residente
de células de memodria pode ser responsavel pelo bloqueio da proliferacéo
homeostética, enquanto repertérios de uma diversidade limitada permitem a

proliferacdo de células T virgens apoés transferéncia adotiva (MIN et al., 2004).

Recentemente, células T reguladoras envolvidas na manutencdo da
tolerancia periférica, também vém sendo associadas ao controle homeostético
do compartimento periférico de linfocitos T. As células T reguladoras séo
responséaveis pela supressédo de linfocitos T ativados (efetores) e clones auto-

reativos que escaparam da selecédo negativa no timo.

Diversas células com funcdo reguladora e fendtipos variados ja foram
relatadas, como por exemplo, Trl, Th3, NKT, CD8*CD25* e CD4*CD25*
(BECKER et al., 2006; WING et al, 2006). Entre essas diferentes
subpopulacgdes, as células T reguladoras CD4*CD25*Foxp3* (Treg) sdo aquelas
gue estdo mais bem caracterizadas, além de ja terem sido muito bem
relacionadas ao controle de autoimunidade e tolerancia a transplantacdo. Desse
modo, 0s préximos tépicos serdo dedicados ao estudo da homeostase dessa
sub-populacdo no compartimento periférico.



Introducéo

1.3 Células T reguladoras (Treg)

Experimentos pioneiros na década de 70 revelaram que a timectomia
murina neonatal em um periodo especifico (entre os dias 2 e 4) apdés o
nascimento, provocava doencgas auto-imunes (AID) 6rgdo-especificas, enquanto
a timectomia 7 dias ap6s o nascimento nao resultava em AID (KOJIMA et al.,
1976). Posteriormente, Sakaguchi e colaboradores demonstraram que a
prevencdo da auto-imunidade poderia ser obtida através da transferéncia de
linfocitos T CDA4* totais para camundongos timectomizados ndo tratados
(SAKAGUCHI et al.,1982). Esses resultados indicam que animais normais
possuem ndo apenas células T autorreativas patogénicas, mas também células
T que suprimem autoimunidade e que foram mais tarde caracterizadas como
células T reguladoras naturais (nTreg) (SAKAGUCHI et al.,1995).

Células nTreg, constituem cerca de 5-15% dos linfécitos T CD4*
presentes na circulacdo (GAVIN & RUDENSKY, 2003) e estdo engajadas na
supressao de respostas imunes direcionadas para antigenos proprios e nao
proprios (como microrganismos e aloenxertos). Sua deplecdo, além de causar
autoimunidade e doencas inflamatorias intestinais (como resultado de uma
resposta imune excessiva a bactérias comensais do intestino) (SINGH et
al.,2001), também provoca imunidade efetiva a determinados tumores, néo
encontrada em animais normais, e aumenta a imunidade anti-microbiana em
infecgbes cronicas (revisado em WANG & WANG,.2007; BELKAID &
ROUSE.,2005). Inversamente, o enriguecimento em células Treg CD4*CD25*
suprime alergia, estabelece tolerancia a 6rgaos enxertados, previne doenca
enxerto versus hospedeiro (GvHD) apo6s transplante de medula Ossea, e
promove a tolerdncia materno-fetal (SHEVACH, 2002; WOOD &
SAKAGUCHI,2003; SHI & QIN, 2005; CURIEL, 2008, BELKAID & TARBELL,
20009).

Alguns marcadores tém sido relacionados com as nTreg. Dentre os
marcadores de superficie podemos destacar CTLA-4 (antigeno-4 associado a
linfocito T citotoxico ou CD152), GITR (receptor relacionado a familia do fator de
necrose tumoral induzido por glicocorticéide), CD62-L (L-Selectina) e CD103
(Integrina aER7). Infelizmente, nenhum desses marcadores € especifico da

subpopulacéo Treg, visto que a expressao dessas moléculas pode ser um reflexo
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do estado de ativacdo dessas células (GUPTA et al., 2008). Em contrapartida, a
maioria dos autores assume que a expressao estavel e intensa da cadeia a do
receptor de IL-2 (CD25) e, principalmente a expressdo do fator de transcricao
Foxp3 (forkhead box P3), estdo mais relacionados com a caracterizagcédo dessa
populagdo (KASPROWICZ et al.,, 2003). Entretanto, ainda ndo existe um
consenso com relacdo a determinacdo dos marcadores especificos dessa
linhagem, principalmente por causa da discrepancia observada entre a
expressdo ubiqua de Foxp3 pelas células Treg murinas, em contraposi¢cao a
expressdo irregular deste fator de transcricdo por células Treg humanas
(CAMPBELL & ZIEGLER, 2007).

O gene que codifica 0 Foxp3 (membro da familia dos fatores de
transcricdo forkhead) esta no cromossomo X e produz uma proteina nuclear
chamada de scurfin ou foxp3. Camundongos scurfy e humanos com IPEX
(sindromes de poliendocrinopatias e enteropatias imunes ligadas ao
cromossomo X) apresentam um quadro de intensa linfoproliferacdo autoimune e
intensa producdo de citocinas proé-inflamatodrias, atribuida & auséncia ou
deficiéncia na expressao do gene Foxp3 (SCHUBERT et al., 2001; BRUNKOW
et al.,2001). Varios estudos experimentais mostraram que o Foxp3 é essencial
para a atividade supressora de células T reguladoras CD4*CD25*, e que a
transducao retroviral ectépica do gene Foxp3 em células T CD4* CD25 pode
converté-las em células semelhantes as Treg CD4* CD25" capazes de suprimir
a proliferacao de outras células T in vitro e inibir o desenvolvimento de doencgas

autoimunes e doencas inflamatorias intestinais in vivo (HORI et al., 2003).

A eliminacdo da proteina Foxp3 em células Treg periféricas maduras
resulta em perda da atividade supressora e conversao ao fenétipo efetor. Estas
células passam a secretar citocinas pré-inflamatérias, tornando-se
potencialmente patogénicas (WILLIAMS & RUDENSKY, 2007).

1.3.1 Geracéao de células T reguladoras

Os estudos do grupo de Caton e colaboradores mostraram que a expressao de
um TCR especifico para antigenos préprios (autoreativo) é o principal

requerimento para a diferenciacdo de células T reguladoras no timo (JORDAN
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et al., 2001), uma vez que camundongos transgénicos que expressam o TCR HA
(hemaglutinina do virus influenza), que reconhece hemaglutinina (antigeno
exdgeno), ndo sao capazes de gerar células Tregs intratimicas (CATON et al.,
2004).

Foi inicialmente proposto que esta interagdo € maior do que a necessaria
para a selecao positiva de linfécitos T convencionais e menor do que a requerida
para a delecdo de clones autorreativos no timo (revisto por MUCIDA et al., 2009)
(Esquema 1). No entanto, os fatores e interacdes que afetam o desenvolvimento
intra-timico das células Treg ainda sdo muito discutidos (HSIEH, LEE & LIO.,
2012). O paradigma atual sugere que diversos fatores estdo envolvidos na
geracao de células T reguladoras naturais tais como: a afinidade da molécula de
TCR com o complexo MHC-Pproprio apresentado por APCs, a avidez da
interacdo célula T-APC, além do tamanho do “nicho” de células Treg antigeno
especificas, que é geralmente determinado pelo numero total de APCs
apresentando determinado antigeno proprio (revisto por HSIEH, LEE & LIO.,
2012).

Outros fatores também foram propostos como capazes de influenciar o
desenvolvimento de células Tregs no timo. Um deles é o gene Aire (regulador de
auto-imunidade), responsavel por direcionar a expressdao de proteinas
periféricas tecido-especificas principalmente no epitélio medular timico
(ANDERSON et al, 2002). Uma vez que camundongos deficientes em Aire
desenvolvem uma série de patologias auto-imunes, é possivel que esse gene
seja capaz de afetar o desenvolvimento de células T reguladoras antigeno-
especificas (ANDERSON et al, 2005).

Células T virgens na periferia também podem adquirir a expressédo de
Foxp3 e consequentemente a funcdo de células Treg, como evidenciado em
diversos protocolos experimentais. O grupo de Lafaille, por exemplo, identificou
o fenbmeno de converséo periférica in vivo através de transferéncias de células
T CD4*CD25 para hospedeiros linfopénicos RAG Knock-out. A intensa
proliferagdo induzida no ambiente linfopénico foi considerada um fator que
favoreceu a conversao periférica (CUROTTO DE LAFAILLE et al., 2004). Essas

células que foram convertidas na periferia para o perfil regulatério séo
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caracterizadas como células T reguladoras induzidas (iTreg) com expressao de

Foxp3 e mesma funcéo das nTreg (revisto por AKBAR et al., 2007).

Outros trabalhos mostraram a importancia de algumas citocinas nesta
conversdo periférica. A citocina TGF-, na presenca de IL-2, por exemplo, é
capaz de induzir a expressao de CD25 e Foxp3 em células T CD4*CD25  virgens
e de memoria (ZHENG et al, 2007). Por outro lado, o TGF- na presenca de
outras citocinas, como a IL-6 e IL-21, induz a diferenciagdo de células T virgens
em células pro-inflamatoérias Th17, caracterizadas pela produgéo da citocina IL-

17, capazes de gerar autoimunidade e inflamacéo (KIN, 2008).

O acido retindico, um metabolito da vitamina A obtida da dieta, também
foi descrito como um regulador chave nas respostas imunes dependentes de
TGF-B. A expressdo de genes que promovem a diferenciacdo de células T
virgens ao perfil de células T reguladoras ou Th17 parece ser controlada por uma
via dependente de acido retindico, capaz de inibir a diferenciacdo de células
Th17 pro-inflamatorias e promover a geracao periférica de células Treg Foxp3*
anti-inflamatorias no tecido intestinal (MUCIDA et al, 2007). Células dendriticas
dos linfonodos mesentéricos e da lamina propria sdo especialmente favoraveis
a inducdo de células Treg Foxp3+ antigeno-especificas por TGF-f e &cido
retindico, ressaltando o papel do intestino com um sitio extra-timico relevante
para a diferenciacdo periférica de células Treg (COOMBES et al, 2007; SUN et
al, 2007).
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Esquema 1: Desenvolvimento de células T reguladoras naturais (nTreg) e induzidas (iTreg).
Células nTreg sao selecionas por sua alta avidez por peptideos préprios e adquirem a expressao
de Foxp3. Alternativamente, células T CD4*"Foxp3" podem ser convertidas na periferia a células
iTregs em resposta a antigenos proprios e ndo-proprios encontrados na periferia. TGF-p é capaz
de promover na presenca da citocina inflamatéria IL-6, o desenvolvimento de células pro-
inflamatdrias Th17. No entanto, TGF-f na presenca do metabdlito da vitamina A, acido retindico
(RA), promove a diferenciagdo para células iTreg Foxp3* anti-inflamatérias e inibe a produgéo
de Th17(Esquema retirado de MUCIDA et al., 2009).

Alguns autores acreditam que as células T virgens recém emigradas do
timo (RTE) sdo mais suscetiveis ao recrutamento para uma funcéo regulatoria
(MODIGLIANI et al., 1996). J& outros autores acreditam que a geragao periférica
de Treg ocorre a partir do compartimento de células T de memoria (AKBAR et
al., 2007).

Em relacdo ao repertério, estudos que usaram camundongos com uma
diversidade limitada de TCR, revelaram que os repertérios das células Trege T
convencionais CD4*CD25" sdo amplamente diversos, com apenas uma pequena
sobreposicdo e que apenas as células T reguladoras CD25" exibem uma alta
frequéncia de TCR com avidez aumentada contra peptideos proéprios ligados a
moléculas MHCII. (PACHOLZKY et al., 2006, WONG et al., 2007, HSIEH et al.,

2004). Além disso, foi visto que células T convencionais, construidas para
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expressar TCRs isolados de células Treg, apresentaram uma alta capacidade de
expansdo e uma melhor eficiéncia de interacdo com complexos MHC-Pproprio,
apresentados por APCs periféricas apés transferéncia para camundongos
linfopénicos, sugerindo que uma grande proporgdo das células nTreg
reconhecem constitutivamente antigenos proprios, sendo portanto cronicamente

estimuladas no compartimento periférico (HSIEH et al.,2004).

Em adicao, alteracdes no repertorio das células Treg no compartimento
periférico, através da incorporacdo de novos clones por conversao periférica, ao
longo do tempo, podem ganhar importancia especialmente se a acao supressora

destas células for TCR-especifica.

1.4 Controle homeostatico do compartimento periférico de células T
reguladoras CD4*CD25*Foxp3*

Em condicbes normais, o numero de células T CD4*CD25"Foxp3*
reguladoras no compartimento periférico € mantido relativamente constante
durante grande parte da vida de um animal, indicando que a morte das células
ajuda a manter a homeostase de Treg. De fato, apds estimulacédo antigénica, as
células Treg podem diminuir a expressao de Bcl-2, uma proteina anti-apoptoética
(YAMAGUCHI et al., 2007). A presenca de uma frequéncia maior de células
Anexina* entre as Treg, em comparacéo com a frequéncia obtida entre as células
T convencionais também ja foi descrita (CHEN et al., 2012). No entanto, este
controle parece diminuir no final da vida, uma vez que alguns autores ja
evidenciaram que a senescéncia fisioldgica esta relacionada com um aumento
de células T reguladoras Foxp3* (HAN et al., 2009).

Segundo Sakaguchi, as células Treg Foxp3* que migram para tecidos
linféides e ndo linféides se tornam ativadas, proliferam, exercem atividade
supressora, e depois morrem. Ja foi demonstrado que a maioria das células Treg
em adultos expressa marcadores de células ativadas CD45R0O (AKBAR et al.,
2003; TAAMS et al., 2001). Entretanto, alguns estudos tém identificado uma
subpopulacéo de células Treg CD4* murinas que expressam a integrina aER7 e
apresentam caracteristicas semelhantes a células efetoras (ae*CD25*) ou de
memoria (ag* CD25Y) (HUEHN et al., 2004; HUEHN et al., 2005; SIEWERT et al.,
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2008), sendo capazes de sobreviver no compartimento periférico por um periodo
mais prolongado. Huehn e colaboradores sugerem que esse fendétipo é adquirido
como consequéncia da expansdo e proliferacdo na periferia de células T
(HUEHN et al., 2004).

Ainda ndo esta claro se a células Treg ae* de memdria sdo originadas
apos as células Treg ae'CD25" (Treg virgens) encontrarem seu antigeno cognato
na periferia e sofrerem ativacdo ou se as células Treg de memoria ae™ podem
ser originadas a partir de células T CD4* convencionais sob condicbes
tolerogénicas adequadas. Segundo Siewert as duas vias parecem ser
importantes para a aquisicao desse fenétipo (SIEWERT et al., 2008). Além disso,
outro estudo também mostrou que camundongos idosos apresentam um
aumento de células de memdria (CD44") e que estas seriam posteriormente
convertidas em células T reguladoras Foxp3*. Entretanto, também € discutido
gue apesar do aumento dessas duas subpopulacfes (memoria e Treg), um
equilibrio homeostético é atingido e que apenas células T com fendtipo virgem

seriam diminuidas no compartimento periférico (HAN et al., 2009).

De fato, também j& foi demonstrado que protocolos experimentais de
timectomia em animais adultos ndo resultam em uma reducdo no numero de
células T reguladoras periféricas, sugerindo que essa subpopulacdo apresenta
mecanismos homeostaticos que controlam o seu tamanho mesmo na auséncia
de células emigradas do timo (PAPIERNIK et al, 1998).

A populacédo de células Treg no compartimento periférico compreende
dois subtipos: as células Treg naturais que emigram do timo ja expressando o
fenétipo regulador (nTreg) e cerca de 30% de células Treg induzidas
perifericamente (iTreg) (BAILEY-BUCKTROUT & BLUESTONE, 2011). Um fator
de transcricdo da familia Ikaros, o Helios, foi identificado como um possivel
marcador para distinguir esses dois subtipos de células Treg, pois sua expressao
parece ser predominante nas células nTreg derivadas do timo (THORNTON et
al, 2010). Entretanto, em trabalho mais recente, foi demonstrado que helios pode
ser transientemente expresso em células T reguladoras induzidas (iTreg) apés
sua ativacao e proliferacdo (VERHAGEN & WRAITH., 2010, AKIMOVA et al.,
2011). A busca por moléculas capazes de diferenciar cada uma das duas

subpopulagdes (nTreg e iTreg) tem sido alvo de grande interesse por parte dos
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pesquisadores. A neuropilina-1 (Nrpl) € uma das moléculas de superficie,
recentemente proposta pelo grupo de Lafaille, como uma das candidatas para
tal diferenciacdo, pois ela parece ser preferencialmente expressa em células
nTreg e ausente em células T reguladoras induzidas (revisto por BILATE &
LAFAILLE., 2012).

N&o esta muito bem estabelecido, se a proporcdo desses dois subtipos
(Treg naturais e Treg induzidas ou adaptativas) € mantida inalterada apds a
involugdo timica em individuos adultos. E possivel que uma baixa emigracéo
timica de células Treg naturais favoreca o predominio de células Treg
adaptativas. Alternativamente, a populacéo de células Treg naturais € capaz de
manter sua frequéncia original através de uma taxa aumentada de proliferacéo,
0 que pode ser importante para a preservacao da auto-tolerancia, uma vez que
seu repertério timico foi caracterizado como mais especifico para peptideos
proprios (JORDAM et al 2001 e PACHOLCZYK, KRAJ & IGNATOWICZ, 2002).
Recentemente foi demonstrado que ambos os subtipos de células Treg sdo

necessarios para preservar a auto-tolerancia (HARIBHAI et al, 2011).

Os fatores que induzem sobrevivéncia e proliferacdo de células Treg
naturais parecem ser distintos daqueles utilizados por outras subpopulacées de
células T CD4*CD25". A presenca do auto-antigeno na periferia tem sido um dos
requerimentos sugeridos para a expansao e persisténcia de células T
reguladoras na periferia. Foi sugerido que interacdes entre TCR e moléculas de
MHC de classe Il seriam importantes para a proliferacdo homeostética de Treg
(GAVIN et al., 2002).

Tang e colaboradores acreditam que sinais co-estimulatorios também séo
importantes, visto que camundongos tratados com anticorpos bloqueadores de
CD80 e CD86 apresentam uma diminuicdo no numero de Treg na periferia
(TANG et al., 2003).

Diminuicdes no numero de células Treg Foxp3* também séo citadas em
camundongos deficientes em TGF-1 e TGF-B2. A caréncia de uma sinalizacéo
por TGF-B ocasiona frequentemente lesbes autoimunes letais que podem ser

decorrentes de alteragBes no balanco de células Treg (LI et al., 2006).

11
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Percentuais reduzidos de células Treg também sdo descritos em
camundongos deficientes da cadeia y (carentes em linfécitos B maduros)
sugerindo uma possivel contribuicdo dos linfécitos B na homeostase periférica
das células Treg (SUTO et al, 2002).

Visto que as células T reguladoras CD4*CD25* expressam a subunidade
a do receptor de IL-2, ndo € de se estranhar que essa citocina também seja
importante para a sua sobrevivéncia e proliferagcdo. Camundongos deficientes
em IL-2 apresentam redu¢des substanciais no nimero de células Treg do timo e
de 6rgdos linféides, como o baco e linfonodos (FONTENOT et al., 2005). Além
de ser critica para a sobrevivéncia, a IL-2 também parece ser essencial para a
atividade supressora de células Treg naturais. O compartimento de células T
CD4* esta fortemente indexado ao de células T reguladoras. Deste modo,
assumindo que a principal fonte de IL-2 sejam as células ativadas, existe um
controle por feedback (retroalimentacdo) negativo da resposta imune via IL-2;
gue consiste na producdo de IL-2 por células T néo reguladoras ativadas
contribuindo para a manutencdo, expansao, e ativacao de células Treg naturais,
as quais, por sua vez, limitam a expansao de células T ndo reguladoras
(BARRAT et al., 2002). A diminuicdo do numero de efetoras, por sua vez, leva a
uma menor quantidade de IL-2 disponivel com consequente diminuicdo do
namero de Treg. Essa diminuicdo das Treg possibilita, entdo, que o nimero de
T efetoras volte ao normal (revisto por ALMEIDA et al., 2005).

A ruptura desse controle mediado por IL-2 promove o desenvolvimento
de doencas autoimunes/inflamatoérias. Além disso, a manipulacdo desse controle
pode influir na intensidade das células Treg em mediar supressao, desta forma

modificando vérias respostas imunoldgicas.

Além da IL-2, fatores especificos como TGF-f e moléculas co-
estimulatérias B7 tem sido identificados como essenciais para a manutencéo do
compartimento de células T reguladoras CD4* Foxp3* (LI et al., 2006; MARIE et
al.,, 2005; SALOMON et al., 2000). Entretanto, a dependéncia de fatores
homeostéticos classicos como, por exemplo, a IL-7, ainda ndo esta clara. Alguns
estudos relataram que essa citocina parece nao ser tdo essencial quanto IL-2,
uma vez que sua deficiéncia ndo altera o numero de células Foxp3*, nem produz

auto-imunidade (revisto por SAKAGUCHI et al., 2008). Entretanto, alguns grupos
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investigaram recentemente o papel da IL-7 na homeostase de células Treg in
vivo e demonstraram que esta citocina € capaz de regular o tamanho do pool
periférico de células T reguladoras, aumentando sua expansdo no
compartimento periférico, mesmo na auséncia de células T convencionais
(Tconv) (SIMONETTA et al.,, 2012). Estes resultados descartam, portanto, a
possibilidade da expansdo de Treg ser mediada por fatores secretados por
Tconv e ndo propriamente pela IL-7. Outro estudo mostrou que a IL-7 periférica
nao é apenas necessaria para a sobrevivéncia de células T reguladoras, mas

também para a expressao de Foxp3 (KIM et al., 2012).

A competicdo por recursos importantes para a sobrevivéncia de células T
reguladoras CD4*CD25" residentes e as que emigram constantemente do timo
deve ser critica na sele¢éo do repertério de células T reguladoras presentes no

compartimento periférico.

Diante da importancia das células Treg em controlar clones autoimunes e
respostas exacerbadas a antigenos exdgenos, acredita-se que 0s mecanismos
homeostéaticos que controlam a sobrevida desta subpopulacdo funcionem, por
um lado, preservando uma parte do repertorio, importante para controlar clones
presentes no periodo neonatal, mas ao mesmo tempo, permitindo a entrada de
outras células com novas especificidades, capazes de controlar clones

autorreativos que surgem ao longo de toda a vida.

Estudos prévios ja relataram que as células T neonatais correspondem a
uma populacdo com caracteristicas diferentes das células T encontradas em
individuos adultos (ARNOLD et al., 2005). Desta forma dedicaremos o proximo

capitulo a uma breve introducao desta subpopulacao particular.

1.5 Caracteristicas das células T neonatais

Neonatos sdo particularmente suscetiveis a infec¢des, e a imaturidade do
compartimento de células T CD4* neonatais pode ter um papel central nessa
maior suscetibilidade (revisto por ADKINS 2007).

Experiéncias da década de 1950 (BILLINGHAM, BRENT et al., 1953)
revelaram que esse periodo também €& especial com relagdo a inducdo de

tolerancia, uma vez que o contato, nesta idade, com células que expressam
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epitopos alogénicos confere tolerancia a enxertos do mesmo doador quando o
hospedeiro se torna adulto. Apesar de seus resultados continuarem validos, os
mecanismos que participam da inducdo e manutencdo dessa tolerancia ainda
nao sao claramente compreendidos. Segundo Field e colaboradores (FIELD,
GAO et al., 1997; GAO, ROUSE et al., 1999), a tolerancia induzida através do
protocolo de Medawar poderia ser atribuida a geracdo de células Treg
CD4*CD25*. Neste trabalho, os autores verificaram que estas células estavam
presentes em concentragao alta no animal tolerante e eram essenciais para a

transferéncia da tolerancia para novos animais.

Estudos prévios utilizando CD25 como um marcador de células T
reguladoras sugeriram que o timo imaturo, de animais com menos de trés dias
de idade, produz poucas células Treg CD25" comparado a um timo adulto
(ASANO et al., 1996). Entretanto, estes resultados foram subsequentemente
guestionados por outros estudos demonstrando a presenca de numeros
consideraveis de células T CD25* em neonatos e um numero grande de células
T CD4*CD25* em animais adultos que foram submetidos a timectomia no
terceiro dia de vida (DUJARDIN et al., 2004). Uma comparacao direta entre a
expressao de Foxp3 e CD25 durante a ontogenia revelou que o aparecimento
desses marcadores em timocitos CD4SP ndo apresenta uma correlacéo perfeita.
O grupo de Rudensky observou que no primeiro dia ap0s o0 nascimento,
aproximadamente 4% dos timocitos CD4SP expressavam CD25, enquanto
apenas 0,1% expressavam Foxp3 (FONTENOT et al., 2005). Os autores
observaram também que ocorre um aumento na propor¢ao de timocitos Foxp3*
entre os dias 3 e 4 pos-nascimento, atingindo um platé em aproximadamente 3
semanas de idade. Essas observacdes podem explicar porque a timectomia no

terceiro dia de vida induz severas doencas autoimunes em roedores.

Ainda ndo esta claro porque o timo neonatal € menos eficiente do que o
timo adulto em suportar o desenvolvimento de células T reguladoras. Analises
histologicas da localizagdo de células Treg em um timo em desenvolvimento
revelaram que as células Foxp3* residem primariamente dentro da medula, e
gue o aumento da producao de timocitos Foxp3* durante o periodo neonatal é

coincidente com a maturacdo da medula timica (FONTENOT et al., 2005).
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Além de caracteristicas peculiares inerentes a subpopulacao reguladora,
diferencas substanciais no compartimento periférico e em outras subpopulacdes
celulares no periodo neonatal podem influir em homeostase periférica de células
T. A linfopenia fisiologica presente em neonatos antes da colonizacédo pelas
primeiras células emigradas do timo pode ser importante para a expansao
intensa, com consequente conversdo de células T convencionais ao fendétipo
Treg. Esta linfopenia é rapidamente corrigida com o auxilio da alta expressao
pelos linfécitos T neonatais de IL-7Ra permitindo uma intensa proliferacédo
guando a citocina IL-7 esté presente (DARDALHON et al., 2001).

A estimulac&o antigénica pela flora comensal também contribui para a
proliferacdo homeostéatica e maturacao do pool periférico das células T durante
o periodo neonatal (revisto por ADKINS, 2007). Ja foi visto que a colonizacdo de
animais com uma microbiota especifica no periodo neonatal possui um impacto
significativo no desenvolvimento do sistema imunolégico (BJORKSTEN et al.,
1999 e BJORKSTEN et al., 2001). A colonizacdo intestinal precoce por
Bacterioides fragilis € importante para o desenvolvimento de células Treg Foxp3*
no intestino e bactérias filamentosas segmentadas estdo relacionadas ao
desenvolvimento de células Thl7 inflamatérias na lamina prépria intestinal
(ROUND et al., 2010; IVANOV et al., 2010), mostrando que o tipo de colonizacdo
presente no periodo neonatal pode influenciar a natureza da resposta
imunoldgica na vida adulta. Desta forma, modificacdes na carga de peptideos
antigénicos na periferia com alto poder de selecdo do repertorio linfocitario e de
conversédo para o fenétipo Treg, podem ter implicacdes fisioldgicas relevantes

para o hospedeiro

Em camundongos a taxa de emigracdo timica na vida neonatal € similar
a encontrada na vida adulta (SCOLLAY et al., 1980). Entretanto ainda ndo esta
claro se as RTEs neonatais sdo comparaveis as RTEs adultas e se o processo

de maturacao pos-timica é similar.

Experimentos no final da década de 80 demonstraram que certas células
portando receptores TCR VP deletados na vida adulta sdo ainda detectadas
tanto no timo quanto no bago de camundongos neonatais (SCHNEIDER et al.,
1989; SMITH et al., 1989). Células que expressam esses V[ “proibidos”

comecam a declinar no timo no dia quatro apés o nascimento (P4) e ndo sao

15



Introducéo

mais detectaveis nesse 0rgdo a partir do dia dez (P10) (SCHNEIDER et al.,
1989). Desta forma, o processo de delecdo central aparentemente requer
diversos dias pds-nascimento para se tornar completamente maduro. As bases
para esse atraso no desenvolvimento s&o incertas, mas parecem ser devidas
aos niveis limitantes de AIRE (ZUKLYS et al., 2000).

GALLEGOS & BEVAN (2006) mostraram que células T expressando os
VB “proibidos” sdo detectadas em tecidos periféricos algumas semanas apos o
nascimento. Uma consequéncia da saida destas células autorreativas é que elas
podem ser ativadas na periferia e desencadear respostas efetoras voltadas para
antigenos proprios. Entretanto essas células na auséncia de estimulacéo
parecem estar em estado quiescente. Foi visto que o tratamento de
camundongos timectomizados com altas doses de IL-2 anulou a anergia dessas
células in vitro e promoveu o desenvolvimento de autoimunidade in vivo
(ANDREU-SANCHEZ et al., 1991).

As razdes para o atraso no desenvolvimento da tolerancia central ainda
nao sdo completamente entendidas. No entanto, pode-se especular que, no
inicio da vida poderia ser perigoso deletar qualquer especificidade de TCR, uma
vez que os neonatos encontram muitos antigenos novos. Quando esses “novos”
antigenos séo agentes patogénicos infecciosos a auséncia de uma resposta
poderia ser uma ameaca a vida. Portanto, para montar uma resposta primaria
eficiente a novos microbios encontrados, deve ser importante ter tantas
especificidades quanto possiveis nos tecidos periféricos (revisto por ADKINS,
2007)

Além disso, ja foi relatado que em camundongos, a enzima TDT
(responsével pela insercao de nucleotideos nos TCRs), é pobremente detectada
nos orgaos hematopoiéticos fetais e ndo estd completamente expressa em
timécitos em desenvolvimento até o dia 3-5 pds-nascimento (GREGORIE et al.,
1979; BOGUE et al., 1992; ROTHENBERG & TRIGLIA, 1983). Como
consequiéncia, as cadeias de TCR formadas durante a vida fetal e pos-natal ndo
apresentam adi¢des significativas na regido N do CDR3, formando desta forma
células com uma menor diversidade (BOGUE et al., 1991; FEENEY, 1991). No
entanto, as respostas a infeccdo ou imunizacdo parecem ser normais em

camundongos deficientes em TDT. A auséncia das regides N ndo compromete
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nem a qualidade nem a intensidade da resposta imunoldgica (revisto por
ADKINS 2007). Foi visto que clones deficientes em TDT sdo geralmente
multirreativos e apresentam uma capacidade de reatividade cruzada a peptideos
muito maior do que o0s clones selvagens. A natureza promiscua do TCR em
neonatos normais parece ser importante para permitir protecéo contra patégenos
durante este periodo (GARCIA et al., 2000), permitindo que um pequeno numero
de células T periféricas seja suficiente para montar respostas efetivas apdés uma
imunizagao ou infecgdo (CONDE et al.,1998; FEENEY et al.,2001; ROBEY et
al.,2004). Esses autores também especulam que o repertério neonatal seria
deficiente em células autorreativas com afinidade alta o suficiente para induzir

doenca.

Considerando essas diversas caracteristicas, peculiares ao
compartimento periférico presente no periodo neonatal, € possivel que a
dindmica populacional das células Treg também tenha caracteristicas proprias,

diferentes das encontradas no adulto.

A cinética de substituicdo das primeiras células RTE que colonizam a
periferia no periodo neonatal ainda n&o foi bem estudada, principalmente em
relacdo a populacdo reguladora. Foi sugerido que as primeiras células Treg
emigradas do timo durante o periodo neonatal seriam responsaveis por
estabelecer um repertério de memoria que garante a tolerancia periférica a
tecidos préprios, de forma infecciosa, através do recrutamento de novas células
para o fendétipo Treg (QIN et al.,1993 ; MODIGLIANI et al., 1996).

O conceito de tolerancia infecciosa prediz que uma vez induzida a
tolerancia a um determinado enxerto de pele, este fendbmeno pode ser transferido
para animais singénicos. Ou seja, animais virgens que recebem células CD4* de
animais tolerizados, também se tornam tolerantes ao mesmo enxerto de pele,

dai o nome de tolerancia “infecciosa”.

Levando-se em conta que o timo libera diariamente novas células Treg no
compartimento periférico, sera que essas primeiras células Treg que chegam a
periferia no periodo neonatal sdo mantidas por longo periodo e se tornam células
Treg de memoéria? Por outro lado, se for importante a aquisicdo de um repertério

diverso, uma parcela das células Treg residentes deveria ser constantemente
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substituida, permitindo que novas células Treg sejam incorporadas. A cinética

de renovacao das células Treg € diferente no periodo neonatal e no adulto?

Se a especificidade é essencial para a funcao supressora das células Treg
em diversas respostas imunolbgicas, é importante que a sua homeostase
favoreca a manutencéo de um repertério capaz de preservar clones que mantém
a tolerancia periférica adquirida no periodo neonatal e de permitir a incorporacéo
de novas especificidades que irdo controlar, por exemplo, clones autorreativos

ou respostas efetoras exacerbadas que surgem ao longo de toda a vida.

Como ja foi estabelecido que células de idade neonatal apresentam um
repertorio de TCR mais multirreativo quando comparado ao das células de um
animal adulto, é possivel que caracteristicas peculiares inerentes a populacéo
neonatal favorecam sua sobrevivéncia no compartimento periférico. Outra
hip6tese estaria relacionada ao compartimento periférico. Pode ser possivel que
a presenca da linfopenia seja uma condicdo determinante para a incorporacéo e

manutencao de células T reguladoras de idade neonatal.

Desenvolvemos este trabalho com o intuito de contribuir para o
conhecimento a respeito da persisténcia de células Treg naturais
CD4*CD25*Foxp3* em diferentes idades e para entender como a homeostase
no compartimento periférico possibilita tanto a manutencéo de uma memoéria da
tolerancia ao proprio, quanto a renovacao continua do repertorio de células Treg.
Esse conhecimento podera auxiliar na busca de estratégias terapéuticas, que
corrijam o balanco homeostético de células T reguladoras, capazes de recuperar

a tolerancia a tecidos préprios em diferentes patologias.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

e Estudar a dinamica populacional de células T reguladoras CD4*Foxp3* de

camundongos neonatos e adultos no compartimento periférico.

2.2 Objetivos Especificos

e Comparar ataxa de substituicdo de células Treg (CD4*Foxp3*) e ndo Treg

(CD4*Foxp3’) no compartimento periférico em diferentes idades

e Analisar o potencial de expansdo e competicdo de células Treg de

diferentes idades (adultas e neonatais) na periferia.
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3 Materiais e Métodos

3.1 animais

Camundongos F1 (BALB/c x C57BI/6) nu/nu (F1 nu/nu) foram utilizados aos
30 dias de idade como hospedeiros de enxertos de lobos timicos de
camundongos eutimicos F1 (BALB/c x C57Bl6.Ba) Thyl.1*/1.2* adultos ou
neonatais (P2 a P5) ou de populacdes celulares de camundongos eutimicos F1
(BALB/c x C57BI/6) Thyl.2* e F1 (BALB/c x C57BI6.Ba) Thyl.1*/1.2*.

As col6nias de camundongos nu/nu e dos doadores sdo mantidas, em um
biotério préprio, com micro-isoladores, presséo positiva e entrada de ar filtrado
(Sterilflow Filtracom) e recebem racéo e agua autoclavadas. Todos os protocolos
propostos foram aprovados pelo Comité de Etica Animal da Universidade

Federal Fluminense.
3.2 Enxertos de timo

O procedimento cirdrgico foi feito em condigbes estéreis apos
administracd@o intraperitoneal dos anestésicos Ketamina (100mg/kg) e Xilazina

(10mg/Kg) em animais F1nu/nu com 30 dias de idade.

Uma pequena incisdo dorsolateral foi feita para expor o rim, e um pequeno
orificio foi feito na capsula renal. Lobos timicos neonatais P(2 a 5) (10 ou 6 lobos
timicos/animal) ou adulta (1/2 lobo timico/animal) de F1 (BALB/c x C57BI6.Ba)
Thy1.1*/1.2* foram colocados lado a lado, abaixo da cépsula renal dos

hospedeiros nudes.
3.3 Preparo e Transferéncia de populacdes linfoides

Suspensfes estéreis de timdcitos de doadores adultos (30-60 dias) ou
neonatais (P5) foram maceradas mecanicamente em solugéo de Hanks’ (HBSS
— Invitrogen), em placas de petri, utilizando peneiras plasticas. As suspensdes
celulares obtidas foram transferidas para tubos de 15mL e lavadas com Hank’s
em centrifugacdo a 1200rpm/6min. O numero de células viaveis foi contado em
solucéo de azul de tripan a 0,1% em hematocitbmetro (camara de Neubauer) e

as concentragdes celulares ajustadas conforme o protocolo a ser utilizado.
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Todas as transferéncias foram realizadas por via endovenosa, através do plexo

retro-orbitario de camundongos atimicos com aproximadamente 30 dias.
3.4 Estudo de marcadores de superficie por imunofluorescéncia

Andlise das popula¢gBes presentes no sangue e, em alguns animais,
também em populagdes linféides periféricas (baco, linfonodo mesentérico (MLN)
e linfonodos periféricos (pLN) foi feita por imunofluorescéncia. As amostras de
sangue foram coletadas em heparina (25Ul/mL) e submetidas a centrifugacao
(2000rpm/20min) em gradiente de Ficoll (Histopaque 1083, Sigma). A frac&o
leucocitaria foi recolhida e lavada com PBS. ApoOs a centrifugacéo

(2000rpm/10min), as células foram utilizadas para marcacéao.

Antes de iniciar a marcacao, as ceélulas foram incubadas com solucéo
PBS-2%FCS- 10% soro camundongo por 5 a 10 minutos. Apds esta etapa de
bloqueio, os anticorpos diluidos em PBS-FACS (PBS + 3% FCS) foram
adicionados. Ao fim de 30 minutos de incubacéo no gelo e no escuro, as células
foram lavadas uma vez em PBS-FACS (150uL/poco) e uma vez em PBS sem

soro (150uL/poco) e fixadas em PBS-1% Formaldeido.

Os anticorpos monoclonais especificos para marcadores fenotipicos de
superficie utilizados foram adquiridos da eBioscience: fluorescein isothiocyanate
(FITC) anti-Thy-1.1 (OX-70) ou allophycociannin (APC) anti-Thyl.1 (HIS51);
FITC-anti-CD4 (GK1.5) ou APC-anti-CD4 (GK1.5); phycoerythrin (PE) anti-CD25
(PC61.5) ou APC-anti-CD25 (PC61.5), peridinin chlorophyll protein (PerCP) anti-
CD45.1 (A20), PE-anti-CD44 (IM7). streptavidin conjugada ao fluorocromo
PECy7- , PECy5.5- , PE- , ou APC foi usada em conjunto com 0 anticorpo
monoclonal biotinilado anti-Foxp3 (FIJK-16s).

Para a marcagao com Foxp3, utilizamos o kit da eBioscience (tampdes de
fixacdo e permeabilizagdo), de acordo com as instru¢ées do fabricante. As
células foram fixadas (apds marcacao de superficie) durante 40 minutos no gelo
e no escuro com 100uL de FixPerm 1X (Kit e-Bioscience), centrifugadas a 1200
rpm/6min e posteriormente lavadas com 100uL de Permeabilization Buffer. A
incubacdo com Anti-Foxp3-APC, anti-Foxp3-PE ou Foxp3-Alexa647 (todos FIK-
16s), foi feita no gelo e no escuro por 40 minutos, e posteriormente lavada mais

duas vezes com Permeabilization Buffer 1X e ressuspensas em 200uL de PBS.
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A leitura das marcacdes foi feita em citbmetro de fluxo C6 Flow Cytometer —BD
Accuri® utilizando o programa CFlow plus. A andlise dos dados foi feita pelo

programa flowjo software (Treestar).
3.5 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pelo software Prism5 (GraphPad). Utilizando
o teste t de student’s e one-way ANOVA com Bonferroni’'s post-test. As amostras
foram consideradas estatisticamente significantes quando os valores de p foram

menores do que 0,05 (p<0.05).
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4 Resultados

Visando estudar a dinamica populacional de células T reguladoras
CD4*Foxp3* (Treg) em diferentes idades, elaboramos um protocolo que permite
avaliar a competicdo na periferia entre as primeiras células T emigradas do timo
enxertado e sua posterior substituicdo por novas células potencialmente

competidoras no compartimento periférico (Figura 1).

(BALB/c x B6.Ba) F1
[Thyl.2+/1.1%]
™ (BALB/c x C57BL/6) F1 nu/nu
% | [Thyl.2*]
£ ) (30 dias)

X

Neonato
P2-5

ou

Adulto
> 30 dias

Figura 1: Protocolo experimental: Camundongos atimicos F1nu/nu (F1Thy-1.2%) de 30 dias de
idade foram enxertados com lobos timicos de doadores F1 (BALB/c x B6,Ba) (Thy-1.2*/Thy-1.1%)
de idades neonatal ou adulta na cdpsula renal. Cerca de 30 dias apés o enxerto, verificamos a
presenca de células da populacdo proveniente do timo colonizado (Thy-1.2*/1.1%) e da populacao
proveniente do hospedeiro (Thy-1.2/1.2%), ap6s diferenciacéo no timo enxertado (Thy-1.2%) entre
as células T CD4" totais e entre as células reguladoras (Treg) (CD4*CD25*Foxp3*) e nao
reguladoras (CD4"Foxp3) por imunofluorescéncia de aliquotas de sangue periférico.

Com este protocolo, objetivamos verificar a capacidade de persisténcia
das células T reguladoras, comparada a persisténcia de células T néo
reguladoras quando populacdes policlonais de idades neonatal ou adulta
colonizam inicialmente um ambiente linfopénico singénico e avaliar sua eventual
substituicdo por novas células, derivadas do hospedeiro, diferenciadas no 6rgéao

enxertado, que chegam posteriormente ao compartimento periférico.
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A técnica de transplante de lobos timicos ja colonizados para
camundongos linfopénicos permite estudar a renovacdo de linfocitos T,
analisando a liberacéo de células pelo timo em frequéncias e periodos que se

aproximam (simulam) a situacao fisiologica.

Dados da literatura utilizando o modelo de enxertos de timo fetal ou de
neonato em camundongos atimicos mostram que até quatro semanas apos o
transplante, a maioria das células presentes na periferia sdo derivadas da
populacdo que colonizava inicialmente o timo do doador (THOMAS-VASLIN et
al,1997). Apés esse periodo, aumenta a colonizagdo periférica por células
precursoras derivadas da medula O0ssea do hospedeiro atimico que se
diferenciam no 6rgao enxertado. Desta forma é possivel analisar, ao longo do
tempo, a cinética de persisténcia e substituicao de células provenientes de uma
primeira onda de colonizagdo por células derivadas de ondas posteriores.

Inicialmente, confirmamos o nimero absoluto de células presentes nos
timos de idade adulta (P60) (120 x 10°8) e neonatal (P2) (15 x 10°) de doadores
eutimicos F1 (BALB/c x B6.Ba) (Thy-1.2*/Thy-1.1*).

Com a intencdo de ajustarmos o numero de lobos enxertados de modo a
conter a mesma propor¢cdo de células CD4 simples positivas (CD4SP),
avaliamos a frequéncia de células simples positivas para CD4 (CD4SP) e CD8
(CD8SP) presentes nas duas idades (Figura 2). A quantidade de lobos utilizada
em cada grupo experimental esta representada na tabela 1.

P2 P60

7,8%

CD8

cD4

Figura 2: Frequéncia de timdcitos em diferentes idades: Frequéncia de células T CD4SP e
CDB8SP presentes em um timo (2 lobos) de doadores F1 (BALB/c x B6,Ba) (Thy-1.2*/Thy-1.1%)
de idade neonatal (P2) e adulta (P60). Os dados sdo representativos de trés experimentos
independentes com 3 animais em cada grupo (n=3).
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N° de lobos / N° absoluto total de N° de células CD4* presentes

o . timocitos nos lobos enxertados
N° de células

Timo Adulto (P60) 2 lobos (120 x 10°) % lobo ( 30 x 10°) 2,34 x 10° CD4SP

Timo Neonatal (P2) 2 lobos (15 x 106) 10 lobos (75 x 106) 2,1 x 108 CD4SP

Tabela 1: Namero de lobos enxertados em cada grupo experimental. Nomero absoluto de
células presentes em dois lobos de timo adulto P(60) e neonatal P(2) e a quantidade de lobos
enxertados em cada grupo experimental. O célculo do numero de lobos foi feito levando em
consideracéo a frequéncia relativa de células CD4SP em cada idade, assim como o numero
absoluto, com o intuito de obter no final niUmero equivalente de células CD4SP.

Avaliamos também a frequéncia de células T reguladoras CD4*Foxp3*
presentes nos timos de idade neonatal (P2) e adulta (P60) entre as células
CD4SP (Figura 3).

P2 P60
10" o 107]
10 1061
10° 4 105-,
0! ] i 1.0% 10‘1
10° 4 E%z% 10°
107 = J 10 E
g 10 10 -
.2 1101 ':0' -1‘03 :04 _1‘05 :06 10 1101 :o' ‘—1103 :o‘ —1105 :06 —1107

CD4

Figura 3: Frequéncia de células T reguladoras. Frequéncia de células T CD4*Foxp3* entre os
timocitos CD4SP de camundongos F1 (BALB/c x B6.Ba) (Thyl1.2*/Thyl.1*) de idade neonatal
(P2) e adulta (P60). Os dados sé&o representativos de trés experimentos independentes com 3
animais em cada grupo (n=3).

Apoés o transplante de % lobo timico de adulto e 10 lobos timicos de
neonato na capsula renal dos hospedeiros linfopénicos, a frequéncia total de
células CD4* foi avaliada, através de imunofluorescéncia de sangue periférico

trinta, sessenta e noventa dias ap6s o enxerto.
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A frequéncia expressiva de populacdes CD4 simples positivas confirmou
a expansdo e persisténcia das células provenientes do timo transplantado

durante os meses investigados.

Observamos que nos animais que receberam timo adulto, os valores
totais de células T ainda estdo abaixo dos observados em camundongos
eutimicos normais, o que esta de acordo com os dados descritos por ROCHA et
al (1989), demonstrando que o compartimento periférico linfopénico ndo €
completamente preenchido apos a transferéncia de linfécitos T. Entretanto, o
grupo que recebeu timo neonatal, além de ter sofrido uma expansdo mais
acentuada, parece atingir frequéncias semelhantes as observadas em um animal
eutimico, no segundo més e, apesar da discreta reducéo no terceiro més, suas
frequéncias continuam sendo maiores do que as observadas no grupo de

animais que receberam timo adulto (Figura 4A)

Noventa dias apos o transplante dos lobos timicos, a frequéncia de células
CD4* nos hospedeiros que receberam timo neonatal continua sendo
significativamente maior na maioria dos érgaos avaliados, com excec¢éo do baco,

gue apresentou semelhanca entre os dois grupos estudados (Figura 4B).

Com o intuito de avaliar se as diferencas observadas nas frequéncias de
células T CD4*, no compartimento periférico dos animais enxertados com timo
neonatal e adulto, influenciariam na cinética de substituicdo de células T
provenientes do doador (Thyl.1+), avaliamos o sangue periférico, trinta,
sessenta e noventa dias apés o transplante dos lobos timicos, nos dois grupos

experimentais.

Verificamos que as células derivadas do timo adulto parecem sofrer um
atraso na substituicdo por novas células provenientes do hospedeiro, uma vez
gue no segundo més, a maioria das células CD4* totais presentes no
compartimento periférico, continua sendo composta por células derivadas do
doador (Thyl.1*), e que apenas no terceiro més, uma reducao significativa &
observada. Com relagéo aos enxertos de timo de neonato, a substituicdo é mais
evidente. Apds o primeiro més, a maioria das células presentes na periferia é
derivada do hospedeiro (Thy1.1"). Essa substituicdo, entretanto, ndo é total, e

permite preservar uma frequéncia de células da primeira colonizacéo (Thyl1.1%),
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que embora pequena, parece ser constante, pelo menos sessenta e noventa
dias ap0s o enxerto timico (Figura 5).
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Figura 4: Células T derivadas de timo neonatal atingem frequéncias maiores de CD4" no
compartimento periférico. (A) Frequéncia de células T CD4" no sangue periférico 1, 2 e 3
meses apo6s o enxerto de timo neonatal (n=4) (barra laranja) ou adulto (n=5) (barra preta). A linha
tracejada representa a frequéncia de células T CD4" de um controle eutimico F1(BALB/c x
B6.Ba). (B) Frequéncia de células T CD4" no sangue, baco, linfonodos periféricos (pLN) e
linfonodos mesentéricos (MLN), em todos os animais estudados, 3 meses apds o enxerto de timo
neonatal (circulos laranjas) ou adulto (circulos pretos) ***P< 0,05 (one-way ANOVA com
Bonferroni’'s post-test). Dados sao representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 5: Células derivadas do timo doador neonatal sao substituidas mais rapidamente.
Frequéncia de células T derivadas do doador (Thyl.1*) ou derivadas do hospedeiro (Thyl.1")
entre linfécitos totais 30, 60 e 90 dias apds enxerto de timo neonatal (n=4) (10 lobos) ou adulto
(n=5) (1/2 lobo). (A) Dotplots representativos de um animal por grupo (B) Frequéncia de células
T derivadas do doador (Thyl.1*) no sangue de todos os animais estudados dos grupos que
receberam timo de neonato (barra laranja) ou timo adulto (barra preta) (C) Frequéncia de células
T derivadas do doador (Thy1.1%) no sangue, baco, pLN e MLN, 3 meses ap0s 0 enxerto de timo
neonatal (circulos laranjas) ou adulto (circulos pretos). ***P< 0,05 (one-way ANOVA com
Bonferroni’'s post-test). Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes.
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Para avaliarmos se esta cinética mais rapida de substituicdo das células
de origem neonatal pelas células do hospedeiro ocorre mesmo quando
aumentamos muito (em cerca de nove vezes) o numero inicial de células CD4
SP contidas no enxerto, utilizamos doadores neonatos com cinco dias de idade
P(5).

Decidimos utilizar em nosso protocolo, camundongos neonatos P(5), uma
vez que a capsula renal ndo comporta uma quantidade muito grande de lobos
enxertados e a frequéncia de células CD4SP, nesse periodo, € semelhante a
encontrada no timo adulto (além dos numeros absolutos ndo variarem
significativamente) (Figura 6). Desta forma, seis (6) lobos timicos de neonato
P(5), contendo aproximadamente 17,0 x 10° de células CD4SP maduras foram
utiizados como fontes de células capazes de colonizar o compartimento

periférico (Tabela 2).

Os resultados obtidos sdo semelhantes aos que foram apresentados
anteriormente, no qual se observou uma maior substituicdo de células derivadas
do doador no grupo que recebeu timo de neonato. Essa substituicdo foi
equivalente ao grupo que recebeu 2 x 10® CD4SP de P(2), sugerindo que a
guantidade de células liberadas, em um primeiro momento, para a periferia ndo
interfere, a principio, em sua capacidade de persisténcia ou substituicdo (Figura
7).

P5 P60

CcD8

CcD4

Figura 6: Frequéncia de timdcitos: Frequéncia de timécitos CD4SP e CD8SP presentes em
um timo (2 lobos) de doadores F1 (BALB/c x B6,Ba) (Thy-1.2*/Thy-1.1*) de idade neonatal (P5)
e adulta (P60). Os dados séo representativos de trés experimentos independentes com 3 animais
em cada grupo (n=3).
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N° de lobos / N° absoluto total N° de células CD4* presentes

. . de timdcitos nos lobos enxertados
N° de células

Timo Adulto (P60) 2 lobos (120 x 10°) % lobo ( 30 x 10°) 2,34 x 10° CD4SP

Timo Neonatal (P5) 2 lobos (80 x 106) 6 lobos (240 x 10°) 17,0 x 10° CD4SP

Tabela 2: Niamero de lobos enxertados em cada grupo experimental. Namero absoluto de
células presentes em dois lobos de timo adulto P(60) e neonatal P(5) e a quantidade de lobos
enxertados em cada grupo experimental. O calculo do nimero de lobos foi feito levando em
consideracéo a frequéncia relativa de células CD4SP em cada idade, assim como o nimero
absoluto, com o intuito de obter no final 9x mais células CD4SP do doador neonatal P5.

**k*%
1004 LI . Idade do timo doador
e |:|P(2)
80- == |:|P(5)
LS . -
20
o
- ‘E 40 ns
=S 9 e
20+ —
0
Meses 1 2

apds o enxerto

Figura 7: Células T derivadas de timo neonatal sdo substituidas mais rapidamente que as
derivadas de um timo adulto, mesmo contendo 9x mais células CD4SP. Frequéncia de
células T derivadas do doador (Thy1.1*) entre linfécitos CD4* 30 e 60 dias ap6s enxerto de timo
neonatal P2 (n=4) (10 lobos) (barra laranja), P5 (n=3) (6 lobos) (barra branca) ou adulto (n=5)
(1/2 Iobo) (barra preta). ***P< 0,05 (one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test). Os dados s&o
representativos de dois experimentos independentes.

Posteriormente, comparamos a dindmica populacional de células T
reguladoras e nao reguladoras nos diferentes grupos (que receberam timo de
neonato, em diferentes quantidades, ou timo adulto), no compartimento
periférico de hospedeiros F1 nu/nu.

Trinta dias ap6s o transplante dos lobos timicos, observamos que a
frequéncia de células Treg CD4*Foxp3* totais nos animais que receberam ¥z lobo

de timo adulto € 10x maior (aproximadamente 25%), no sangue periférico, do
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gue as observadas nos controles eutimicos e nos animais que receberam timo
neonatal (P2 e P5). Estas frequéncias parecem estaveis, uma vez que no

segundo més n&o observamos modificagdes expressivas (Figura 8).

Como os resultados dos animais que receberam timo neonatal P2 ou P5
foram semelhantes, resolvemos compilar os resultados dos dois grupos em um
anico grafico.

Idade do timo doador

301
B Adulto

+
e

< 204
30
L O -
R )
< s
S g 10-
X

Meses

apoés o enxerto

Figura 8: Células T reguladoras derivadas de timo adulto atingem frequéncia maior entre
as CD4" na periferia. Frequéncia de células T reguladoras totais entre os linfocitos CD4* 30 e
60 dias apos enxerto de timo neonatal (n=7) (barra branca) ou adulto (n=5) (barra preta). A linha
tracejada representa a frequéncia de células T CD4*Foxp3*de um controle eutimico F1(BALB/c
x B6.Ba). **P< 0,05 (one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test). Os dados séo representativos
de dois experimentos independentes.

Em relacdo a populacdo proveniente do timo transplantado (Thyl1.1*) de
adulto, observamos que ambas as populagdes, T reguladora (CD4"Foxp3*) e
nao reguladora (CD4*Foxp3) sdo mais resistentes a substituicdo por novas
RTEs, uma vez que dois meses ap0s 0 enxerto suas propor¢des nao sofreram
modificacdes expressivas (Figura 9A e B). Ao contrario, quando comparamos
ambas as populagdes nos grupos que receberam timo neonatal (P2 e P5)
observamos que suas frequéncias reduzem apos o primeiro més (Figura 10 A e
B)
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Figura 9: Células T derivadas de timo adulto (Treg e nao-Treg) sao dificilmente
substituidas na periferia. Frequéncia de células T do doador (Thyl.1*) entre CD4*Foxp3* (A)
ou CD4*Foxp3  (B) no sangue periférico 1 e 2 meses apés o enxerto de timo adulto. (C)
Histogramas representativos de células T derivadas do doador Thyl.1* (1) ou do hospedeiro
Thy1.1 (2) entre as células Treg (vermelho) e ndo-treg (azul) apds 1 més (esquerda) ou 2 meses

(direita). Dados representativos de um animal. (n=5). Os dados sdo representativos de dois
experimentos independentes.
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Figura 10: As populagdes reguladora e ndo reguladora provenientes do enxerto de timo
neonatal sdo rapidamente substituidas apds o primeiro més no compartimento periférico.
Graficos de barras indicando a frequéncia de células Thyl.1* (doador) entre as Tregs (A) e entre
as CD4*Foxp3™ (B) 1 e 2 meses ap0ds o enxerto de timo neonatal. (C) Os histogramas indicam as
percentagens de células Thyl.1*, correspondentes a primeira populacéo que emerge do timo (1)
e de células Thyl.1", correspondentes a segunda populagdo (2) entre as células CD4*Foxp3*
(Tregs) em vermelho e CD4*Foxp3” (ndo reguladoras) em azul apds 1 e 2 meses de transplante
de lobos de timo neonatal para hospedeiros F1 (BALB/c X C57BI6) nu/nu. (n=7). **P< 0,05 (t-
test). Os dados séo representativos de dois experimentos independentes.
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Apods 3 meses, as andlises da persisténcia de células do doador entre as
T reguladoras (CD4*Foxp3*) e ndo reguladoras (CD4*Foxp3) nos camundongos
enxertados foram feitas também no baco, linfonodos periféricos (pLN) e linfonodos
mesentéricos (MLN), além da investigacdo no sangue periférico. Nossos resultados
nao apontaram diferencas significativas entre esses 6rgaos e o sangue e revelaram
gue a maioria das células residentes apos trés meses sao derivadas do hospedeiro
(Thyl.1). Em relacdo a populacdo CD4*Foxp3*, a frequéncia de células Treg
derivadas do doador (Thyl.1*) correspondeu a aproximadamente 30,0% das células
Foxp3* totais no grupo que recebeu timo adulto e frequéncias semelhantes
(aproximadamente 25,0%) nos grupos que receberam timo neonatal, n&o
representando portando uma diferenca significativa entre os dois. Com relagéo ao
compartimento de células CD4*Foxp3-, observamos que as células derivadas do
timo neonatal apresentam uma frequéncia menor quando comparada com as
células derivadas do timo adulto (Figura 11 A e B).
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Figura 11: Apés trés meses, as células T reguladoras derivadas de timo adulto apresentam
frequéncias semelhantes as das derivadas de timo neonatal no compartimento periférico.
Frequéncia de células do doador (Thyl1.1*) entre as Treg (A) e entre as ndo-Treg (B) no sangue,
baco, pLN e MLN, 3 meses ap6s o enxerto timico de neonato (P2 e P5) (circulos brancos) e
adulto (circulos pretos). (n=4). *P< 0,05 (one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test). Os
dados séo representativos de dois experimentos independentes.

Quando comparamos as populacdes reguladoras e nado reguladoras
dentro de cada grupo, observamos, de forma surpreendente, que as células
CD4*Foxp3* de neonato sdo mais resistentes a substituicdo, quando
comparadas as CD4*Foxp3-. De forma contraria, ndo sao observadas diferencas
entre estas popula¢cdes nos grupos que receberam timo adulto (Figura 12 A e B).
Esses dados sugerem que, independente da idade e, portanto, de caracteristicas
peculiares inerentes a cada populacdo (neonatal e adulta), ambos os grupos
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preservam, no compartimento periférico, uma parcela de células T reguladoras
em concentracfes semelhantes.
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Figura 12: Células Treguladoras derivadas de timo neonatal sdo mais resistentes a
substituicdo que as células CD4*Foxp3". Frequéncia de células derivadas do doador (Thy1.1%)
entre as Treg (triangulos vermelhos) e as ndo-Treg (quadrados azuis) no sangue, baco, pLN e
MLN, 3 meses apds o enxerto timico de neonato (P2 e P5) (A) e adulto (B). (n=4). *P< 0,05
(one-way ANOVA com Bonferroni’'s post-test). Os dados s&o representativos de dois
experimentos independentes.

Esses resultados nos estimularam a avaliar se as células T reguladoras
de neonato apresentam alguma peculiaridade intrinseca que influi na sua
capacidade de persisténcia no compartimento periférico em comparag¢ao com as
células CD4*Foxp3-. E possivel que a multirreatividade inerente aos timdcitos
dessa idade, em especial nas células T CD4+Foxp3+, possuam alguma
influéncia na capacidade inicial de expansdo e posterior sobrevivéncia em

ambiente periférico ja colonizado.

Para isto, resolvemos comparar timocitos de doadores neonatais com
timécitos de adultos quanto ao potencial de colonizagdo periférica quando
transferidos em suspenséo. Timocitos neonatais de camundongos F1 (BALB/c x
C57BI6) Thyl.2*/Thyl.2* (que serdo analisados como Thyl.1) foram
transferidos juntamente com timécitos adultos de camundongos F1 (BALB/c x

B6.Ba) Thyl.1*/Thyl.2* (que serdo analisados como Thyl.1*) (em uma mesma
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proporcao de células CD4SP) para hospedeiros atimicos F1 (BALB/c x C57BL6)
nu/nu (Figura 13).

) 1x10°CD4*
(BALB/cX C57BI6) F1 &% 7 Timcitos
[Thy1.2+/1.2*] £ ®
o/
=~ () o) (BALB/c x C57BL/6) F1 nu/nu
Neonato [Thyl.1]
P2-5

/1 x 108CD4*
Timocitos
(BALB/c x B6.Ba) F1

[Thyl.1%/1.2]

Adulto
> 30 dias

Figura 13: Protocolo experimental 2. Camundongos atimicos F1 nu/nu foram utilizados como
hospedeiros de co-transferéncias de timécitos de camundongos F1 (BALB/c x C57BI6)
Thyl1.2*/Thyl.2* neonatais e de doadores F1 (BALB/c x B6.Ba) Thy1.1*/Thy1.2" adultos. As duas
suspensdes foram ajustadas para conter a mesma proporc¢éo (1 x 108) de células CD4 simples
positivas. Com este protocolo procuramos comparar 0 potencial de competicdo das células

neonatais com células de adultos quanto a colonizacéo periférica.

Verificamos que as células T CD4* totais de neonatos (Thyl.2*) néo
atingem frequéncias equivalentes as das células de adulto (Thyl.1*/Thy1.2%),
nos dois primeiros meses, quando transferidas na mesma propor¢cdo para
hospedeiros F1 nu/nu (Figura 14A). Da mesma forma, tanto as células T
CD4*Foxp3* quanto as CD4*Foxp3-, de neonatos do indculo inicial apresentaram
frequéncias reduzidas no sangue periférico quando comparadas as derivadas

dos timdcitos adultos, transferidos simultaneamente (Figura 14B e C).
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Figura 14: Timdcitos neonatais (Thyl.1) apresentam menor capacidade de persisténcia em
comparagdo com timécitos adultos (Thyl.1*) quando transferidos na mesma proporcéo de células
CD4* simples positivas. (A) Frequéncia de células T CD4" totais derivadas da suspensdo de timécitos de
adultos (barras pretas) ou de neonatos (barras brancas) no sangue periférico, 1 e 2 meses apds a tranferéncia
(1x10° timdcitos) para hospedeiros linfopénicos (B,C) Frequéncia de células Thyl.1*, derivadas de
timocitos adultos (barra preta) e de células Thy 1.1, derivadas de timécitos neonatais (barra branca) entre
as células CD4*Foxp3* (Tregs) (B) e entre as CD4*Foxp3™ (ndo reguladoras) (C) um e dois meses apos a
transferéncia para hospedeiros F1 (BALB/c X C57BI6) nu/nu. (n=9). ***P< 0,05 (one-way ANOVA com
Bonferroni’s post-test). Os dados sao representativos de dois experimentos independentes.

Uma vez que, fisiologicamente, as primeiras células T reguladoras, que
emigram do timo no periodo neonatal, encontram na periferia um ambiente
linfopénico, elaboramos um terceiro protocolo para avaliar a importancia da
linfopenia no compartimento periférico na expansao de células neonatais e de
células adultas e comparar a persisténcia e substituicdo de cada populacdo por

uma segunda populacéo de timécitos.

Para isso, camundongos atimicos F1 nu/nu foram utilizados como

hospedeiros de transferéncias sequenciais de timdcitos (contendo 1 x 108 células
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CD4*SP) de doadores eutimicos adultos ou neonatais, como indicado abaixo
(Figura 15):

F1 (BALB/c x C57BIl.6) Thy-1.2*/Thy-1.2* Adulto (P>30) ou neonatal (P 3-5);
no dia O
F1 (BALB/c x B6.Ba) Thy-1.2*/Thy-1.1* Adulto (P>30) ou neonatal (P 3-5);

no dia 60

Cerca de 30 e 60 dias apds a primeira transferéncia, a presenca de células
(Thy-1.2%/1.2*) ou (Thyl.1") inicialmente transferidas foi analisada por
imunofluorescéncia de aliquotas de sangue periférico para avaliar sua expansao
e persisténcia no compartimento periférico. Uma vez observada que suas
frequéncias estavam estaveis, transferimos uma segunda populacéo de células
(Thy-1.2*/Thy-1.1*) ou (Thyl.1*) (no dia 60) e trinta dias apdés a segunda
transferéncia (ou 90 dias apds a primeira transferéncia) avaliamos a frequéncia
de incorporacéo dessas células (Thyl.1*) no ambiente previamente colonizado
entre as células T totais, entre as células CD4" totais e entre as células com
fenotipo caracteristico de células Treg (CD4*Foxp3*) e ndo-Treg (CD4*Foxp3’).
Camundondos atimicos F1 nu/nu que receberam apenas a segunda
transferéncia foram utilizados como controle. Com este protocolo podemos
avaliar a importancia da linfopenia no ambiente periférico para a expansao de

células neonatais e adultas.

Inicialmente, mostramos a presenca da primeira populacdo de células
transferidas (Thyl.1), em amostras de sangue periférico dos dois grupos
experimentais (que receberam células de adulto ou neonato) através de
imunofluorescéncia apés 1 e 2 meses. Os resultados obtidos estao

representados na figura 16.
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Figura 15: Protocolo experimental 3. Camundongos atimicos F1 nu/nu foram utilizados como
hospedeiros de transferéncias sequenciais de timécitos de camundongos F1 (BALB/c x C57BI6)
Thy1.2*/Thy1.2* (Thyl.1) neonatais ou adulto no dia 0 e de doadores F1 (BALB/c x B6.Ba)
Thyl.1*/Thyl.2* (Thyl.1*) adultos ou neonatais 60 dias depois da primeira transferéncia. Cada
suspenséo foi ajustada para conter a mesma proporcao (1 x 108) de células CD4SP.

A frequéncia expressiva das células transferidas CD4*Thy1.1  Thyl.2* nos
dois grupos mostrou que a expansao e persisténcia de timocitos de adultos e
neonatos ocorre com eficiéncia equivalente em ambiente linfopénico singénico,

guando transferidas nas mesma proporcao (Figura 16A).

As frequéncias de linfécitos T (Thyl.1) no sangue dos animais que
receberam timocitos de adulto ou timécitos de neonato foram semelhantes e
pareceram constantes ao longo dos meses investigados. Esses niveis parecem
ter estabilizado em torno de 10%, sugerindo que apds dois meses o equilibrio

homeostético periférico foi alcancado (Figura 16B).
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Figura 16: Timécitos de camundongos F1 (BALB/c x C57BI6) (Thyl.1 ) adultos ou neonatos
expandem e persistem em hospedeiros atimicos F1 (BALB/c x C57BI16) nu/nu. (A) Niveis
totais de linfocitos Thyl.1-em amostras de sangue de um animal representativo de cada grupo
apos 1 e 2 meses e de um controle eutimico BALB/c (Thy1.1). (B) percentual de células Thyl.1
em todos os animais testados. Timdcitos de adulto (n=3) (preto), timocitos de neonato (n=3)
(branco). *P< 0,05 (one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test). Os dados séo representativos

de dois experimentos independentes.
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Além de investigar a populacdo CD4* total, analisamos também, através
de imunofluorescéncia, a persisténcia de células CD4*Foxp3*Thyl.1 apés 1l e 2
meses no sangue periférico. Observamos que em ambos o0s grupos (transferidos
com timécitos de adulto ou timécitos de neonatos) o percentual de células Treg
foi maior que nos controles eutimicos (~20%) somente no segundo més. Além
disso, ndo foi observada diferenca no potencial de expanséao das células Treg
entre os dois grupos, sugerindo que com relacdo as células Treg, o ambiente
linfopénico permite a expansdo equivalente das células neonatais e células T
adultas (Figura 17).
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Figura 17: Células CD4'Foxp3* de camundongos F1 (BALB/c x C57BI6) neonatos ou
adultos expandem igualmente e persistem em hospedeiros atimicos F1 (BALB/c x
C57Bl6)nu/nu mantendo frequéncias estaveis em 2 meses. Percentual de células Treg
CD4+Foxp3+ em todos os animais testados 1 e 2 meses apoés transferéncia de timécitos de
neonato (n=3) (barra branca) ou timdcitos de adulto (n=3) (barra preta) em comparacdo com o0s
controles eutimicos (barra laranja). **P< 0,05 (one-way ANOVA com Bonferroni’s post-test). Os
dados séo representativos de dois experimentos independentes.

Apos identificar que em dois meses ja ocorreu a estabilizagdo dos niveis
periféricos de células T nos hospedeiros reconstituidos com a primeira
populacdo, adotamos este intervalo para a segunda transferéncia de células.
Suspensdes de timoécitos de adulto ou timécitos de neonato (contendo 1 x 10°
células CD4"* simples positivas/animal) de doadores F1 (BALB/c x B6.Ba) Thy
1.1*/1.2* foram transferidas para 0S gQrupos experimentais previamente
reconstituidos com células de F1 (BALB/c x C57BI6) Thy 1.2*/1.2* e para

camundongos atimicos F1 (BALB/c x C57BI6) nu/nu vazios, como controle. Os
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animais que receberam inicialmente uma populacdo de células de neonato
receberam, como segunda transferéncia, timécitos de adulto. Por outro lado, os
hospedeiros que foram reconstituidos inicialmente com timdcitos de neonato
receberam células de adulto na segunda transferéncia. Com este protocolo
procuramos verificar a persisténcia da primeira populacao transferida (Thy1.1")
e a capacidade de incorporacdo das novas células recém chegadas nesse
ambiente j& colonizado, permitindo avaliar como a reconstituicdo do ambiente

periférico altera a incorporacado de células de diferentes idades.

Os resultados demonstram que trinta dias apdés a transferéncia, a
colonizacéo por células T CD4* provenientes do segundo inoculo foi evidente
apenas nos grupos reconstituidos inicialmente com timdcitos de neonato,
apresentando uma frequéncia em torno de 20-30%. JA& nos grupos que
receberam uma primeira populacdo de timdcitos de adulto, ndo foi observada
incorporacao das células de neonato (0, 3%) quando a frequéncia € calculada
entre as células T CD4" totais no sangue periférico (figura 18A). Analises a longo
prazo (doze meses apés a segunda transferéncia) demonstram que a proporcao
de células oriundas do segundo in6culo (Thyl.1*) ndo sofreu modifica¢es,
mantendo seus niveis relativamente estaveis nos grupos que receberam
timécitos de neonato na primeira transferéncia (~30%) e nos grupos que

receberam timécitos de adulto na primeira transferéncia (~0,3) (figura 18B).

Comparamos também o percentual de células provenientes da segunda
transferéncia entre as T reguladoras (CD4*Foxp3*) e as ndo reguladoras
(CD4*Foxp3) e observamos resultados semelhantes aos encontrados,
anteriormente, para a populacdo CD4* total. Nos grupos que receberam
timécitos de adultos como primeira transferéncia, a incorporacdo de novas
células Treg CD4*Foxp3* e CD4*Foxp3- foi irriséria (A+N), comparada aos
grupos que receberam uma primeira transferéncia de timécitos de neonato (N+A)
(Figura 19A e B).
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Figura 18:Células CD4'Thy1.1" de camundongos F1 (BALB/c x C57BI6) neonatos néo séo
capazes de colonizar um ambiente previamente reconstituido com timécitos de adulto. (A)
Niveis totais de linfécitos CD4*Thy1.1* em amostras de sangue de grupos que receberam uma
primeira populacdo de timécitos de neonato e uma segunda de timdcitos de adulto (N + A) e
grupos que receberam uma primeira transferéncia de timdcitos de adulto e uma segunda de
timocitos de neonato (A + N) apos 1 més. Dados representativos de um animal por grupo.(B)
Percentual de células Thyl.1" oriundas do segundo indculo entre as células CD4" totais em todos
0s animais testados 12 meses apds transferéncia de timdcitos de adulto (N+A) (n=3) ou timocitos
de neonato (A+N) (n=4). Os dados séo representativos de dois experimentos independentes.

Como controle, mostramos na figura 20 que as células Treg da segunda
transferéncia, de doadores F1 (BALB/c x B6.Ba) Thy 1.1*/1.2*, possuem um
potencial de expansdo em hospedeiros linfopénicos semelhante ao das células
Treg da primeira populagéo transferida de doadores F1(BALB/c x C57BI/6)
Thyl.2*, mostrado na figura 17
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Figura 19: Células Treg CD4'Foxp3* de neonato sdo capazes de expandir apenas em
ambientes linfopénicos. Graficos representativos da frequéncia de células derivadas da
segunda transferéncia (Thy1.1*) entre as subpopulacdes CD4*Foxp3* (1) ou CD4*Foxp3 (2), 30
dias apos transferéncia. (A) grupos que receberam timécitos de adulto no dia 0 e timdcitos de

neonato no dia 60 (A+N). (B) Grupos que receberam timocitos de neonato no dia O e timécitos
de adulto no dia 60 (N+A).
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Figura 20: Células CD4'Foxp3* expandem igualmente em ambiente linfopénico. Niveis
totais de linfécitos CD4*Foxp3*Thyl.1* em amostras de sangue de um representante de cada
grupo, 1 més apos transferéncia de timdcitos de adulto ou timécitos de neonato (contendo 1x10°
células CD4* simples positivas/animal) para hospedeiros F1(Balb/c x C57bl6) Thy1.1" nu/nu. Os
dados séo representativos de dois experimentos independentes.
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Esses dados demonstram que a capacidade de incorporacdo de novas
células em ambiente periférico previamente colonizado s6 é evidente quando se
transfere timocitos de doadores adultos e que esta incorporacdo parece ser
semelhante tanto entre as sub-populacdes CD4*Foxp3* quanto CD4*Foxp3
transferidas. Além disso, uma vez estabelecidas, suas freqiiéncias sdo mantidas
estaveis.

A fim de verificar se a auséncia de incorporacdo das células de neonato
em ambientes previamente colonizados € decorrente se sua incapacidade de
competir com células de adulto, transferimos timécitos de doadores F1(BALB/c
x C57BI/6) Thyl.2* neonatos para hospedeiros F1 (BALB/c x C57BI6) nu/nu
vazios no dia 0 e sessenta dias depois transferimos uma segunda populacdo de
timécitos de F1 (BALB/c x B6.Ba) Thy 1.1*/1.2* também neonatos .

Resultados iniciais demonstraram que, assim como 0s grupos (A+N), as
células de neonato sao incapazes de colonizar e expandir em ambiente periférico
previamente colonizado, mesmo quando reconstituidos inicialmente com células

de neonato (Figura 21).
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Figura 21: Células CD4*Foxp3*" de neonato sdo incapazes de expandir em ambientes
previamente colonizado. Percentual de células Thyl.1" oriundas do segundo indculo entre as
células CD4" Totais em todos os animais testados 30 dias ap6s a transferéncia de timdcitos de
adulto para hospedeiros previamente colonizados com timécitos de neonato (N+A), timdcitos de
neonato para hospedeiros previamente colonizados com timdcitos de neonato (N+N) ou
previamente colonizados com timdcitos de adulto (A+N). (n=4). Os dados sé&o representativos de
dois experimentos independentes.
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5 Discusséao

No presente trabalho foi avaliada a dinamica populacional de células T
reguladoras (Treg) e nao reguladoras no compartimento periférico atraves de
protocolos que simulam uma cinética de colonizacdo periférica proxima a
fisiologica. A persisténcia das primeiras células que expandem na periferia, em
ambiente linfopénico, e sua substituicdo por incorporacédo de novas populacoes
de células T recém emigradas do timo (recent thymic emigrants — RTES) foi
avaliada através de transplante de lobos timicos singénicos para hospedeiros F1
(BALB/c x C57BL/6) nu/nu. Este modelo permite estudar esta dinamica
populacional sob a influéncia da liberacdo de células RTE em ritmo e

concentracoes fisioldégicas

Por este protocolo, logo apds o enxerto de timo as primeiras células que
chegam a periferia correspondem aos linfécitos provenientes do timo do doador
(Thy-1.1*). Posteriormente as células precursoras da medula 6ssea do
hospedeiro colonizam o 6rgado transplantado e se diferenciam em linfécitos T
maduros capazes de ingressar no compartimento periférico. Como descrito por
Thomas-Vaslin et al., (1997), aproximadamente quatro semanas apds O
transplante ndo sdo mais encontradas células do doador no timo enxertado e o
orgdao ja foi plenamente colonizado por precursores derivados do hospedeiro. A
partir desse periodo, portanto, podemos analisar a cinética de substituicdo e

incorporagdo de novas células na periferia.

Trinta dias apdés o transplante dos lobos timicos, encontramos uma
frequéncia maior de células T CD4* no compartimento periférico dos animais que
receberam timo neonatal (P2 e P5), em comparacédo com os animais enxertados
com timo adulto. Embora o niumero de timécitos CD4SP presentes nos enxertos
de ambas as idades tenha sido equivalente, observamos baixas frequéncias de
células T reguladoras nos timos de neonato. J& foi descrito que o timo neonatal
€ menos eficiente em suportar a diferenciagcdo de células T reguladoras
(FONTENOT et al., 2005a) e que a expansao de células Foxp3* intratimicas sé

acontece apos o terceiro/quarto dia pos-nascimento. (FONTENOT et al., 2005b).

46



Discussao

Desta forma, € possivel que nos hospedeiros de timo neonatal as células
maduras ingressaram em um compartimento periférico escasso em ceélulas T
reguladoras e, consequentemente, foram capazes de proliferar e expandir mais

intensamente atingindo uma frequéncia inicial maior de células CD4+.

Por outro lado, caracteristicas intrinsecas as células neonatais como uma
maior expressao de IL-7Ra, comparada com as células adultas (DARDALHON
et al.,, 2001; HASAN et al., 2001), podem ter permitido uma proliferacdo mais
intensa. Ja foi demonstrado que animais com linfopenia crbnica, como
camundongos atimicos, por exemplo, apresentam altas concentracdes da
citocina IL-7 no compartimento periférico (FRY & MACKALL., 2005).

Outra possivel explicagdo poderia estar relacionada com a maior
exportacao de timécitos derivadas do timo neonatal. Apds o nascimento, o timo
continua a se desenvolver e organizar seu compartimento estrutural ao ser
periodicamente colonizado com progenitores hematopoéticos da medula 6ssea
(LI et al., 2009). Durante o inicio do periodo pés-natal, o timo aumenta em
tamanho com conseqlente aumento de células T virgens liberadas,
preenchendo assim o ambiente periférico “vazio” (ADKINS.,1999; ADKINS.,2003
; MIN. et al., 2003). Desta forma, € possivel que os lobos timicos neonatais
transplantados tenham aumentado em tamanho e contribuido para uma maior
exportacdo de timécitos comparado ao ¥z lobo timico enxertado de adulto, que

provavelmente mantém o tamanho e nimero de células apds ser enxertado.

Apobs o primeiro més, os resultados demonstraram que tanto as células T
CD4* como as T CD4*Foxp3*, provenientes do timo neonatal do doador, decaem
de forma acentuada e permanecem estaveis em baixa frequéncia pelos proximos
meses no sangue e orgaos linfoides periféricos (baco, linfonodos mesentéricos
(MLN) e linfonodos periféricos (pLN) dos hospedeiros. Este resultado se repetiu
mesmo quando aumentamos muito (em nove vezes) o numero de células

CD4+SP presentes nos timos neonatais enxertados, pelo uso de doadores P5.

Como ha uma emigracao continua de novas células a partir do timo, uma
competicdo por recursos para a persisténcia no compartimento periférico é
esperada. No caso das células provenientes do doador neonatal (Thy-1.1%) sua
rapida substituicdo ap0s o primeiro més ocorre por células que diferenciam a

partir das precursoras hematopoiéticas do hospedeiro adulto.
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Como a afinidade por complexos MHC-Pproprio foi descrita como um fator
determinante da sobrevida de linfécitos T no compartimento periférico (TAKEDA
et al.,, 1996; STOCKINGER et al., 2004), podemos pensar que diferencas,
também ja descritas (SCHNEIDER et al., 1989; BOGUE et al.,, 1992), no
repertorio das células T oriundas das primeiras ondas de timdcitos, neonatal,
sejam responsaveis por favorecer a maior incorporacdo de novas ceélulas T
diferenciadas no timo a partir de precursoras de idade adulta. O repertorio mais
multirreativo do neonato (GARCIA et al., 2000) poderia resultar em menor

afinidade pelos peptideos, facilitando seu “desligamento” das APCs periféricas.

Alternativamente, diferencas entre as células de adulto e neonatos na
expressao de receptores para citocinas (DARDALHON et al., 2001; HASAN et
al., 2001) ou diferencas metabdlicas que afetem seu potencial intrinseco de

proliferacdo poderiam influir nesta competicéo.

Ja nos hospedeiros que receberam enxerto de timo adulto, o decaimento
das células do doador ndo foi tdo acentuado quando comparado ao dos
hospedeiros de timo neonatal. As células provenientes da primeira onda de
colonizagdo (ou seja, as células derivadas do doador) parecem ter uma
substituicdo menos acelerada, uma vez que apdés o segundo més suas
proporcdes sdo mantidas constantes e somente no terceiro més foi observada
uma reducdo semelhante a encontrada nos grupos que receberam timo

neonatal.

Embora existam dados controversos com relacéo ao tempo exato de inicio
da senescéncia timica, sabe-se que o timo entra em um periodo de declinio,
resultando em degeneracéo do 6rgao e contribuindo para sua involugao (MIN et
al., 2004). Mudancas nas taxas de células epiteliais timicas (TECs) e diminui¢ao
da producédo de linfocitos T ja foram evidenciados. Embora os mecanismos
relacionados a este processo ndo sejam claramente caracterizados, a
consequéncia € uma reducdo na producéo e exportacao de linfocitos maduros
para o compartimento periférico. No caso dos animais que receberam enxerto
de timo adulto, o atraso na substituicdo de células do doador pode estar
relacionado com a dificuldade de producédo, pelo timo enxertado, de novas
células T virgens derivadas de precursores da medula 6ssea do hospedeiro.

Aléem disso, pode ser possivel que a vascularizacéo do timo adulto na capsula
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renal siga uma cinética diferente da observada no neonato. Esse atraso na pega
do enxerto poderia ser uma explicacdo para o atraso na substituicdo de células
Thyl1.1* (do doador). Entretanto, ndo descartamos a possibilidade dessa menor
substituicdo estar relacionada ao repertério ou a diferencas fenotipicas das

células T das duas idades, como comentado anteriormente.

Ao contrario das células neonatais, as células Treg de adulto possuem
uma afinidade mais restrita para complexos MHC-Pproprio. Desta forma, é
possivel que as novas células T reguladoras exportadas do timo adulto ao
chegarem & periferia, encontrem uma populacdo residente que ja esteja
interagindo com os nichos disponiveis, 0 que atrasaria sua incorporacao.
Entretanto, com a continua exportacao timica, ao longo dos dias, de células com
especificidades variadas, é possivel que uma substituicdo semelhante as

encontradas nos grupos que receberam timo neonatal seja observada.

Entretanto, apesar da rapida substituicdo das células do neonato pelas
novas RTE, é importante destacarmos que as frequéncias de células T
reguladoras do doador sdo mantidas estaveis com o tempo. Estas células
preservadas da primeira onda de colonizagdo poderiam ser importantes,

portanto, para compor o repertério até a idade adulta.

No grupo que recebeu timo neonatal, a cinética de substituicdo de células
Treg CD4*Foxp3*Thyl.1* pareceu ser especialmente mais atrasada em relacéo
as células CD4*Foxp3  no terceiro més, 0 que nao ocorreu nos animais
enxertados com timo adulto. Estes clones Treg remanescentes do periodo
neonatal, inicialmente selecionados no compartimento periférico, poderiam ser
essenciais para manter a tolerancia adquirida neste periodo a peptideos préprios
ao longo da vida.

Com o objetivo de avaliar se os timdcitos das duas idades (neonatal e
adulta) apresentam alguma peculiaridade intrinseca que influi na capacidade de
expansdo no compartimento periférico ja colonizado, testamos a expanséao e
persisténcia das células de diferentes idades (neonatal e adulta) transferidas
simultaneamente e nas mesmas proporc¢des de células CD4* para hospedeiros
atimicos F1 (BALB/c x C57BL6) nu/nu.
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Nossos dados demonstraram que células T CD4*Foxp3 e CD4*Foxp3*
de neonatais ndo sao capazes de persistir nos hospedeiros quando competem
por nichos na periferia com os timdcitos adultos, transferidos simultaneamente.
Resultados semelhantes foram obtidos quando as células neonatais foram
transferidas para ambiente previamente colonizado, onde foram incapazes de
competir com as células residentes, mesmo quando essas sao derivadas de um
timo de neonato. Ja as células de adulto sdo capazes de expandir facilmente na
periferia de hospedeiros que foram inicialmente reconstituidos com timécitos de

neonato.

Esses resultados indicaram que em sistema de transferéncia policlonal as
células neonatais apresentam menor potencial de competicdo por recursos que
as células adultas, e persistem em frequéncias mais baixas no compartimento
periférico colonizado. Entretanto, as células de neonato apresentam a mesma
capacidade de expansdo que as ceélulas adultas quando transferidas
isoladamente para hospedeiros atimicos ainda ndo colonizados. Esses
resultados indicaram que ndo existem diferencas intrinsecas importantes na
capacidade de proliferacdo ou no uso de citocinas entre as células de neonato e
as de adulto que interfiram em sua expansdo no compartimento periférico. Em
ambiente linfopénico, ambas séo capazes de atingir frequéncias similares com a
mesma cinética. E possivel que caracteristicas do repertério de TCR associadas
a populacdo de células Treg de cada uma dessas idades influenciem em sua
capacidade de competicdo com células ja residentes na periferia e se reflitam

em sua capacidade de expansao e sobrevivéncia em ambiente ja colonizado.

Novamente, podemos pensar que a desvantagem competitiva das células
de neonato pode ser devida a uma menor diversidade do repertério, 0 que
impediria uma interacdo mais abrangente com os complexos MHC-peptideos
disponiveis na periferia. Ja foi descrito que células liberadas no periodo neonatal
nao sofrem adicao de nucleotideos na regido que codifica o0 segmento CDR3 do
TCR e, portanto séao células com uma maior promiscuidade (BOGUE et al., 1991;
FEENEY, 1991). Em parte, essa promiscuidade permite que o pequeno numero
de células T periféricas encontradas nesse periodo seja efetivo em expandir
rapidamente e montar uma resposta adequada apO0s uma imuniza¢cdo ou

infecgdo. Porém, parece nao permitir sua sobrevivéncia, quando células com
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uma maior afinidade ingressam ou ja estdo presentes no compartimento

periférico.

Entretanto, ndo estudamos ainda a persisténcia de cada populacéo
transferida (de neonato e de adulto) em um prazo mais longo e ndo sabemos se
as células neonatais apresentardo a mesma cinética de substituicdo observada
no protocolo de enxerto e, se essa dinamica sera equivalente entre as duas
subpopulagdes (CD4*Foxp3* e CD4*Foxp3’) transferidas. Nesse protocolo,
onde ndo existe continua incorporacao de novas especificidades de células ao
longo do tempo, e a disponibilidade de células com novas especificidades so
ocorre apos transferéncia de novas populacdes policlonais, é possivel que a
cinética de persisténcia tanto das células neonatais quanto adultas ndo sofra

alteragcOes expressivas.

Nossa perspectiva serd verificar se diferencas na idade do hospedeiro
influenciam na persisténcia ou substituicdo de células T reguladoras na periferia.
Pretendemos fazer injecfes intraperitoneais de timocitos (neonatais ou adultos)
para hospedeiros eutimicos recém-nascidos (P0-1) congénicos, que expressem
um marcador diferencial nas células T (Thy-1.1* ou CD45.1%). Utilizando essa
abordagem, as primeiras células que chegam a periferia (injetadas
intraperitonealmente em um ambiente linfopénico) serdo fisiologicamente
substituidas por timdcitos liberados pelo timo do hospedeiro. Como este
hospedeiro é neonato, poderemos estudar, neste protocolo, a velocidade de
substituicdo das primeiras células de neonato que chegam a periferia, por novas
células também de neonato, correspondentes as precursoras que
fisiologicamente diferenciam no timo do hospedeiro. Portanto este protocolo sera
muito mais préximo do fisiol6gico em comparagdo com o que utilizamos em
NOsSSOs primeiros experimentos de enxerto, sendo possivel, assim, avaliar a
influéncia de um ambiente periférico presente no neonato e o potencial de
competicdo das células residentes com células derivadas de ondas sucessivas

gue emigram do timo neonatal.

Pretendemos também, avaliar o fenétipo das células derivadas do doador
presentes na periferia ao longo dos meses investigados e observar se existem
diferencas quanto a marcadores de ativacdo e memoria nas subpopulacdes

reguladoras CD4*Foxp3* e nao reguladoras CD4*Foxp3
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Por fim, seria interessante verificar se essa fracdo persistente de células
Treg, que emigram do timo nas primeiras ondas, no periodo neonatal, apresenta
alguma peculiaridade como, por exemplo, uma reatividade maior a peptideos
periféricos que favorecga sua persisténcia por um periodo mais prolongado. Para
isso, pretendemos avaliar a influéncia da multirreatividade dos TCR e da
presenca do antigeno em diferentes tecidos no compartimento periférico na
cinética de substituicdo da populacdo Treg e ndo-Treg de idade adulta e
neonatal.

52



Concluséo

6 Conclusao

Utilizando estratégias de transplante de lobos timicos de diferentes
idades, observamos que as células neonatais sédo rapidamente substituidas por
novas RTEs em comparacdo com timocitos provenientes de um timo adulto.
Além da rapida substituicdo das células neonatais no ambiente periférico,
resultados de transferéncias subsequentes de timdcitos de neonato e adulto
demonstraram que a capacidade de incorporagdo dos timdcitos neonatais em
ambiente previamente colonizado é dificultada, mesmo quando a populacéo
residente é derivada de um doador neonatal. Como em ambiente linfopénico
seu potencial de expansédo é semelhante ao das células adultas, os resultados
sugerem que a afinidade e a multirreatividade do TCR das células neonatais

estejam relacionados ao fracasso na competicdo por nichos periféricos.

Entretanto, observamos que a subpopulacdo de células T reguladoras de
neonatos apresenta uma persisténcia maior em comparagao com a das ceélulas
CD4*Foxp3, permitindo a sobrevivéncia de alguns clones inicialmente
selecionados no compartimento periférico, que poderiam ser importantes para
manter a tolerancia a peptideos préprios ao longo da vida. E possivel que a
persisténcia destes peptideos favoreca a sobrevivéncia prolongada
preferencial das células Treg no neonato.
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