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Resumo

Introdugdo: As células T foliculares representam uma subpopulacao de linfécitos T que
possuem a funcdo de auxiliar as células B na producédo de anticorpos de alta afinidade
através da hipermutacdo somética e troca de classe. As células T foliculares sao
encontradas principalmente nos centros germinativos, mas também descritas no sangue, e
sdo chamadas de células T foliculares circulantes. O papel das células T foliculares em
doencas infecciosas e autoimunes € essencial para esclarecer uma resposta imune eficaz.
Além disso, considerando a recente descricdo de que células T foliculares encontradas na
circulacdo podem refletir o status dos centros germinativos, € possivel considerar que a
analise dessa populacédo celular, bem como de subpopulacbes celulares na periferia,
permite o fornecimento de dados importantes, sobre o estado imunolégico geral de um
individuo em qualquer tipo de doenca na qual a obtencdo de bidpsias dos 6rgdos linfoides
secundéarios é dificil ou nula. Objetivos: Foi investigado o perfil das células T foliculares
presentes nos 6rgaos linfoides secundarios a partir de analises das tonsilas palatinas, bem
como a presenca e comparacdo quantitativa e fenotipica dessas populagdes no sangue.
Em paralelo, avaliou-se as subpopulagfes de linfécitos B, principais células que interagem
com as células T foliculares. Métodos: Foram realizadas a caracterizacdo e quantificacédo
de populacbes de células T foliculares nas tonsilas palatinas e também as circulantes no
sangue de doadores “saudaveis” (sem relatos de doencas durante a anamnese) seguidas
da comparacdo dessas populacbes em ambos os compartimentos. Resultados: os
resultados confirmam a presenga dos marcadores para células T foliculares nos 6rgaos
linfoides secundarios, um perfil muito parecido com o observado no sangue (periferia).
Para os marcadores das subpopula¢des das células B (IgD*CD38"- centro germinativo,
IgD'CD38-memoria, lgD CD38"-plasmoblastos, IgD*'CD38™-naive) também parecem
apresentar perfis muito parecidos nos dois ambientes estudados em amostras de
doadores saudaveis, com frequéncia alta para as células de memodria e naive, e com
frequéncia baixa para centro germinativo e plasmoblastos. Conclusfes: Este trabalho
demonstra que, embora em quantidades diferentes, parece haver os mesmos marcadores

nas populacdes do sangue e nos o6rgaos linfoides secundarios. Com o avango das

XV



pesquisas, chegaremos ao modelo de estudo que poderemos usar para qualquer tipo de
doenca onde a bidpsia de 6rgaos linfoides secundarios ndo esté indicada.

Descritores: Linfécitos T CD4-Positivos; Centro Germinativo; Linfécitos B; Tonsila palatina
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1 INTRODUCAO

Em 1968, Mitchell & Miller" publicaram um artigo que demonstrou pela
primeira vez as células T do timo interagindo com as células B da medula 6ssea para
producao de anticorpos. Pode-se dizer que este foi um artigo historico.

Na linha do tempo da cooperacao das células T com as células B, apds
26 anos foram descritos os marcadores CD40-CD40L,” essenciais para células T
colaborarem com as células B. Esta interacdo de CD40 expresso pelas células B com seu
ligante (CD40L), apresentado pelas células T ativadas é essencial nesta ligacdo.® Além
de apresentar CD40L, as células T ativadas também secretam citocinas, que servem para
ativar a proliferacdo de células B e para formac&o do centro germinativo (CG).*

Foi entdo que no ano 2000, quase 30 anos depois da primeira
demonstracdo da cooperacdo das células T com as células B, dois grupos distintos de
pesquisadores descreveram a existéncia de uma subpopulacdo de células T diferentes
das células T classicas que poderiam colaborar com as células B de forma mais
especifica. Um grupo na Alemanha © e outro na Suica,® publicaram curiosamente na
mesma revista, a existéncia da subpopulacéo de células T que foram chamadas de células
T foliculares (Try) encontradas nos centros germinativos dentro dos oOrgdos linfoides
secundarios.®®

No mesmo periodo, foi descrita a secrecdo da interleucina (IL) 21 pelos

(9 que funcionalmente é uma citocina que atua tanto em células Tey quanto

linfécitos Tey,
em B, e que tem como principal funcéo a producéo de imunoglobulinas (Ig).('” Na espécie
humana, a IL-21 é a citocina mais potente, atuando na proliferacdo de células B e na
diferenciacdo destas em plasmdcitos e sua maturacdo promove a secrecdo de
imunoglobulinas, e quando sua atividade € concomitante com a estimulacdo da molécula
de superficie CD40 das células B, pode induzir a troca de classe de imunoglobulinas com
a producao de IgG e IgA."?

Contudo, as células Tgy somente apresentaram citagbes mais
relevantes a partir do ano 2009, quando foi publicado o fator de transcricdo proteina do

linfoma 6 de células B (Bcl-6)"" caracteristico das células Tey estabelecendo que as



mesmas, diferente das células T convencionais, promovem ajuda especializada para as
células B na producao de anticorpos de alta afinidade.

Atualmente, existem poucos estudos especificamente voltados para o
fendtipo dos linfocitos T. A recente descricdo de que células Ty circulantes encontradas
na circulacdo refletem o status dos centros germinativos e da periferia, indica que a
avaliacdo destas populacdes nos doadores saudaveis de tonsilas palatinas pode trazer
informacBes importantes sobre o fenotipo caracteristico destes marcadores. Assim, a
identificacdo e quantificacdo das células Tgy circulantes e dos centros germinativos sédo de
grande interesse neste trabalho.

Na figura 1, a linha do tempo'? resume os principais achados em

relacdo as interacdes entre as células T e B, destacando-se a descoberta das Tgu.

1968
1986
Primeira demorstragao da - s XA
cooperagiodascélulas T com ICOS foi descrito necessario para o
as celulasB desenvoliimento dos centres
germinatves

1965 1960 1072 1982 1906 1989 192 1983 1994 198 2000 2001 2003 2009 2010 2013 (ol

1089-1994 2000 2009 2010-2012

Foi descrita a mol&cula CDAO: Existéncia F ator de || Células T, necessaria

cp4oL esencla!para as celulas das transcrigio paraformagio do Centro

T cooperar as células B células Bol-B Germinative

T necessario i &

para Células T . estao
cooperagio relacionadas com as
das células respostasde anticorpos
T.. com as nasinfecgdes e vacinas
células B

I Nakre Redew:/Inmunclogy 2015 - Flguramadidcada
Fonte: Crotty S. A brief history of T cell help to B cells. Nat Rev Immunol. 2015;15(3):185-9.%

Figura 1. Linha do tempo em que sdo descritos os principais achados em relagdo as interagfes entre as
CélulasTeB



1.1 Estrutura das células T foliculares
1.1.1 Fator de transcricao Bcl-6

O fator de transcricdo Bcl-6 determina as células Tey. O Bcl-6 é uma
proteina do linfoma 6 de células B e € codificada pelo gene Bcl-6, essencial para formacéao
do CG e maturacéo por afinidade de anticorpos. Possui diferentes mecanismos de acéao e
forma complexos para reprimir a expresséao transcricional de diferentes subconjuntos de
genes alvo. Também nas células B do CG, o Bcl-6 reprime genes que atuam na
diferenciacao, controle do ciclo celular, apoptose e inflamac&o.">'¥

Além disso, o fator de transcricdo Bcl-6 regula a auto-expressao
transcricional e indiretamente a expressao de alguns genes importantes para reacdes do
CG."™ Ainda uma funcdo importante, é permitir que as células B do CG proliferem
rapidamente em resposta a antigenos dependentes de células T. Este fator de transcricdo
também € necessario para o estabelecimento da memdéria imunoldgica para as células T e
B. Nas células Tgy 0 fator de transcricdo Bcl-6 promove a expressdo dos genes

relacionados a estas células, além de inibir a diferenciacéo para Thi, Th2, Th17.(°

Em células humanas, a superexpressdao de Bcl-6 leva a regulacéo
positiva dos marcadores de superficie associados as células Tgy, incluindo CXCRS5,
Molécula coestimulatéria induzivel de células T (ICOS) e PD-1.U9 A atividade de Bcl-6 é
antagonizada por outro fator de transcricdo: B-lymphocyte-induced maturation protein
(Blimp).('"” Embora n&o esteja totalmente claro como ocorre o controle do balanco entre
esses dois fatores, sabe-se que células Ty expressam altos niveis de Bcl-6 e baixos

niveis de Blimp-1.
1.1.2 Receptor da quimiocina CXCR5
As células Tgy séo caracterizadas pela presenca do receptor da

quimiocina CXCR5. O subgrupo de células T CD4" descritos nos o6rgéos linfoides

secundarios mostrou que, ao expressar o receptor de quimiocina CXCR5, essas células



apresentavam uma melhor capacidade para induzir a producdo de imunoglobulinas em
células B, quando comparadas com as células T CD4" in vitro.®¢16:18)

Portanto, o receptor de quimiocina CXC tipo 5 ou CD185, receptor 1 do
linfoma de Burkitt, € um receptor de sete membranas acoplado a proteina G para a
quimiocina CXCL13, pertencente a familia de receptores de quimiocinas CXC permitindo
as células T migrarem para as zonas de células B do linfonodo. Nos seres humanos a
proteina CXC-R5 é codificada pelo CXCR5."9

Estudos dos orgaos linfoides secundarios mostraram que células
TCD4'CXCR5" representavam grande parte dos linfécitos T que estavam localizados nos
centros germinativos (CGs)*® ou mais especificamente que essas células T foliculares
compreendiam um subgrupo especializado com propriedade de se colocalizarem com
células B nos 6rgaos linfoides secundarios, e assim fornecer sinais especializados.'®

Classicamente, foi descrito que as células Tgy TCD4" CXCR5 sdo
encontradas apenas nos CGs (CG Tey), porém linfécitos TCD4*CXCR5™ presentes no
sangue podem estar relacionados a populacdo de linfocitos Ty dos oOrgaos linfoides
secundarios. Contudo, existem importantes diferencas entre células Tgy circulantes e as
GCTey: as células GC Tgy exibem elevada capacidade de auxiliar linfocitos B, enquanto os
linfécitos Tey circulantes, ndo. O padrdo de expressdo génica das duas populacbes é
distinto, os linfocitos Tgy circulantes expressam niveis menores de Bcl-6 quando
comparados as GC Tgy,

Entretanto, em geral, as células Try do sangue também expressam Bcl-
6 e apresentam caracteristicas fenotipicas e funcionais semelhantes as GC Tgy,®” embora
tenham expressao reduzida de ICOS e PD-1, marcadores caracteristicos das células Tgy
que seréo abordados no decorrer do texto."®

Estudos recentes mostraram que as células no sangue com fendtipo
CXCR5'CD4" T apresentam propriedades de células de memodria e que compartilham
fendtipo de células T foliculares, porém sem o fator de transcricéo Bcl-6.4"

A expressao de CXCR5 também é caracteristica em células B maduras,

porém em maiores quantidades nas células Tey assim como a expresséo de ICOS®? e PD-1

(molécula imunorregulatéria)® marcadores caracteristicos das células Ty,



1.1.3 Molécula coestimulatéria

A expressdo de CXCR5 em células T CD4" foi associada com a
expressado de ICOS. A molécula ICOS é essencial para coestimulacdo, desenvolvimento e
diferenciacdo terminal dos linfécitos B de memoria. Pertence a familia do CD28 de
moléculas coestimulatorias que estdo presentes em células T ativadas. Forma
homodimeros e desempenha importante papel na sinalizacdo célula-célula, respostas
imunes e regulacdo da proliferacdo celular.®? Também foi demonstrado que pacientes
com deficiéncia em ICOS tém formacao prejudicada dos centros germinativos, reducédo do
nimero de linfécitos T de memoéria CXCR5'CD45RO" e auséncia de linfécitos GC Tgy
CXCR5'CD57".% Além de resultar na desregulacdo das células B gerando a
autoimunidade.®® O ligante é expresso constitutivamente em células B e seu bloqueio da
interacdo ICOS/B7RP-1 inibe a producdo de anticorpos dependentes de células T e a
formacdo do CG. Este mecanismo ainda nao foi totalmente esclarecido e apenas dados

experimentais em camundongos refletem estes resultados. #%2>2"

1.1.4 Molécula Imunorregulatoria PD-1

Para as células Tgy a molécula imunorregulatéria PD-1, é um
importante marcador em nossos painéis, uma vez que é uma proteina de morte celular
programada também conhecida como CD279, receptor de superficie celular importante na
regulacdo negativa no sistema imune, suprimindo a atividade das células T na reacao
inflamatoria. A molécula PD-1 também pode suprimir a atividade inflamatoéria das células
T, evitando doencas autoimunes, no entanto, podendo também impedir o sistema
imunolégico de matar células cancerigenas.®®??) Outra caracteristica da molécula PD-1, é
ser um receptor de superficie celular e pertencer a superfamilia das imunoglobulinas,

sendo expresso nas células T, células B e macréfagos.®”



1.1.5 Molécula CD40L

Nas subpopulacdes de células Tgy esta molécula é particularmente
essencial. Molécula CD40L ou CD154 esta presente principalmente na superficie das
células T ativadas, ligando-se as moléculas CD40 e participando das respostas imunes e
inflamatorias. Faz parte da familia de moléculas de fator de necrose tumoral (TNF — Tumor
Necrosis Factor), colabora na maturacdo e na funcdo das células B, facilitando a
comunicacado entre elas. A falta da molécula CD40L pode interromper a formacdo do CG

e, desta forma, impedir a maturacéo por afinidade de anticorpos.®”
1.1.6 Orgéos linfoides

Os orgédos linfoides tém varias organizacdes estruturais diferentes
relacionadas as suas funcbes especificas e sdo nestas estruturas que ocorrem as
respostas imunes. O timo e a medula éssea sao 6rgaos linfoides primarios e os linfonodos,
0 baco, as placas de Peyer e as tonsilas sdo exemplos de 6rgaos linfoides secundarios.

O tipo de célula mais comum nos 6rgaos linfoides é o linfocito. Este é
formado a partir de células-tronco na medula éssea e, em seguida, circula no sangue
seguindo para os tecidos linfoides. As células Tgy encontram-se principalmente nos érgaos

linfoides secundarios.
1.1.1.1 Linfonodos

Sao pequenas e complexas estruturas organizadas que fazem parte do
sistema imune, divididos em compartimentos estruturais e celulares. Os linfonodos contém
linfécitos e células apresentadoras de antigenos (APC — Antigen-Presenting Cells). Estao
estrategicamente bem localizados, de modo a facilitar a captura dos antigenos.®?3%

Os linfonodos séo estruturalmente divididos em diferentes areas. O
cortex € a camada externa e contém principalmente linfocitos B. As areas paracorticais,
contém principalmente células T e também células dendriticas (DCs — Dendritic Cells), e é

neste compartimento que acontece a apresentacio de antigenos para as células T. E



através das células apresentadores de antigenos, mais precisamente uma DC, que 0s
antigenos sao levados aos linfonodos drenantes através dos vasos linfaticos aferentes.®?
Assim, os linfécitos que ndo encontraram antigenos nos linfonodos receberdo sinais
guimiotaticos que induzirdo a saida dos linfonodos através dos vasos linfaticos eferentes.
Os sinais de saida do linfonodo serdo dirigidos pela via de sinalizagdo expressa nas
célulasBe T.

Por outro lado, a area da medula contém poucos linfocitos em relacéo a
guantidade de plasmocitos e macréfagos. As células B proliferam e se diferenciam em
plasmacitos nos foliculos das células B mais conhecido como os centros germinativos, que
sdo regides de células com rapida proliferacdo. Este € o local em que as células B com
anticorpos de alta afinidade séo selecionadas, e os anticorpos de baixa afinidade morrem

e sdo fagocitados pelos macréfagos dando inicio & resposta imune humoral. 23439

1.1.1.1.1 Linfocitos T CD4"

Células T CD4 ou linfécitos T CD4 na resposta imune adaptativa podem
reconhecer o0s antigenos que sao préprios ou ndo do organismo. Embora
morfologicamente monotonos, os linfocitos estdo cada vez mais subdivididos em
populacdes de origem e funcdes diversas. Se umas das primeiras subdivisdes foi entre
células T e células B, cada uma delas é ainda mais subdividida: linfécitos T CD4", os quais
ainda podem ser separados, ao menos funcionalmente em: ThO, Thl, Th2, Th9, Thl7,
Th22 além de Treg e células T helper foliculares ou Tg. 354

A distincdo entre estas diversas subpopulacfes é feita por marcadores
de superficie, ou, frequentemente apenas por caracteristicas funcionais. Na Ultima
situacdo, torna-se muito mais dificil a caracterizacéo precisa das interacdes envolvidas em
uma determinada resposta. Desta forma, identificar os marcadores de superficie celular de
linfocitos, capazes de distinguir subpopulagdes funcionais € sempre relevante.

A diferenciagdo das células T CD4 naive em linhagens de células
efetoras direciona as respostas imunes adaptativas. Entdo, linfécitos T CD4 naive
proliferam de acordo com a estimulacdo antigénica e sao diferenciados de acordo com o

perfil das citocinas e fatores de transcricdo em diferentes subtipos.



Brevemente, os linfécitos ThO em repouso podem evoluir para uma
resposta Thl ou Th2, e sdo as citocinas que direcionam para a resposta de sua respectiva
via inibindo a resposta que néo foi direcionada, ou seja, se a resposta imune via Thl foi
ativada, a via Th2 é inibida. Portanto, a resposta de Thl gera mecanismos eficientes na
eliminagdo de patdgenos intracelulares e é o fator de transcricdo T-bet que dirige a
diferenciacéo de linfocitos T em Thl. As células Th2 seguem para o desenvolvimento da
resposta humoral, e consequentemente com a producdo de imunoglobulinas contra os
patogenos extracelulares, e € essencial na defesa contra helmintos. O fator de transcricao
envolvido nesta resposta é o fator GATAS.

Nas doencas autoimunes ou nas doencas inflamatérias crénicas, Th17
desempenha um papel reconhecido, a diferenciacdo de linfécitos T em Th17 é realizado
pelo fator de transcricio RORyt, podendo ainda se diferenciar em Treg alterando o
resultado final da resposta.

Por outro lado, células Th9 foram descritas contra parasitas intestinais e
nos processos alérgicos, mas ainda muito pouco descrito em doencas humanas e as
células Th22 encontradas em amostras de pele, além também das células Treg descritas
pela expresséao do fator de transcricdo Forkhead box P3 (FOXP3).

Finalizando os subgrupos das subpopulacdes das células T CD4
descritos atualmente na literatura, temos as células T foliculares. Subgrupo das células T,
localizadas nos foliculos, essenciais para geracao de anticorpos de alta afinidade e células

B de memédria que s&o o foco deste estudo.®6184€)

1.1.1.1.2 Linfécitos B

Células B ou linfécitos B assim chamados, amadurecem na medula
Ossea ou figado fetal e atingem a maturidade nos 6rgaos periféricos. Na medula 6ssea dos
adultos, as células B passam por varios estadgios e nestas fases adquirem sua
especificidade antigénica. No estagio imaturo, as células B saem da medula éssea e
completam seu desenvolvimento até o estagio maduro na periferia. Nesta fase as células B

podem expressam IgM junto com IgD em sua superficie.



A presenca da imunoglobulina IgD na membrana de linfocitos B é
sinalizada quando estdo maduros e migram da medula 6ssea para os tecidos linfoides
periféricos.

A imunoglobulina IgM também pode ser encontrada na membrana dos
linfécitos B durante o desenvolvimento, funcionam como receptor e é secretada antes da
maturacao dos linfocitos B.“"

Na medula Ossea acontece o desenvolvimento das células B na
auséncia de qualquer antigeno externo, assim este estagio € chamado de
desenvolvimento de células B independente de antigeno. Nos oOrgdos linfoides
secundarios, as células B amadurecem e recirculam repetidas vezes para as areas das
células B do baco e ganglios linfaticos, esperando para serem ativadas como
consequéncia do reconhecimento de antigeno.

Nos linfonodos, as células B estdo concentradas no cortex dos foliculos
primarios e entram em contato com as DCs. Diferente das células T, as células B podem
reconhecer o antigeno na sua proépria forma.

A imunoglobulina de superficie que também € um receptor das células
B pode apresentar o antigeno em locais intracelulares, sendo processado e devolvido a
superficie das células B como peptideo.

As células B precisam de dois sinais para se tornarem ativadas: um
sinal é dado pela ligacdo cruzada da imunoglobulina, que a leva a ativacdo de vias de
sinalizagdo intracelular permitindo a interacdo das células T com o mesmo antigeno e
assim a liberacéo do segundo sinal através da molécula CD40.

A interacdo entre as células T e células B acontece da mesma forma
que as células T interagem com as DCs, dos quais sdo chamadas de APC. Uma
particularidade das células B, é que apresentam muitas moléculas coestimulatorias como
encontradas nas DCs: B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) e CD40. As células T e as células B em
contato formam uma via de sinalizacdo. Esta interacdo acontece entre os foliculos
primarios e as areas de células T dos érgaos linfoides secundarios. As células B ativadas
diferenciam-se em plasmécitos e comecam imediatamente a secretar anticorpos de baixa
afinidade ou entram em um foliculo para formar um CG.“® Todos os linfécitos B produzem

0 mesmo anticorpo para o antigeno do qual foi estimulado para se diferenciar.
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Células B podem ser ativadas diretamente por alguns antigenos
especificos, sem a ajuda das células T. Desta forma, as células B podem interagir com
estes antigenos rapidamente, porém a mudanca de certos isétipos e a hipermutacéo
somatica depende da interacdo entre células B ativadas pelos antigenos e as células T
helper. As células B sdo ativas como APCs e expressam peptideos junto com complexo
principal de histocompatibilidade (MHC — major histocompatibility complex) de classe Il em
sua superficie. Estes peptideos como ja descrito tém origem do antigeno processado e
internalizado apds ligacdo com as células B.“?

Assim, as células T sédo capazes de fornecer ajuda para as células B e
estas células poderdo se diferenciar em células plasmaticas ou células de memoria.
Distirbios nos mecanismos que medeiam a interacdo entre células T e B poderiam
justificar a reducdo da concentracdo de imunoglobulinas séricas IgG e IgA e a diminuicédo
da frequéncia de linfécitos B de memoria. Desta forma, as células B precisam do auxilio de
sinais das células T para proliferacdo, ativacdo e diferenciacdo, porém as interacdes
celulares ainda nao estio totalmente respondidas.®”

As células B quando ativadas por antigenos, envolvem-se com as
células T especificas para o mesmo antigeno.®” Entdo, células B podem se tornar
plasmoblastos de vida curta ou passar para o foliculo para formar o CG,* os mecanismos
responsaveis para entender qual sera o destino ainda sdo pouco descritos.

Alguns estudos sugerem que o mecanismo € definido pela afinidade do
antigeno ao BCR, ou talvez sinais coestimulatorios recebidos das células T ou ainda todos
os fatores juntos.®*>%

A migracdo das células B ativadas para diferentes ambientes, seguida
pela diferenciacdo em plasmacitos ou células do CG, é definida com expresséao diferencial
de receptores de quimiocinas. Plasmoblastos de vida curta diminuem a expressdo de
CXCRS5 e regulam a expressédo de CXCR4,® enquanto que a expressao das células B no
CG mantem a expressdo de CXCRS5 e diminui a expresséo de EBI2®®*" fazendo com que
se movam lentamente em direcdo ao foliculo originando um CG. No decorrer da resposta
imune, as células plasmaticas extrafoliculares morrem em poucos dias, e entdo as células
B de meméria de vida longa e os plasmdcitos no CG comecam a se diferenciar.®® Uma

caracteristica da memaria humoral de longo prazo é o sucesso das vacinas.®®
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Ainda para os linfocitos B (CD19), relatos na literatura, descrevem os
classicos marcadores, como CD21, CD27, CD38. Estes marcadores ndo sdo exclusivos
das células B, os linfécitos T também os expressam.®®? De acordo com a expresséo do
marcador, esta célula estara sinalizada se madura ou ndo como 0 que acontece com 0
marcador CD21 expresso pelas células B maduras® e quando ocorre auséncia de
expressdo do CD21, este se torna um marcador para células B imaturas.®+%

Por outro lado, o marcador CD27 sinaliza as células circulantes de
meméria geradas independentes do CG®*®” e quando ndo expresso, este marcador é
classificado como células B naive.®®

J4, o marcador CD38 encontrado em varios tipos de células e tecidos,
fornece sinais de diferenciacéo e crescimento para células linfoides e mieloides. Na maioria
das vezes, esta presente em células pré-B e células B do CG e plasmdcitos secretores de

imunoglobulinas.®*"

1.1.1.2 Tonsilas

As tonsilas palatinas, também chamadas de amigdalas, sdo duas
pequenas estruturas arredondadas localizados no interior da garganta onde sao
frequentemente expostos a patdgenos invasores e antigenos estranhos. Podem ser
encontrados entre todos os mamiferos, exceto roedores, e seu numero, morfologia e
localizacdo diferem entre as espécies. Também estdo incluidas as tonsilas nasofaringeas
(adenoides) e as tonsilas tubarias.""?

As tonsilas palatinas participam do processo respiratério e degluticéo,
sdo importantes para a defesa imunolégica do ser humano na mucosa da boca e
garganta.”™ As tonsilas palatinas sdo mais ativas entre trés e dez anos de idade. Séo
parcialmente encapsuladas, diferente dos linfonodos ou do bacgo, e formam uma barreira
contra a area da superficie externa.® Os vasos sangiiineos servem como o local de
entrada dos linfocitos. As tonsilas palatinas estdo repletas de células chegando ao nimero
de até 1x10° células linfoides, das quais as células B estdo em maior niimero, seguindo

pelas células T CD3", que sdo em grande parte células T helper CD4".
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A idade parece influenciar a composicdo celular dentro da tonsila
palatina, pois a porcentagem de células T CD4 * aumenta com a idade, até o individuo
atingir a idade média de 35 anos, quanto as células B CD19 * e as células T CD8 * se
tornam menos frequentes.”®

Curiosamente, a infiltracdo linfoide em tonsilas palatinas comeca logo
na 142 a 162 semana de desenvolvimento.® E particularmente, os foliculos primérios ja
estdo presentes na 162 semana de gestacdo, e foliculos linfoides secundarios com CG
aparecem logo ap6és o nascimento.®""

As tonsilas palatinas contém numerosos foliculos linfoides secundarios
com CG que se formam a partir de foliculos primarios em torno de seis dias apos a
estimulacdo antigénica. O foliculo é tipicamente dividido em trés areas por sua aparéncia
apos a coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E): a zona escura (DZ — Dark zone) e a
zona clara (LZ — Light zone) que constituem o CG e depois a zona do manto (MZ),"® cada
uma com sua prépria composicao celular.

Estas areas sdo funcionalmente diferentes, mas todas contribuem para
o desenvolvimento de células B de memoria e células plasmaticas. Varios tipos de células,
tais como células B que sao células precursoras dos centroblastos podem ser encontradas
na DZ. Ja as células B maduras, células T e células dendriticas, podem ser encontradas

no MZ em torno do CG do foliculo.

A area extrafolicular também é repleta de diferentes tipos de células T,
com uma propor¢cdo de células T CD4 para CD8 muito alta, macréfagos e vénulas
endoteliais altas, através das quais as células B e T migram do sangue para o tecido.®
Além das células de Langerhans (LC — Langerhans cells) localizadas no epitélio, cinco
tipos diferentes de DC foram recentemente identificados com base em diferentes métodos

e marcadores. Todas importantes para a respostas imune humoral secundéria.®*%?

1.1.1.2.1 Centros germinativos
As células Tgy estéo localizadas principalmente nas areas chamadas de

CGs, descritas por Walter Flemming, encontradas nos 6rgdos linfoides secundarios.

Recebeu este nome devido ao local possivel da geracdo de linfocitos, mais tarde foi
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descrita a real origem dos linfocitos na medula 6ssea e ndo nos centros germinativos, mas
o termo CG foi mantido. Contudo, € o local de maior concentracdo de células B e séo
necessarias para a resposta imune humoral contra antigenos. Mais especificamente, é nos
CGs onde séo produzidos os anticorpos com maior afinidade e onde acontecem as trocas
de classe das imunoglobulinas resultando em um maior nimero de respostas.

0 cG" é dividido em DZ e LZ, a DZ esté localizada perto da area das
células T, onde héa células B divididas em centroblastos que expressam CXCR4 e CXCR5,
e centrocitos encontrados na zona clara que é a regido menos populosa e expressam
apenas CXCRS.

Estudos com imagens mostraram que as células B movem-se da DZ
para LZ e, acredita-se que as células Tgy Sd0 as células que controlam a volta para a DZ.
Também a expanséo clonal na LZ, acontece de acordo com a quantidade de antigenos

apresentados.®

A geracdo das células B de memoria é essencial para gerar uma
resposta imune, o encontro de células B especificas do antigeno com células T na borda
entre T e B é a primeira etapa para ativar a proliferacao das células B e iniciar a inducéo
do CG.

Células Try apresentam um papel pouco reconhecido na modulacdo da
resposta imune em quantidades significativas no sangue humano (Tgy circulantes) e
6rgdos linfoides secundarios (Tey nos centros germinativos).’® Para tanto, é crucial o
potencial que as células Try tém na ativacdo dos linfécitos B que acontece nos centros
germinativos.

Nos centros germinativos, as células dendriticas desenvolvem um sinal
coestimulatorio essencial para as células T no desenvolvimento e ativacdo de linfocitos
B.®48% £ neste local, que os linfécitos B passam pelos processos de troca de classe das
imunoglobulinas, maturacdo da afinidade, diferenciacdo em plasmadcitos e a geracédo de
células de memoéria. >80

Apés ativacdo das células B nos centros germinativos, as células T
foliculares vao para periferia. Nesta passagem, estas células exibem niveis mais baixos do

fator de transcricdo Bcl-6 em comparacdo com as ceélulas Tgy do CG. As células no
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sangue T CXCR5'CD4" sdo chamadas Tgy circulantes ou Ty memoria ou ainda Tgy do
sangue periférico.®”

E descrito na literatura que diferentemente das células T foliculares nos
centros germinativos, as células de memaoria no sangue expressam ICOS e o0 marcador Ki
67 e expressam pouca ou nenhuma proteina Bcl-6, indicando que o fator de transcricdo
Bcl-6 pode ndo ser essencial para a manutencéo das células T foliculares. Uma explicacao
proposta para as diferencas € o distinto estado de ativacdo destas populacdes

celulares.®”-8)

1.2 Funcionalidade das células T foliculares

As interacfes entre as células e moléculas envolvidas no contexto do
reconhecimento e funcdes das células Tgy com as células B, e a diferenciacdo celular
envolvendo estas células nos ajudam entender melhor a populacdo de células Tgy.

Embora todas as células possam migrar para regides foliculares, as
células Tgy preferencialmente ficam nesta regido e expressam continuamente o receptor
da quimiocina CXCR5. Estas células tém a capacidade de secretar Thl, Th2 ou Th17®? e
produzem grandes quantidades de IL21. Assim s8o estas as ceélulas alvo em nosso
estudo.

A figura 2 ilustra o esquema das diferentes vias de diferenciacdo com

0s respectivos fatores de transcricao.
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Vias de diferenciacao
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Esquema de diferentes vias de diferenciacdo das subpopulagdes das células T
CD4 naive que proliferam de acordo com a estimulagdo antigénica e séo
diferenciados pelos fatores de transcricdo em diferentes subtipos de acordo
com o perfil das citocinas produzidas.

Fonte: Crotty S. Follicular helper CD4 T cells (TFH). Annu Rev Immunol.
2011;29:621-63.%”

Figura 2. Vias de diferenciacdo

Conforme o esquema na figura 2, o principal tipo de APC envolvida no
processo para inicio das respostas as células T sao as DCs. Estas células tém a
capacidade de apresentar micro-organismos e antigenos aos linfocitos, além de
fornecerem sinais para estimulacéo da proliferacédo e diferenciacdo dos mesmos.

A funcdo mais explorada ao longo dos anos e apoiada amplamente
pelos grupos de pesquisa € o seu papel como APCs para os linfécitos T. Além de
moléculas codificadas pelo MHC, estas células expressam na superficie, moléculas
coestimuladoras (CD40, CD80 e CD86) necessarias para sinalizacdo e ativacdo dos
linfécitos T. Desta forma, a natureza de qualquer resposta imune especifica € influenciada
pela interacdo das APCs com os linfécitos.®" S&o considerados APCs profissionais, os
macrofagos, linfécitos B e as DCs, sendo estas as principais APCs porque sao as unicas
células capazes de estimular linfécitos “naive” ou virgens.

A interagdo de DC com as células T pode resultar em Thl, Th2, Thl7,
Treg das células T CD4" efetoras ou tipos de células T reguladoras. Dependendo do tipo
de patogeno e do tecido onde o encontro ocorreu, as DCs secretam citocinas especificas

para auxiliar as respostas das células T e B.
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Cada tipo de célula tem seu papel e caracteristica Unica e a deciséo
depende da combinac&o de quimiocinas e citocinas em seu microambiente.®?

Por exemplo, as células T naive adquirem um fenétipo Th1 na presenca
de IFN-y e IL-12 derivadas de DC ativadas.®¥ Sdo caracterizadas por uma grande
producdo de IFN-y que ativa macréfagos, bem como a resposta imune contra patégenos

intracelulares.®
1.2.1 Mecanismos e circulacéo das células T foliculares

O reconhecimento de antigenos estranhos e a vigilancia do sistema
imune sdo defesas contra a invasao de patégenos. A evolucao permitiu uma diversidade
de receptores de antigenos e linfocitos com propriedades para migrar e realizar a
vigilancia imunoloégica.

Descrito por Gowas e Knight®® h& mais de 4 décadas, os linfécitos
circulam e recirculam entre o sangue e tecido. Esta circulacdo ndo é aleatdria e sim guiada
por mecanismos que direcionam o local correto nos tecidos.

Apos apresentacdo dos antigenos pelas APCs, linfocitos exercem um
papel central no acesso aos subgrupos especializados de linfocitos, influenciando ao tipo
de natureza da resposta imunoldgica e inflamatéria.

Mais tarde, foi descrito que todos estes processos de “homing” sao
regulados por moléculas de adesdo em conjunto com quimiocinas, permitindo a circulagéo
dos linfécitos entre os compartimentos especificos do sistema imune.®” No nosso estudo,
olhamos as células Ty caracterizadas pela presenca do receptor da quimiocina CXCR5.

A interacdo das células Tey com as células B acontecem nos 6rgaos
linfoides secundarios dentro do CG mais especificamente na LZ. O movimento celular é
realizado por interacfes fracas e de vida curta, nas areas de células T e B dos tecidos
linfoides.®®1%? Nesta fase as células sdo capazes de migrar em uma ou mais etapas
diferentes durante o desenvolvimento e diferenciagéo.

A migracdo para DZ é um processo essencial para proliferacéo,
amadurecimento e troca de classe. Contudo, a desregulagéo deste sistema e a migracao
desregulada pode desencadear a invasao de células tumorais e metastase. Os padrbes de

migracao séo especificos ao tipo celular e séo adquiridos durante a diferenciagao.
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Assim, a migragdo dos linfocitos é direcionada a mudanca de forma e
os linfécitos usam mecanismos independentes que permitem o transito celular mais facil
entre os compartimentos de tecido com estruturas diferentes. A saida dos linfocitos da DZ
ocorre por meio de varias interagges."%"

Uma vez no tecido, os linfocitos se envolvem em gradientes
quimioatraentes, direcionando sua migracao para o microambiente correto. O momento de
saida de um determinado linfocito é determinado pela combinacdo Unica de moléculas de
adesao e receptores de quimiocinas em superficie celular. Células B mutadas podem
voltar para LZ e reiniciar todo o processo. Nao se sabe quando sera a decisdo de sair do
CG e se tornar uma célula B de memoria ou um plasmécito ou ainda uma célula Tgy
circulante.

O “homing” de um linfécito € dependente do estagio de diferenciacao e
do contato antigénico.''%? Assim ap6s o reconhecimento do antigeno por células
dendriticas, os linfocitos T tornam-se células de memoéria e adquirem um “homing”, isto &,
uma adesdo especifica aos receptores de quimiocinas, o que l|hes permite residir
seletivamente em ambientes especificos de tecido, aumentando assim a eficacia da
resposta imune.

Por outro lado, na auséncia de estimulacédo antigénica, um linfécito naive
saira dos tecidos linfoides secundérios através dos linfaticos eferentes e retornara ao
conjunto de linfécitos em recirculagdo.®®

Assim, nosso estudo avaliou o perfil da populacdo de células Tgy €
linfécitos B do sangue e tonsilas palatinas.

1.2.2 Doencas e células T foliculares

As células Tgy sd@o essenciais para a maturacdo da afinidade dos
anticorpos, para troca de classe e, portanto, protecdo contra antigenos. Assim para as
doencas infecciosas € necessario a quantidade e qualidade de células Tgy que serdo
associadas com as respostas dos anticorpos. Células Tgy incapazes de cooperarem com
as células B sdo observadas em individuos com virus da imunodeficiéncia humana (HIV —

Human Immunodeficiency Virus) o que parece aumentar a dificuldade para gerar
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anticorpos neutralizantes contra a doenca.'%® Contudo as células Try ndo sdo importantes
apenas no controle dos antigenos, células Try também estdo associadas com a regulagéo
da microbiota intestinal, se houver maior numero de células Tgy entdo maior quantidade
de anticorpos e menor diversidade da microbiota e consequentemente uma homeostase
intestinal menos saudéavel.'%

J& nas doencas autoimunes o aumento da frequéncia das células Tgy
sdo observadas no sangue como por exemplo na sindrome de Sjogren’s.'% e
Dermatomiosite Juvenil.'"® Cada uma dessas doencas esta associada com a grande
producdo de autoanticorpos. Porém, para a doenca autoimune LUpus Eritematoso
Sistémico (SLE — Systemic Lupus Erythematosus) os autoanticorpos sdo considerados
marcadores primarios da doenca e ndo a causa da doenca. Interessante que uma
variacdo comum do SLE em humanos que cauda severa disfuncdo renal associado com
inflamacéo e alta concentracdo de autoanticorpos apresenta células Tgy e células B no rim
inflamado.('®® Estas informacdes sugerem que as células Tgy podem contribuir para
doencas autoimunes facilitando a geracdo descontrolada de autoanticorpos e facilitando a
formacdo e manutencdo de foliculos ectopicos. Uma outra interessante associacdo das
células Tey € na producdo de IgE e, portanto, células Tgy S0 importantes nos processos
alérgicos, mas sdo poucos os trabalhos publicados com estes estudos.'%”

Embora possam ser atribuidas funcdes para as células Tgy nas doencas
infecciosas, autoimunes e alérgicas ainda que ndo esperado, € possivel que exista a
associacao das células Tgy com infiltrado tumoral e assim acontecer um desenvolvimento
de foliculos das células B fora do lugar habitual. Foi publicado esta possibilidade em
cancer de mama’®® e colorretal.'* Desta forma, cada vez mais existe a necessidade de

aumentar os estudos das células Tgy e entender sua funcéo nos diversos tipos de doenca.

1.3 Justificativa e hipGtese

O papel dos linfocitos Tey em doencas infecciosas e autoimunes pode
indicar a caracterizacao sobre o status da doenga ou o imunoldgico do individuo.

A hipétese desse estudo € que as células Tey do sangue e dos 6érgaos
linfoides secundarios (tonsilas palatinas) apresentem perfil fenotipico parecido, embora em

quantidades diferentes. Neste caso, pode-se considerar a possivel utilizacdo desse
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modelo de estudo para avaliagdo de qualquer tipo de doenca na qual a obtengcédo de
bidpsias dos 6rgaos linfoides secundarios € impossibilitada.

1.4 Objetivos

1. Quantificar e caracterizar a populagdo Tgy circulantes no sangue e
células Tgy dos 6rgaos linfoides secundarios a partir da analise das tonsilas palatinas de
doadores saudaveis;

2. Quantificar e caracterizar os marcadores para subpopulacdes das
células B (naive, memoria, centro germinativo e plasmoblastos) circulantes no sangue e
dos 6rgdos linfoides secundarios a partir da andalise das tonsilas palatinas de doadores

saudaveis.
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2 METODOS

2.1 Doadores

Os doadores de sangue e tonsilas palatinas, até o momento do estudo
foram pacientes do Dr. Denilson Storck Fomin, médico otorrinolaringologista, do Hospital
Israelita Albert Einstein; a selecdo dos doadores foi realizada sob a responsabilidade do
proprio médico. Foram incluidos no estudo 18 doadores, sendo 11 homens e 7 mulheres
entre 24 e 50 anos (média: 38 anos) submetidos a cirurgia para retirada das tonsilas
(amigdalectomia). Todos os doadores aqui incluidos foram considerados saudaveis pela
auséncia de doencas a critério do médico responsavel. Os critérios de inclusdo foram
doadores maiores de 18 anos com indicacdo de extracdo devido a problemas na
respiracdo ou dificuldades para engolir, jA os de exclusdo para nossos doadores
foram menores de 18 anos.

Foram coletadas amostras de sangue e de tonsilas palatinas de cada
doador “saudavel” apds o preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Na admisséo, os individuos responderam um questionario padrao onde constam
os dados pessoais, enfocando a autorizacdo da utilizagdo do sangue e tonsilas do
participante.

Os procedimentos aqui descritos ndo ultrapassaram os limites descritos
de risco minimo de acordo com a regulamentacdo da convencdo de Genebra para
pesquisa com seres humanos e do Conselho Nacional de Saude. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein sob nimero CAAE
n° 0861112.6.20020071, e pelo Sistema Gerenciador de Projetos de Pesquisa (SGPP)
1606-2.

2.2 Obtencéao das células mononucleares a partir de sangue periférico
Células mononucleares do sangue periférico (PBMC — Peripheral Blood

Mononuclear Cell) foram isoladas a partir de 20 a 40mL de sangue total heparinizado

utilizando gradiente de centrifugacéo Ficoll/Pague PLUS (Amersham Biosciences). Todo
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material foi processado imediatamente ap0s o recebimento. Brevemente, o sangue foi
diluido (1:1) em solucéo tampéo salina Hank’s (HBBS — Hank's Balanced Salt Solution) e
adicionado cuidadosamente a tubo contendo Ficoll/Paque PLUS (1:1:1, em relacdo a
sangue e HBBS). Apés centrifugacdo por 40 minutos a 2300 rpm a 18-20°C, com
aceleracdo de 5 e break de 9, as células foram coletadas da interface entre o gradiente de
centrifugacéo e o soro, transferidas para novos tubos e lavadas duas vezes com HBBS
por centrifugacdo por 10 minutos a 1700rpm a 18-20°C. O precipitado foi ressuspendido
em 1mL de HBBS.

As hemacias ainda presentes foram lisadas através da solugcéo tampéao
de Lise ACK |[cloreto de aménia — 8,3g/L, EDTA disddico dihidratado — 0,0372 e
bicarbonato de potassio — 1,0g/L (Gibco™)]. Para neutralizar a acdo da solucdo de lise
apos 3 minutos foi adicionado meio de cultura R10, composto por: 500mL de meio de
cultura RPMI 1640 (Gibco™), 50mL soro fetal bovino (Gibco™) inativado pelo calor (56°C
por 30 minutos), 5mL solucéo tampdo Hepes 1M (Gibco™); 5mL L-Glutamina — 200mM
(Gibco™), solucéo piruvato 100mM (Gibco™), 5 mL penicilina e estreptomicina (Gibco™),
0,5mL 2-mercaptoetanol (Gibco™) e novamente foram centrifugados por 10 minutos
1700rpm em temperatura de 18 a 20°C.

Uma aliquota de 10uL das células obtidas foi reservada para anélise
de viabilidade celular que foi definida utilizando o corante Azul de Tripan a 1% (Sigma®),
na diluicdo 1:10, a partir do contador de células automético Countess Il FL (Thermo Fisher
Scientific).

A correcdo da concentracdo celular estabelecida foi de 1x10’
células/mL. Apos os célculos, nova centrifugacéo foi realizada por 10 minutos a 1700 rpm
em temperatura de 18 a 20°C. As células foram ressuspendidas em 1mL de meio de
congelamento (90% de soro fetal bovino (Gibco TM) inativado, 10% dimetil sulfoxido
(DMSO) (Hibri-Max®), e transferidas para criotubos, que permaneceram no freezer (-80°C)
durante 24 horas. Posteriormente, os criotubos foram transferidos para tanques de
nitrogénio liquido, alocados no Centro de Pesquisa Experimental do Hospital Israelita
Albert Einstein; as amostras permaneceram estocadas nos tanques até o momento da

realizacdo dos experimentos.
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2.3 Obtencéao das células a partir das tonsilas palatinas

As tonsilas palatinas coletadas, acondicionadas em frascos tipo Falcon
contendo 10mL meio de cultura RPMI 1640 estéril (Gibco™), e encaminhadas
imediatamente para o Centro de Pesquisa Experimental, Hospital Israelita Albert Einstein,
para processamento. No laboratério, e dentro de cabine de fluxo laminar, o material foi
colocado em uma placa de Petri e recortado em pequenos fragmentos com uso de bisturi.
A seguir, estes fragmentos foram transferidos para um tubo tipo Falcon de 50mL e entao
submetidos a digestao por colagenase: a esses fragmentos, foram adicionados 9,5mL em
meio de cultura RPMI 1640 estéril (Gibco™), 0,5mL de colagenase tipo VIII (Sigma,
#catalogo C2139) e 0,5uL de uma mistura penicilina, estreptomicina e anfotericin B
(Gibco™, cat #15240-096), com agentes antibidticos e antimicéticos, o material foi
incubado a 37°C no banho-maria, por 1-2 horas. ApGs este periodo, foi observada a
auséncia de fragmentos, além de turvacdo do meio, 0 que sinalizou a efetividade do
processo de digestdo do material. A seguir, as suspensdes celulares obtidas foram
filtradas em gaze para remocao de restos de tecido, transferidas para um tubo tipo Falcon
de 50mL, e o material filtrado foi centrifugado a 1200rpm por 10 minutos a temperatura de
18 a 20°C. Apo6s centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido
em 10mL de meio cultura RPMI 1640 estéril (Gibco™).

Uma aliquota de 10uL das células obtidas foi reservada para analise
de viabilidade celular que foi definida utilizando o corante Azul de Tripan a 1% (Sigma®),
na diluicdo 1:10, a partir do contador de células automético Countess Il FL (Thermo Fisher
Scientific).

A correcdo da concentracdo celular estabelecida foi de 1x10’
células/mL. Apos os célculos, nova centrifugacao foi realizada por 10 minutos a 1200rpm
em temperatura de 18 a 20°C. As células foram ressuspendidas em 1mL do meio de
congelamento (90% de soro fetal bovino (Gibco™) inativado, 10% DMSO (Hibri-Max®) e
transferidas para criotubos, que permaneceram no freezer -80°C durante 24 horas.
Posteriormente, os criotubos foram transferidos para tanques de nitrogénio liquido,
alocados no Centro de Pesquisa Experimental do Hospital Israelita Albert Einstein; as
amostras permaneceram estocadas nos tanques até o momento da realizagdo dos

experimentos.
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2.4 Descongelamento das células mononucleares do sangue periférico e das células
oriundas das tonsilas palatinas

Todo o processo de descongelamento das células foi realizado em
cabine de fluxo laminar previamente esterilizado por 15 minutos com a luz ultravioleta.'%®

A estratégia de descongelamento dos criotubos contendo células do
PBMC e também os tubos com células oriundas de tonsila palatinas deu-se por etapas de
descongelamento, a fim de minimizar o estresse celular e manter a viabilidade e
integridade das células. Dessa forma, assim que os tubos foram retirados dos tanques de
nitrogénio liqguido mantidos em um recipiente com gelo por poucos minutos, e entédo
seguiram para o banho-maria mantido a 37°C por cerca de 1 a 2 minutos, onde foram
parcialmente descongelados.

A seguir, ao criotubo, foi adicionado 1mL de meio de cultura de R10,
composto por: 500mL de meio de cultura RPMI 1640 (GibcoTM), 50mL soro fetal bovino
(Gibco™) inativado pelo calor (56°C por 30 minutos), 5mL solucdo tampdo Hepes 1M
(Gibco™); BmL L-Glutamina — 200mM (Gibco™), solucdo piruvato 100mM (Gibco™), 5mL
penicilina e estreptomicina (Gibco™), 0,5mL 2-mercaptoetanol (Gibco™) e posteriormente
todo o conteudo foi transferido para um tubo cénico tipo Falcon de 15mL contendo mais
1mL de meio de cultura R10 (composto descrito acima). Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 1800rpm por 10 minutos em temperatura de 18 a 20°C, o sobrenadante foi
desprezado e mais 2ml de R10 foi adicionado ao tubo.

Uma aliquota de 10uL das células obtidas foi reservada para anélise
de viabilidade celular que foi definida utilizando o corante Azul de Tripan a 1% (Sigma®),
na diluicdo 1:10, a partir do contador de células automatico Countess Il FL (Thermo Fisher
Scientific). A seguir, os tubos foram centrifugados (10mL RPMI, por 10 minutos, entre 18 a
20°C), e as células ressuspendidas em meio de cultura R10 na concentracédo de 1x10°
células/mL; entdo, as células (1x10° células/poco) foram transferidas para placa de 96
pocos com fundo em V (Nunc® Brand Products), para imunofenotipagem.
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2.5 Imunofenotipagem das células

Para avaliar e comparar o perfil das células Tgy presentes no sangue e
nos orgaos linfoides secundarios, foram utilizados 2 diferentes painéis de anticorpos
utilizados para caracterizacdo das populacdes celulares de interesse: células Tgy € células

B, como mostra a tabela 1.

Tabela 1. Painel de anticorpos

Fluorescéncias

Populacbes PE- PE- PerCP- Am
celulares FITC PE APC Cy7 CE594 Cy5.5 BVv421 BV605  APC-Cy7 Cyan
Células Tey  XC LIVE/

R5 ICOS IL21R PD1 Bcl6 * CD3 DEAD CDh4 - CD40L
Células B LIVE/

IgD CD21 IgM - CD27 CD3 DEAD CD38 CD19 -

*Marcador intracelular. FITC: Isoticianato Fluoresceina. PE: Ficoeritrina. APC: Aloficocianina. PECy7: Ficoeritrina-
cianina7. PE CF594: Ficoeritrina CF594. PerCP Cy5.5: Complexo Peridinina Clorofila Proteina-Cianina 5.5. BV421:
Violeta Brilhante 421. BV605: Violeta Brillante 605. APC-CY7: Aloficocianina-cianina?7.

Para cada um dos painéis, 1x10° células por poco foram transferidas
para placas fundo V (Nunc® Brand Products) para analise dos marcadores de superficies
celular. As células, foi adicionada a solu¢do contendo as misturas dos anticorpos dos
respectivos painéis (Tabela 1).

Previamente a marcacdo, as microplacas contendo as células
mononucleares do sangue e as de tonsilas palatinas foram centrifugadas a 1800rpm por 5
minutos a 18-20°C, e tiveram seus sobrenadantes descartados, e as células
ressuspendidas em 200pL de tamp&o salina fosfatada 7,2g (Gibco™), (PBS 1x), contendo
2mL de EDTA 500mM, 2,5g de soro fetal bovino (Sigma®); novamente a microplaca
contendo as células foi centrifugada 1800 rpm por 5 minutos a 18-20°C, e o sobrenadante
foi desprezado.

Na sequéncia foram feitas as devidas marcacdes para células Tgy €
células B. Adicionalmente, tanto para células B e Tgy foi utilizado o marcador de exclusédo
de morte celular, Live/Dead (Invitrogen). A concentracdo utilizada nas distintas marcacoes
foi 0,5-1,0ug/10° células.

Apés a adicdo da mistura dos distintos anticorpos de cada painel de

marcacao celular, as células permaneceram em incubacao por 30 minutos em temperatura
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ambiente e ao abrigo de luz. Na sequéncia, com o término da incubacdo, a placa foi
centrifugada a 1800 rpm por 5 minutos a 18-20°C, o sobrenadante foi desprezado e as
células fixadas com adicdo de 300uL de paraformaldeido a 1% [9mL de PBS (1x)] e 1mL
de paraformaldeido [10x (Sigma)] para fixacdo dos anticorpos monoclonais utilizados. A
seguir, as ceélulas foram transferidas para microtubos apropriados para citometria
(Fisherbrand®, Houston, TX) e armazenadas em refrigeracdo a 4°C até o momento da
leitura no citométro de fluxo.

Para a marcacdo intracelular de Bcl-6, foi utlizado o kit
Fixador/Permeabilizador (eBioscience) para Foxp3 (Human Fox P3 Staining Kit, BD) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Resumidamente, foram adicionados 200uL de
Tampao A para fixar as células e incubadas por dez minutos, temperatura ambiente e ao
abrigo de luz; em seguida as células foram centrifugadas a 1800rpm por 5 minutos, a 18-
20°C. Em seguida, as células foram permeabilizadas com 200uL de Tampdo C (A + B
1:200, v/v) e incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente, e ao abrigo de luz. Apos
nova centrifugacdo (1800rpm por 5 minutos, a 18-20°C), o anticorpo anti-Bcl-6 marcado
com os fluorocromo PeCF594 foi adicionado ao pellet celular, e as células foram
novamente incubadas por 30 minutos, no escuro. ApGs o término da incubacéo, a placa foi
centrifugada a 1700rpm por 5 minutos, a 18-20°C, o sobrenadante foi desprezado e as
células foram lavadas 200uL de tampao de FACS Buffer por duas vezes a 1700rpm por 5
minutos. As células foram entdo fixadas com adicdo de 300ul de paraformaldeido a 1%
[O9mL de PBS (1x) e 1mL de paraformaldeido (10x) (Sigma)] para fixagdo dos anticorpos
monoclonais utilizados. A seguir, as células foram transferidas para microtubos
apropriados para citometria (Fisherbrand®, Houston, TX) e armazenadas em refrigeracéo a
4°C até o momento da leitura no citbmetro de fluxo.

A aquisicao e a leitura de intensidade de fluorescéncia foram feitas em
citometro de fluxo BD LSRFortessa™ (BD Biosciences). Adquiridos 1 milhdo de eventos
para cada amostra (sangue e tonsila). As analises foram realizadas com auxilio do
programa Flow Jo Software v 9.8.

Ressalta-se que todos os anticorpos monoclonais aqui utilizados foram
previamente titulados. Entdo, individualmente, variou-se as quantidades das
concentracdes para cada marcador: 1,5uL de CXCR5; 1,5uL de IgD; 0,5uL de ICOS; 20uL
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de IL21R; 3,0uL de IgM; 5uL de PD-1; 1,5uL de CD19; 1,5uL de CD3; 2uL de Bcl-6; 3,0uL
de CD27;1,5uL de CD4; 5,0uL de CD38; 5uL de CD40.

2.5.1 Preparacédo de microesferas (Beads) para ajuste da voltagem do citdbmetro de
fluxo BD L SRFortessa™

Em camara de fluxo laminar previamente esterilizado por 15 minutos
com a luz ultravioleta,®® foram preparadas as microesferas ou popularmente chamadas
de “Beads” que foram marcadas com o fluorocromo conjugado com os anticorpos de
interesse, a fim de ajustar a correta voltagem de emissdo de fluorescéncia de cada
fluorocromo.

Para isso, em tubo tipo Falcon, 2 gotas de microesferas positiva e 2
gotas de microesferas negativa foram adicionadas em 800uL de tampao de FACS Bulffer,
gue apO0s homogeneizado por agitacdo em vortex; a seguir, esse volume foi distribuido
(100pL) em cada microtubo para citometria, aqui denominado tubo “solu¢do estoque”.

No total foram preparados 8 tubos, contendo 2uL dos anticorpos
monoclonais relacionados com seus respectivos fluorocromos. Desta forma cada
microtubo para citometria foi preparado da seguinte forma: 1) 100uL de solucéo estoque +
2uL de FITC; 2) 100uL de solugéo estoque + 2uL de PE; 3) 100uL de solucédo estoque +
2uL de PerCP (ou PE.Cy5); 4) 100uL de solucao estoque + 2uL de Texas Red; 5) 100uL
de solucdo estoque + 2uL de PE.Cy7; 6) 100uL de solucédo estoque + 2uL de APC; 7)
100uL de solucéo estoque + 2uL de APC.Cy7; e 8) 100uL de solucéo estoque + 2uL de
Alexa 700.

Para comecar a leitura no citbmetro de fluxo, células sem marcacao
foram passadas para definicdo do local de cada populacdo através do tamanho (Forward
Scatter — FSC) e granulosidade (Side Scatter — SSC). Em seguida, com as beads
finalizamos os ajustes de voltagem definindo corretamente a emissdo de fluorescéncia

ideal de cada fluorocromo.
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2.5.2 Estratégia de andlises para a populacado das células T foliculares

A estratégia de analise de presenca das populacbes de células T
foliculares (Tgy) utilizadas nesse trabalho para células oriundas de tonsilas palatinas e de
PBMC est4 apresentada nas figuras 3 e 4 e nas figuras 5 e 6, respectivamente.

Essas estratégias de andlises foram iniciadas pela avaliagdo da néo
oscilacdo do laser, denominada regido “Time” (Time x PE). A partir de entdo, foram
selecionados apenas os eventos que foram adquiridos isoladamente pelo citbmetro de
fluxo, chamada entéo de “Singlets”, qualificada pelo tamanho e altura (FSC-H) em relacéo
a area (FSC-A). Na sequéncia, foi feita uma janela de aquisicdo da populagéo de linfécitos
totais (FSC-A x SSC-A) dentro do “gate” de “Singlets”, que seguiu de uma janela composta
por células vivas separadas das células mortas chamada de Live/Dead (Live/Dead x CD3).
A partir da selecao de células contidas no gate Live/Dead, foi selecionada uma janela com
a populacdo de células CD4'CXCR5*. Todo este processo pode ser observado no
esquema da figura 4 para células de tonsila e figura 6 para PBMC, e a partir desta
populacdo CD4'CXCR5" as populacbes de interesse avaliadas nesse estudo para
marcacao do fendtipo para as células Tryforam Bcl-6, CD154, IL21R e ICOS representados
nas figuras 5 e 7, respectivamente para células oriundas de tonsilas palatinas e de sangue.

As estratégias descritas acima foram utilizadas tanto para células
oriundas de tonsilas palatinas quanto para as oriundas de amostras de sangue.

A figura 5 demonstra todo o esquema proposto para analise de Tgy em
sangue, com excecdo da ultima janela para a separacdo da populacdo de interesse
separada que enfoca a populacdo CD4'CXCR5". Esta diferenca se deve ao fato que nido
estamos nos orgaos linfoides secundarios, ambiente definido pela presenca das células
Ten; assim, houve a necessidade da utilizacdo de um marcador classico, caracteristico da
célula em estudo para validar nossos resultados e confirmar o fenétipo da célula do
estudo, e a partir desta populacao (Figura 6) seguir com os demais marcadores de Tgy ja
utilizados na estratégia das tonsilas, ou seja: ICOS, PD-1, IL21R, Bcl-6 e CD154.

Para identificar exatamente os gates das populacdes celulares a partir

da utilizacdo de mdltiplos fluorocromos, partiu-se do meéetodo de separacdo de
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fluorescéncias sem uma marcacdo, conhecido como Fluorescence minus one (FMO),

usado para interpretar os dados de citometria.''?
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Estratégia para analises de células T nas amostras de Tonsilas. A primeira janela “Time” regido em que nao
houve oscilagdo do laser, na sequéncia, “Singlets” sdo as células que passaram no feixe do laser apenas
uma vez. Entdo, segue-se para uma janela de células com “Linfocitos Totais”, seguindo para a janela de
“células vivas”. A partir desta janela separamos o grupo de células CD4'CXCR5" para a marcagéo e
definicao das células Tgp.

Figura 3. Estratégia para andlises das células T nas tonsilas
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Andlise dos marcadores presentes na populagdo de células positivas para CXCR5'CD4" com as seguintes
especificidades: PD-1, Bcl6, CD154, IL21R e ICOS.
Figura 4. Andlise dos marcadores presentes nas células CXCR5+CD4+em tonsilas
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Estratégia para analises de células T nas amostras de Sangue. A primeira janela “Time” regido em que
ndo houve oscilagdo do laser, na sequéncia, “Singlets” sao as células que passaram no feixe do laser
apenas uma vez. Entédo, segue-se para uma janela de células com “Linfécitos Totais”, seguindo para a
janela de “células vivas”. A partir desta janela, separamos o grupo de células CD4'CXCR5 para a
marcacao e definicdo das células Tgy,

Figura 5. Estratégia para andalises das células T no sangue
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Andlise dos marcadores presentes na populacéo de células positivas para CD4" CXCR5", com as seguintes
especificidades: PD-1, Bcl6, CD154, IL21R e ICOS.
Figura 6. Andalises dos marcadores presentes nas células CXCR5+CD4+ no sangue

2.5.3 Estratégia de andlises para a populacao das células B

De maneira similar como descrito acima para células T foliculares, foi
realizada a estratégia de andlises para os linfécitos B. Foi realizada marcacgdo para células
oriundas de tonsilas e de PBMC. Em resumo, as células foram separadas em 4 principais
janelas: a) “Time”, populacdo observada pela ndo oscilacdo do laser; b) “singlets”, onde
foram selecionados apenas os eventos que foram adquiridos isoladamente pelo citdmetro
de fluxo; c) janela definida pela populacdo de “linfocitos”; d) separacdo das células vivas
das células mortas denominada “live/dead”.

A partir da populacdo de células vivas (live/dead x CD3), foram

separadas 2 janelas com as populacdes de interesse no estudo. A partir dos marcadores
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para IgD x CD38, subdividimos as populacdes em 4 fases do desenvolvimento de células
B: células B naive (IgD*CD38"), células B de memoéria (IgD"CD38), células B do CG ou CG
(IlgD*CD38"), e plasmoblastos (IgD'CD38%). Em paralelo, foi realizada uma anélise das
populacdes representadas pelos marcadores para memoria CD27* ou maduragdo (CD21%)
das células B. Abaixo, € possivel visualizar como cada populacéo celular foi selecionada
(Figuras 7 e 8):
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Estratégia para andlises das amostras de células B, nas amostras de Tonsilas. A primeira janela “Time’
regido em que nao houve oscilagao do laser, na sequéncia, “Singlets” séo as células que passaram no feixe
do laser apenas uma vez. Na sequéncia a janela de “linfécitos totais, seguindo para a janela de “células
vivas”. As células CD19" positivas foram separadas e fizemos duas anélises: a populagéo de células naive,
memoria, centro germinativo e plasmoblastos dentro do grupo de células IgG'CD38" e outra andlise de
células CD27°CD21".

Figura 7. Estratégia para analises das células B nas tonsilas
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Estratégia para andlises das amostras de células B, nas amostras de Sangue. A primeira janela “Time”
regido em que nao houve oscilagao do laser, na sequéncia, “Singlets” sédo as células que passaram no feixe
do laser apenas uma vez. Na sequéncia, a janela de “linfécitos totais” seguindo para a janela de “células
vivas”. As células CD19" positivas foram separadas e fizemos duas analises: a populacéo de células naive,
memoria, centro germinativo e plasmoblastos dentro do grupo de células IgG'CD38" e outra anélise de
células CD27°CD21".

Figura 8. Estratégia para analises das células B no sangue

2.6 Protocolo paraimunofluorescéncia

Para o procedimento de imunofluorescéncia, foram utilizadas amostras
de tonsilas palatinas que foram extraidas de doadores saudaveis no Hospital Israelita
Albert Einstein. O material biolégico foi congelado previamente aos cortes de 3um de
espessura em laminas especificas para fixacdo dos tecidos e mantidos no freezer (-80°C).
A seguir, as amostras contidas nas laminas foram fixadas com acetona gelada a -20°C por
10 minutos a 4°C. Apos a fixacdo, as laminas foram lavadas 3 vezes em PBS, acrescido

de 0,5% de Tween-20. Em seguida, as laminas foram incubadas com Saponina (0,5%) em
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PBS por 10 minutos. Apds este periodo as laminas foram incubadas por 1 hora em
solucéo de bloqueio (0,045g glicina, 20mL de PBS e BSA 1%) em temperatura ambiente.

As amostras foram marcadas para a presenca de células Tgy, a partir
de tripla marcagédo por sobreposicdo de imagens (merge), utilizando os anticorpos
primarios anti-CD4 de cabra (RD) - policlonal, anti-CXCR5 de rato (RD) - clone 51505 e
anti Bcl-6 de coelho (ABCAM) - clone EP529Y. Estes anticorpos foram diluidos em PBS
1% BSA na concentracdo de 1:200uL (v:v). A marcacdo se deu pela incubacdo das
laminas overnight, 4°C em camara Umida. Apds a incubacdo com os anticorpos primarios,
as laminas foram lavadas 3x em PBS acrescido de 0,5% de Tween-20 (PBS-T20 0,5%).

Em seguida, foram adicionados, os anticorpos secundarios Alexa 647
anti-lgG de cabra, Alexa 488 anti-lgG de rato e Alexa 568 anti-lgG de coelho (Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific), na concentracdo 1:200uL, que foram incubados
por 2 horas em temperatura ambiente em cémara Umida. Apds a incubacdo com os
anticorpos secundarios, as laminas foram lavadas 3 vezes com PBS- T20 0,5%.

Entdo, o anticorpo CD19 PeCy5 (BD Pharmingen) ja conjugado foi
acrescentado as marcacoes, e foi incubado por uma hora e trinta minutos, a temperatura
ambiente, cAmara Umida; seguiu-se nova etapa de lavagem das laminas, 3 vezes, com
PBS-T20 0,5% e entdo foram incubadas com DAPI (4,6 -diamino-2 phenylindole, d
hydrochloride), Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, 300uM por 5 minutos. A
seguir, as laminas foram lavadas 3 vezes com PBS-T20 0,5%.

Apbs a confeccao das laminas como descrito acima, e com o reagente
Prolong Golg Antifade Life Technologies, Thermo Fisher Scientific e vedadas 20uL de
Vectashield (Vector Laboratories), as imagens foram adquiridas em microscépio confocal
LSM 710 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). As sec¢des foram visualizadas usando o software
ZEN 2012 SP2 (Black, 64 bit) Versdo 11.0 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Todos os ensaios de imunofluorescéncia também foram realizados em
colaboracdo com o grupo de pesquisa do Dr. Richard Koup com a orientacdo do Dr.
Constantinos Petrovas, (Laboratory at the Vaccine Research Center, National Institute of
Allergy and infectious Diseases, National Institute of Health). Nestes tecidos foram
marcados CD4, CD20, Ki67, PD-1, IgG, CD57, Bcl-6.
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2.7 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas com o auxilio do
programa GraphicPad PRISM versdao 5 para Windows (GraphPad Software, San Diego
Califérnia USA). O teste t pareado foi escolhido para comparar os valores obtidos das
amostras de sangue e tonsila. Para todos os testes, foi adotado um nivel de significancia
de 0,05 (0=5%), onde os valores descritivos (p) abaixo desse valor sdo considerados

significativos. Os dados foram representados por média e desvio padrao.
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3 RESULTADOS

As analises estatisticas dos dados foram realizadas com o auxilio do
programa GraphicPad PRISM versédo 5 para Windows (GraphPad Software, San Diego
Califérnia USA). O teste t pareado foi escolhido para comparar os valores obtidos das
amostras de sangue e tonsila. Para todos os testes, foi adotado um nivel de significancia
de 0,05 (a=5%), onde os valores descritivos (p) abaixo desse valor sdo considerados

significativos. Os dados foram representados por média e desvio padréo.

3.1 Dados dos pacientes

Foram analisadas amostras de 18 individuos, (07 mulheres e 11
homens), doadores de sangue e tonsila que preencheram os critérios do Comité de Etica.
A idade dos doadores na época do estudo variou de 24 a 50 anos, e a média dos
individuos foi de 38 anos. Apesar da obtencdo de 18 amostras de doadores saudaveis,
apenas em 12 doadores foram considerados os resultados para este estudo. Tivemos
problemas nas aquisicdes das amostras e/ou ndo tivemos células suficientes para nosso
padrdo de analises.

Sdo doadores “saudaveis”’, sem nenhuma patologia segundo critério
usado pelo médico otorrinolaringologista responsavel Dr. Denilson Storck Fomin, apds
realizada a anamnese. Existia a ocorréncia de problemas respiratérios e/ou infeccdes
recorrentes; o que levou a indicagdo da adenoamigdalectomia.

No perfil dos doadores das amostras de sangue e tonsila palatinas
usadas nas analises (Apéndice 1) pudemos observar a presenca de dois doadores com
sobrepeso, trés doadores com apneia e 5 doadores ndo estavam com as vacinas em dia.
Nenhum dos doadores relatou caso de diabetes. Quanto ao uso de medicacdes, sdo 2
doadores com uso de anti-hipertensivo e estatina, quatro doadores com uso de anti-
histaminico e seis doadores com uso de corticoide nasal. Os demais sem descri¢éo.
Foram eliminados 6 doadores (2, 3, 8, 13,17 e 18) e néo relacionamos com algum tipo de

doenca ou medicacéo a necessidade da excluséo.
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3.2 Imunofluorescéncia de tonsilas palatinas de individuos saudaveis: andalise de
distribuicdo das células CD4" CXCR5"

Em paralelo ao objetivo principal do trabalho, foram caracterizadas as
populagdes celulares CD4"'CXCR5" quanto a distribuicdo nas tonsilas por microscopia
confocal, a partir de marcacdes simples das populacdes de células positivas para CD4,
CXCRS5 e o fator de transcricdo Bcl-6 caracteristico das células T foliculares. A presenca
das populacdes celulares encontradas nas tonsilas palatinas pode ser observada na figura
9. Cada micrografia representada na figura 9 mostra uma marcacao celular tipica que
compde o fenodtipo de células Tgy: painel A) CD4"; painel B) CXCR5™; painel C) Bcl-6"; e
painel D) Marcagcdo do nucleo com DAPI (corante orgéanico fluorescente). Com a
sobreposicao das imagens dos 4 marcadores, pode-se conferir a presenca e distribuicdo
de células Tey nas tonsilas, representada no painel E. Todas as marcacdes foram

realizadas em amostras de tonsilas palatinas de doadores saudaveis.

BCL6DAPI

20 ym 20 um

Presenca das células CD4", CXCR5" e BCL-6" encontradas nas tonsilas palatinas de doadores saudaveis,
por microscopia confocal. As micrografias representam individualmente os marcadores individuais para (A)
CD4", (B) CXCR5" e (C) Bcl-6. O painel D representa a marcacéo do nicleo (DAPI) e o painel E, as células
Ten, encontradas nos tecidos dos 6rgédos linfoides secundarios. As se¢des foram visualizadas usando uma
versdo ZEN 2012 SP2- 20x (Black, 64 bit) Versdo 11.0 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Figura 9. Microscopia confocal
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3.3 Avaliacéo das células T foliculares no sangue e tonsilas palatinas

Para caracterizar as populacdes celulares das células Tgy, foram
utilizados seus marcadores caracteristicos CXCR5, ICOS, PD-1, IL21R, CD40L e Bcl-6 em
suspensdes celulares oriundos do sangue e de tonsilas, por citometria de fluxo. Cada
ponto colorido nos gréficos das figuras 10 a 15, a seguir, representa um individuo, no qual
teve analisada amostra tanto de sangue quanto tonsila.

A imunofenotipagem das células dos individuos arrolados nesse estudo
iniciou-se com a marcacdo das células T CD4'CXCR5" (Figura 10). Observou-se no
sangue que a média foi 5,38% e o desvio padrdo (SD — Standard deviation) foi 3,26%,
enquanto a média da frequéncia dessa populacdo celular nas tonsilas foi 32,37% e SD
38,73%. Houve diferenca estatistica entre as amostras de sangue e tonsila (p<0,05).

Também se observou nas amostras de tonsilas, que houve dois
individuos, um individuo do sexo masculino (marcado em rosa) e outro do feminino (azul

escuro), que atingiram quase 100% da presenca do marcador para CXCR5 na populagéo

CD4".
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Frequéncia de células CD4" que expressam o marcador
CXCRS5 em células do sangue e de tonsilas. As comparacfes
entre os grupos foram realizadas a partir do teste t pareado.
Cada ponto colorido equivale a um doador (individuo; n=9) do
gual foi coletada amostra de sangue e de tonsilas.

Figura 10. Frequéncia de células CD4+ que expressam
CXCR5+



39

A seguir, avaliou-se a frequéncia de células CD4'CXCR5" que
expressam o marcador do fator de transcricdo Bcl-6 que esta relacionado com a
diferenciacdo das células Try além do controle do ciclo celular, sobrevida e mutacao
hipersomatica em linfocitos B.

Na figura 11, nota-se que a média da frequéncia de Bcl-6 nas células
CD4"CXCR5" do sangue foi de 16,65% e o SD foi 19,09%, enquanto na tonsila, a média
foi 42,40% e o SD 28,81%; houve diferenca estatistica entre as amostras do sangue e da
tonsila (p<0,05).

Observa-se que, no sangue, a frequéncia do marcador Bcl-6 dentro
dessa populacao apresentou-se menor em relacéo a amostra das tonsilas. Ainda, quando
sdo comparados individualmente cada amostra, € possivel destacar que trés amostras,
todas oriundas de individuos do sexo feminino, apresentaram maior frequéncia do
marcador Bcl-6 em relagéo a todos os outros individuos incluidos nesse estudo, tanto nas

tonsilas palatinas quanto no sangue.
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Frequéncia de células CD4"CXCR5" que expressam o marcador
Bcl-6 em células do sangue e de tonsilas. As comparacdes entre 0s
grupos foram realizadas a partir do teste t pareado. Cada ponto
colorido equivale a um doador (individuo; n=9) do qual foi coletada
amostra de sangue e de tonsilas.

Figura 11. Frequéncia das células CD4+CXCR5+ que expressam
Bcl-6
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Também foi avaliada a frequéncia de expressdo do receptor da
interleucina 21 (IL-21R), relacionado com a producdo de imunoglobulinas em células
CD4"CXCR5" (Tg) € em células B.

A partir da figura 12, observa-se maior porcentagem do marcador no
sangue. A média da frequéncia de células CD4"CXCR5’IL-21R" no sangue foi 47,93% e
SD foi 29,62%, ja nas tonsilas, a média foi 6,50% e o SD foi 8,16%. Também houve
diferenca estatistica entre as amostras de sangue e tonsila (p<0,05).

Tanto em amostras de sangue quanto tonsila, os individuos que
alcancaram maior porcentagem do marcador IL-21R dentre a populacdo de células
CD4'CXCR5" foram trés do sexo feminino (marcados em amarelo, rosa claro e azul
escuro) e uma amostra do sexo masculino (marcado em rosa escuro). Porém, duas
amostras em azul escuro (feminino) e rosa escuro (masculino) ndo foram representativas
para o marcador na tonsila. E duas amostras do sexo masculino (marcado em marrom e
preto), ndo houve representatividade da frequéncia do marcador IL21R, ficando em quase

zero a porcentagem deste marcador tanto em sangue quanto tonsila.
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Frequéncia de células CD4'CXCR5" que expressam o marcador IL-
21R em células do sangue e de tonsilas. As comparacbes entre os
grupos foram realizadas a partir do teste t pareado. Cada ponto
colorido equivale a um doador (individuo; n=9) do qual foi coletada
amostra de sangue e de tonsilas.

Figura 12. Frequéncia de células CD4+CXCR5+ que expressam
receptor da interleucina 21
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Outro marcador analisado foi CD154 (CD40L) nas células T, que tem a
funcdo de ligacdo com o CD40 as ceélulas B. Observou-se que a média de frequéncia de
células CD4"CXCR5'CD40L" no sangue foi 16,11% e o SD foi 12,51%, e nas tonsilas, a
meédia foi de 4,98% e SD 3,54%; houve diferenca estatistica entre as amostras de sangue
e tonsila (p<0,05) (Figura 13). Em trés amostras de sangue, duas amostras de doadores
femininos (marcados em amarelo e rosa claro) e uma do sexo masculino (marcado em
rosa escuro), nota-se maior expressdo desse marcador comparado a meédia geral dos
individuos do grupo. A porcentagem deste marcador tanto no sangue quanto nas tonsilas

mostrou-se baixa quando comparado com os outros marcadores analisados neste estudo.
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Frequéncia de células CD4'CXCR5" que expressam o marcador
CD154 (CD40L) em células do sangue e de tonsilas. As comparacdes
entre os grupos foram realizadas a partir do teste t pareado. Cada
ponto colorido equivale a um doador (individuo; n=9) do qual foi
coletada amostra de sangue e de tonsilas.

Figura 13. Frequéncia de células CD4+CXCR5+ que expressam 0
marcador CD40L

Ja a andlise do marcador PD-1 em células CD4"CXCR5", um receptor
de superficie celular importante na regulacdo negativa do sistema imune, suprimindo a
atividade das células T na reacédo inflamatéria. Nossos resultados mostraram baixa
porcentagem tanto no sangue e nas tonsilas palatinas (Figura 14). A média da frequéncia
da populagdo CD4"CXCR5'PD-1" no sangue foi 6,47% e o SD foi 6,27%, e nas tonsilas,
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média de 7,76% e o SD 4,54%; ndo houve diferenca significativa (NS) entre os individuos

para as amostras de sangue e tonsilas.
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Frequéncia de células CD4'CXCR5" que expressam o
marcador PD-1 em células do sangue e de tonsilas. As
comparacdes entre os grupos foram realizadas a partir
do teste t pareado. Cada ponto colorido equivale a um
doador (individuo; n=9) do qual foi coletada amostra de
sangue e de tonsila.
Figura 14. Frequéncia de células CD4+CXCR5+ que
expressam o marcador PD-1

A andlise da expressdo do marcador coestimulatorio ICOS dentre a
populacédo de células CD4"CXCR5" foi avaliada nas amostras de sangue e de tonsilas, e
mostraram-se altas, em porcentagem, nos dois grupos de amostras — sangue e tonsilas. A
média para ICOS no sangue foi 70,12% e o SD 38,88%, e nas tonsilas a média foi 84,92%
e o SD foi 29,15% e ndo mostraram diferencas estatisticas entre as amostras de sangue e
tonsila (NS) (Figura 15). Os individuos que ndo apresentaram expressao alta de ICOS néo

sdo correspondentes nas amostras de sangue e de células oriundas de tonsilas.
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Frequéncia de células CD4"CXCR5" que expressam o
marcador ICOS em células do sangue e de tonsilas. As
comparacles entre os grupos foram realizadas a partir
do teste t pareado. Cada ponto colorido equivale a um
doador (individuo; n=9) do qual foi coletada amostra de
sangue e de tonsila.

Figura 15. Frequéncia de células CD4+CXCR5+ que
expressam o marcador de molécula coestimulatéria
induzivel de células T

A tabela 2 resume os dados de todos os graficos apresentados nas
figuras 10 a 15 encontrados nas populagfes das células T no sangue e tonsilas palatinas
de doadores saudaveis.

Compilacdo de dados de porcentagem dos marcadores Bcl-6, IL-21R,
CD40L, PD-1 e ICOS nas células T CD4'CXCR5" encontradas no sangue e tonsilas
palatinas de doadores saudaveis. E também apresentada a frequéncia de células CD4"
que expressam CXCR5 (CD4'CXCR5").

Tabela 2. Compilacdo de dados dos marcadores analisado

Sangue Tonsila

Marcadores Média (SD) Média (SD) Valor-p
CXCR5 5,38 (3,26) 32,37 (36,73) <0,05
Bcl-6 16,65 (19,06) 42,40 (28,81) <0,05
IL21R 47,93(29,62) 6,50 (8,16) <0,05
CD40L 16,11 (12,51) 4,98 (3,54) <0,05
PD1 6,47 (6,27) 7,76 (4,54) NS
ICOS 70,12 (38,88) 84,92 (29,15) NS

Valores apresentados como média da frequéncia de células (%). Média da diferenca entre tonsila e
sangue. Teste t pareado. NS: ndo significativo.
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A tabela 3 resume os dados da média de todos os marcadores (Bcl-6,
IL21R, CD40L, PD-1) e de cada doador apresentados individualmente, encontrados nas

populacdes das células T no sangue e tonsilas.

Tabela 3. Marcadores Bcl-6, IL21R, CD40L, PD-1 e ICOS encontrados no sangue e tonsilas palatinas de
doadores saudaveis

Variaveis Sangue Tonsilas

Idade
Bcl-6
IL-21R
CD40L

PD-1
ICOS
Bcl-6
IL-21R
CD40L
PD-1
ICOS

0 N o g A w N | Doador
T T T ZE TN Z| Sexo
o
o

9 M 38

Valores acima da média - Valores abaixo da média . Valores na média

3.4 Avaliacédo das populacbes das células B no sangue e tonsilas

A fim de estabelecer uma analise quanto as caracteristicas fenotipicas
das populacdes de células B, as populacdes foram subdivididas através dos marcadores
para IgD x CD38, dividimos em 4 fases do desenvolvimento das células B diferenciadas
por células B naive (IgD'CD38), células B de memoria (IgD'CD38), CG ou CG
(IgD'CD38") e plasmoblastos (IgD'CD38%). A andlise das células B foi realizada em
amostras de suspensdes celulares do sangue e tonsilas palatinas de doadores saudaveis,
por citometria de fluxo. Cada ponto colorido nos graficos das figuras 16 a 20, a seguir,
representa um individuo, no qual teve analisada amostra tanto de sangue quanto tonsila.

A andlise inicial de imunofenotipagem de células B partiu com
marcacdo com CD19 dentro as células CD3". A figura 16 mostra que no sangue a média
da frequéncia de células CD19" foi de 31,91% e o SD foi de 17,21%, enquanto que nas

tonsilas palatinas a média encontrada foi 82,31% e o SD (12,27%). Houve diferenca
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estatistica entre as amostras de sangue e tonsila (p<0,05). Assim, a média da frequéncia
de células CD3"CD19" foi muito maior nas tonsilas palatinas em relagdo ao sangue.
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Frequéncia de células CD19" no sangue e em amostras de
tonsilas. As comparacgfes entre os grupos foram realizadas a
partir do teste t pareado. Cada ponto colorido equivale a um
doador (individuo; n=12) do qual foi coletada amostra de
sangue e de tonsila.

Figura 16. Frequéncia de células CD19+ no sangue e tonsilas

Também foi avaliado o marcador do CG (IgD'CD38%), dentre a
populacéo de células CD19*. Como mostra a figura 17, a média da frequéncia no sangue
foi 4,08% e o SD foi 4,14%, e nas tonsilas palatinas foi de 6,23% e o SD foi 7,17%.
Observa-se baixa porcentagem deste marcador tanto nas amostras de sangue quanto de

tonsila, e ndo houve diferencga significativa (NS).
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Frequéncia de células CD19" que expressam os marcadores IgD'CD38" a fase de
desenvolvimento das células B no centro germinativo em células do sangue e de
tonsilas. As comparacdes entre os grupos foram realizadas a partir do teste t pareado.
Cada ponto colorido equivale a um doador (individuo; n=12) do qual foi coletada amostra

de sangue e de tonsilas.
Figura 17. Frequéncia de células CD19+ que expressam os marcadores |gD+CD38+ no

sangue e tonsilas

As andlises da populagédo de células B incluiram a analise da fase da
subpopulacdo de células B, os plasmoblastos. A média da frequéncia de IgD'CD38" no
sangue foi de 1,05% e o SD foi 1,42%, e nas tonsilas palatinas a média foi 1,01% e o SD

foi 1,22% (Figura 18). A andlise de expressdo deste marcador em porcentagem mostrou-

se bem baixa.
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Frequéncia de células CD19" que expressam os marcadores IgD'CD38"
(Plasmoblastos) em células oriundas do sangue e de tonsilas. As comparacdes entre
os grupos foram realizadas a partir do teste t pareado. Cada ponto colorido equivale a
um doador (individuo; n=12) do qual foi coletada amostra de sangue e de tonsilas.

Figura 18. Frequéncia de células CD19+ que expressam 0s marcadores IlgD-CD38+

no sangue e tonsilas
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Em paralelo, avaliou-se a frequéncia de células naive (IgD"CD38)
dentre as células CD3'CD19"; a média da frequéncia no sangue foi 63,09% e o SD foi
6,37% e nas tonsilas, média 59,22% e o SD 11,53% (Figura 19). As andlises da
porcentagem destes marcadores apresentaram um perfil parecido nas duas amostras, e

ndo mostrou diferenga significativa (NS) entre as células oriundas de sangue e de tonsilas.

Celulas B Naive
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Frequéncia de células CD19" que expressam o marcador
IgD'CD38" (células B naive) em células oriundas do
sangue e de tonsilas. As comparacfes entre 0s grupos
foram realizadas a partir do teste t pareado. Cada ponto
colorido equivale a um doador (individuo; n=12) do qual
foi coletada amostra de sangue e de tonsilas.

Figura 19. Frequéncia de células CD19+ que expressam
o marcador IgD+CD38- no sangue e tonsilas

Outra populacdo analisada foi a das células B de memoria,
representada pela marcacdo de IgD'CD38 nas células CD19" (Figura 20). Os resultados
mostram que a média da frequéncia de células de memoria no sangue foi 20,86% e o SD
6,68%, e nas tonsilas, a média foi 24,68% e o SD foi 9,51%; ndo houve diferenca

significativa entre os grupos (NS).
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Frequéncia de células CD19" que expressam o marcador IgD'CD38
(células B de memodria) em células oriundas do sangue e de tonsilas.
As comparacdes entre os grupos foram realizadas a partir do teste t
pareado. Cada ponto colorido equivale a um doador (individuo; n=12)
do qual foi coletada amostra de sangue e de tonsilas.

Figura 20. Frequéncia de células CD19+que expressam o marcador
IgD-CD38- no sangue e tonsilas

A tabela 4 resume os dados das distintas populacbes de células B
avaliadas nesse estudo em sangue e em tonsilas palatinas de doadores saudaveis, a
partir dos graficos apresentados nas figuras 16 a 20.

Compilacdo de dados de porcentagem dos marcadores: IgD*CD38"
(células B do CG), IgD'CD38 (células B memodria), IgD*CD38" (células B naive) e IgD
CD38" (plasmoblastos) nas células CD19" encontradas no sangue e tonsilas palatinas de

doadores saudaveis.

Tabela 4. Compilacdo de dados dos marcadores para células B no sangue e tonsilas

Sangue Tonsila
Marcadores Média (SD) Média (SD) Valor-p
CD19+ 31,91 (17,21) 82,31 (12,27) <0,05
Centro Germinativo(lgD+CD38+) 4,08 (4,14) 6,23 (7,17) NS
Célula B Memoria (IgD-CD38-) 20,86 (6,68) 24,68 (9,51) NS
Células Naive (IgD"CD38) 63,09 (6,37) 59,22 (11,53) NS
Plasmoblastos (IgD"CD38") 1,05 (1,42) 71,01 (1,22) NS

Valores apresentados como média da frequéncia de células (%). Média da diferenca entre tonsila e
sangue. Teste t pareado. NS: Nao Significativo.
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A tabela 5 resume os dados da média de todos os marcadores para
células B utilizados nesse estudo: CD19, CG,”’ B de Memoéria, B naive, e plasmoblastos,
de cada doador apresentados individualmente, encontrados nas amostras do sangue e
tonsilas.

Marcadores das subpopulagfes das células B encontrados no sangue e
tonsilas palatinas de doadores saudaveis. Dados de cada doador divididos em 3 grupos:

valores acima da média, abaixo da média e valores na média.

Tabela 5. Marcadores das subpopulacfes das células B encontrados no sangue e tonsilas

Variaveis Sangue Tonsilas
© e © e
S o 9 | 5 0 3 5 o 3
(m) g m a © g m a
o (o
1 M 41
2 M 50
3 F 40
4 M 39
5 F 50
6 F 24
7 F 50
8 F 28
9 M 38
10 M 37
1 M 45
12 M 34
Valores acima da média . Valores abaixo da média . Valores na média

’ 1

A tabela 6 apresenta a compilacdo de todos os valores dos marcadores
para células Tgy e células B dos pacientes avaliados nesse estudo. Os dados sado
mostrados de acordo com a expressdo da média: acima da média, abaixo da média e na
média para cada marcador.

Representacdo da expressao de todos marcadores para as células Tgy
e células B de todos doadores utilizados nesse estudo. Dados de cada doador divididos

em 3 grupos: valores acima da meédia, abaixo da média e valores na média.



Tabela 6. Representacdo

doadores do estudo

50

da expressao de todos marcadores para as células Tgy e células B de todos

Variaveis Sangue Tonsilas
2 2
8 .
© Qo © Qo
-§o®©5l n o \gﬂ)g@é n £ o ‘gwg
:$ 8025888 ¢g53 33338839538
8 & ®|lm 0oa © 2 00 =2 alma 0a @ 2 00 = 2 1
1T M 4
2 M 30
3 F 40
4 M 39
5 F 30
6 F 24
7 F &80
8 F 28
9 M 38
10 M 37
11 M 45
12 M 34

Valor individual acima da média;

Sem analise.

Valor individual na média;

Valor individual abaixo da média;
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4 DISCUSSAO

Inicialmente, avaliou-se o perfil das células T com marcadores para
células Tgy em amostras de sangue e tonsila de doadores saudaveis. Nossa principal
motivagao veio do interesse pelas células Tgy pois poderiam ser alvo importante no estudo
de pacientes com ICV, que se trata de uma doenca caracterizada pela
hipogamaglobulinemia e muitas vezes com numero de células B ou linfécitos normais.
Nestes casos, aparentemente, estas ceélulas n&o conseguem amadurecer e por
consequéncia nao podem produzir imunoglobulinas. Outra condigdo, contudo, nao
confirmada, € que pacientes com ICV possam apresentar alguma disfuncdo nas
subpopulacées de linfocitos T,"""" incluindo as Tes. Desta forma, partimos para a andlise
das células Try que a partir de estudos publicados em 2000 mostraram a presenga de uma
subpopulacdo de células T que poderiam auxiliar de forma mais robusta a producéo de
anticorpos pelas células B.®®

Entdo, o objetivo inicial foi o estudo dos linfocitos T foliculares em
individuos com ICV, realizar a caracterizacdo e quantificacdo do perfil das Tgy do CG e
circulantes destes pacientes comparados com as células de doadores saudaveis.

Contudo, ao receber as amostras e dar inicio as analises percebemos o
volume de moléculas (que convencionamos chamar de marcadores) para cada tipo de
amostra (sangue e tonsila) que deveriamos dividir o trabalho em etapas. E assim, este
trabalho demonstrou o perfil das células Try e células B nas amostras de doadores
saudaveis.

Os linfocitos Tgy parecem ter um papel fundamental nas doencgas
infecciosas e autoimunes. A descricdo de que células Tey encontradas na circulacao
podem refletir o status dos centros germinativos nos permite considerar a hipétese que a
andlise dessa populacao na periferia poderia fornecer informagfes importantes quanto ao
estado imunologico geral de um individuo em qualquer tipo de doenca sem a necessidade
de biopsias dos 6rgados linfoides secundarios, o que costuma ser dificil de ser realizado.
Investigamos o perfil das células Try presentes nos orgaos linfoides secundarios a partir
de analises das células de tonsilas, bem como a presenga e comparacdo quantitativa e

fenotipicas dessas populacdes no sangue; em paralelo, avaliou-se as subpopulagfes de
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linfocitos B, principais células que interagem com as Tgy. Para tanto, realizamos a
caracterizacdo e a quantificacdo de populacdes de células Tgy nas tonsilas palatinas e no
sangue de doadores “saudaveis” (sem relatos de doengas durante a anamnese ou de
provas laboratoriais sugestivas) seguida da comparacdo dessas populacdes em ambos
compartimentos.

E descrito que antes da caracterizacdo das células Try no ano 2000,
autores reportaram a necessidade da colaboracdo entre as células T e B na resposta
humoral.’’ Mais tarde, essas foram denominadas células Tgy descritas como a
subpopulacao das células T que poderiam ter destaque maior nesta colaboracao.

A geracdo da resposta adaptativa contra antigenos precisa ser rapida e
envolve as células T CD4, assim brevemente, apds seu recrutamento, as células migram
para os 6rgdos linfoides secundarios onde em colaboracdo com as células B fornecem
ajuda especifica levando a uma rapida expressao de plasmécitos de curta duracéo.'? Na
sequéncia, células B junto com as células T CD4 iniciam a formacdo do CG, e
consequentemente dardo origem as células plasmaticas de longa duracéo e as células de
memoria."?

E sabido também que as células T CD4 de memoria fornecem ajuda
para células B naive, resultando em respostas imunologicas mais eficientes e mais
rapidas. Todavia, células que impulsionam as células T para ajudar as células B durante a
ativacdo merecem maiores estudos. A diferenciacdo em células Tey parece dependente de
estimulos sequenciais envolvendo as DCs, CD4 e células B.

Em camundongos a coestimulacdo mediada por CD28 resulta na
regulacdo positiva de CXCR5.%% Essa regulacdo positiva da expressdo de CXCR5
juntamente com a regulacao negativa de CCR7 faz com que as células T migrem para a
borda entre as células T e B, mas nada ainda concreto de qual seria o perfil destas células
circulantes.

As células Tgy apresentam uma maior dificuldade nos estudos devido a
localizagcdo ou até pela impossibilidade de doacdo ou acesso aos orgdos linfoides
secundéarios. Certos de que a comparacdo com a mesma populacéo celular do sangue nos

facilitaria o estudo destas células, partimos para experimentos com amostras de tonsilas
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palatinas o que nos possibilitou uma visédo de como estas células estéo distribuidas nestes
dois ambientes.

Através da marcacdo por microscopia confocal com 3 marcadores
distintos: CD4, Bcl-6 e CXCR5, confirmamos a visibilizacdo das células Tgy, € que 0s
resultados por nds obtidos eram concordantes com a literatura.®°1®

Na sequéncia das analises, usamos a estratégia para separar cada
marcador, ou seja, as moléculas caracteristicas de uma célula Tgy por citometria de fluxo.
A partir da populacgdo de “linfocitos totais” separamos a populacdo de CD4'CXCR5" e
dentro desta populacdo, cada marcador foi avaliado separadamente. Ainda em nossa
estratégia de estudo, as células derivadas de tonsilas palatinas de doadores saudaveis
foram comparadas com amostras de sangue periférico.

Geralmente, as células Tgy fornecem sinais para a maturacao,
diferenciacéo e sobrevivéncia das células B através de ICOS, PD-1, CD40L, e IL-21%?4%)
estes sendo os marcadores que analisamos no nosso estudo. O CXCR5 é um marcador
classico para as células Tgy, que orientam as células T a migrar para a zona da célula B
ligando-se & CXCL13 que é expressa pelas DCs.!""® Portanto, as células T CXCR5
normalmente devem expressar um baixo nivel de CCR7, o que ajuda essas células T a
migrar para os GCs.®115117)

Em nosso estudo, a avaliacdo do receptor da quimiocina CXCR5
mostrou uma porcentagem maior nas amostras das tonsilas palatinas quando comparada
as amostras sanguineas. Nao esta totalmente caracterizado, mas existe uma tendéncia de
que a populacdo das células Tgy circulantes expresse este receptor em menores
quantidades.®®

A descoberta de Bcl-6 em células Tgy foi um marco para a identificacédo
de células Tgy. O papel essencial de Bcl-6 foi confirmado em um estudo com
camundongos, indicando que as células TCD4" que n&do expressavam o fator de
transcricdo Bcl-6 ndo conseguiam se diferenciar em células Tep.M®

Também foi descrito que a expressdo de Bcl-6 em células TCD4"
promove a expressdo de CXCR5, CXCR4 e PD-1."® A principal funcdo de Bcl-6 nas
células Tg foi confirmada em estudos posteriores!’” e um deles revelou que Bcl-6 regula a

diferenciacdo precoce de células Tgy em IL-21 e IL-6- de forma independente.!"'® Por
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outro lado, o Bcl-6 pode se ligar a varios genes relacionados a migragdo celular, como
CCR7, CCR6, PSGL-1, CXCR5, CXCR4 e PD-1.(1"9)

Demonstramos que o fator de transcricdo o Bcl-6@” das células Tgy,
estd presente no sangue e tonsila, embora, diferente do proposto por alguns
autores, %12V cglulas Ty circulantes apresentaram o fator de transcricdo em menores
quantidades em relacdo as amostras das tonsilas, mas estdo presentes. No entanto,
varias questdes ainda estdo em investigacdo, pois a falta deste marcador causa reducéo
do CG e por consequéncia diminuicéo das células Tey em humanos. @

Outra func&o atribuida ao Bcl-6"?? é a inibicdo de um conjunto discreto
de genes envolvidos na ativacdo de células B, diferenciacdo terminal e inflamacéo, além
da regulacéo de sinais importantes das células B do CG. Estudos em células tumorais
descreveram que a expressao desregulada de Bcl-6 é um marcador de respostas clinicas
ruins, pois a expressdo aumentada de Bcl-6 afeta a apoptose de células de linfoma
tratadas com agentes quimioterapicos.?® E em pacientes com SLE, o Bcl-6 foi descrito
como um marcador da atividade da doenca observado nas células Tgy circulantes.(??

Outro marcador de células Tgy analisado, foi o ICOS. A expresséo de
ICOS é induzida nas células T ativadas. Alguns autores até sugerem que ICOS, devido a
sua alta expressdo em células T ativada, o mesmo pode ndo ser um marcador confiavel.
Os sinais através de ICOS-ICOSL sdo essenciais para a diferenciacdo de células Tgy,
sobrevivéncia e ativacdo de células B, troca de classe de anticorpos e formacéo de CG.“%
Em células Tey humanas, ICOS é usado como um marcador de células GC Tg..?" Células
T deficientes em ICOS ndo expressam CXCR5 e sdo incapazes de migrar para 0S
foliculos, um achado também observado durante o bloqueio de anticorpos do ligante
1ICOS.@)

Em nossas amostras, o marcador ICOS teve a porcentagem alta nas
duas populac¢des, com um perfil muito parecido no sangue e tonsila como descrito na
literatura.“® Estudos publicados por Ferguson et al.'®® mostraram a importancia da
molécula coestimulatéria ICOS da familia do CD28 em conjunto com o0s sinais das DCs:
para o desenvolvimento do CG, na mudanca de classe e maturacéo da afinidade.?¢'%9

Foi descrito que individuos com defeito em ICOS, apresentam
hipogamaglobulinemia grave, reducdo de linfécitos B de memoria, formagéo prejudicada
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do CG e reducéo das células CXCR5 RO".%#2>%) Na auséncia de sinalizacéo via CD28, a
molécula ICOS seria uma das moléculas responsaveis pela resposta humoral T-
dependente.

Seguindo a metodologia de pesquisa para os marcadores das células
Ten, analisamos o marcador de superficie PD-1, que geralmente € expresso por células T
em exaustdo, altamente presente em células Tgy. Os sinais de PD-1 / PD-Ls séo
geralmente considerados como sinais reguladores negativos que desfosforilam a
sinalizagcdo do receptor de células T (TCR - T-cell receptor), inibindo assim a ativagéo e a
producéo de citocinas pelas células T.®Y Em adicdo a esse dado, PD-1 limita o nimero de
células Tgy.(39

Claramente, mais evidéncias sdo necessarias para abordar o papel da
PD-1 na migracao e funcéo das células Try. Além disso, foi descrito que CXCR5 ajuda a
manutencdo da populacdo PD-1 nas Tgy nos GCs.'" Camundongos deficientes em
CXCR5 tém um baixo nimero de GC e producdo de anticorpos'™®" o que mostra o
importante papel do CXCR5 na diferenciacao de células Tgy.

Uma vez que o marcador CXCR5 junto com PD-1 € uma importante
caracteristica das células Try na formacdo do CG,"*? o aumento da expressdo PD-1('%%
gera também supressdo das atividades das células T na reacdo inflamatéria e auxilia na
regulacdo das atividades das células Tgy como: na reducdo da proliferacdo celular,
ativacdo e expressao das células T coestimulatérias (ICOS).(1%%

Em nossos experimentos o PD-1 ndo se expressou de forma
significativa, mas esta presente em ambas as amostras. E uma molécula essencial na
geracdo das células Tey e a deficiéncia pode gerar reacdes nos centros germinativos e
reducdes significativas das células Tgu.

Ainda nos estudos dos marcadores de superficie para Tgy, avaliamos a
frequéncia da molécula CD40L. Nossos dados mostram uma baixa frequéncia destes
marcadores nas tonsilas palatinas (estudos indicam que exista um papel significativo para
as moléculas CD40L) e em nossas analises vimos uma porcentagem maior no sangue. A
molécula CD40L é fundamental para troca de classe e diferenciacdo de células
plasmaticas, uma vez que a deficiéncia funcional destas moléculas resulta na ma

formacédo do CG, porém a frequéncia por nos encontrada pode ser devido a fase que se
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faz necessaria a presenca destas moléculas, como demonstrado nos estudos em
camundongos.®

De fato, seria interessante avaliar melhor se a auséncia de CD40 ou
CD40L segue para as anormalidades funcionais das células B, uma vez que Van Kooten
et al.""™ sugeriram que a remocdo de CD40L do sistema resultaria na diferenciacdo
terminal das células B do CG em células com caracteristicas de células plasméticas,
indicando que o ligante de CD40 direciona a diferenciacdo das células B do CG para
células de memoria ao invés de células plasmaticas.>13"

Ainda de acordo com estas observagdes, os pacientes com ICV que
apresentam deficiéncia de CD40L, ndo expressam CXCR5" em linfocitos T circulantes,
sugerindo que a auséncia desta populacdo é causa ou consequéncia da méa formacao dos
centros germinativos.('*®

E finalizando nossas analises para os marcadores das células Tgy, O
receptor de IL21, envolvido na diferenciacdo das células B plasmaticas e troca de isotipo
das imunoglobulinas, é descrito como melhor marcador funcional para Ten.® A
identificacdo da secrecdo de IL-21 pelas Tgy sugere que esta citocina seria também
responsavel pela selecdo de células B e hipermutacéo somatica."*® Funcionalmente esta
citocina é secretada em grandes quantidades pelas Tgy, € em nossos resultados
apresentaram alta frequéncia de seu receptor no sangue e menor nas tonsilas. E
interessante notar que existem diferentes padrdes de expressdo entre CXCR5 e IL21R
nas células Tey do sangue e tonsilas palatinas corroborando com nossos resultados™? e
sua principal funcéo é induzir linfécitos B a secretarem imunoglobulinas.

Em paralelo as analises dos linfécitos Tgy foram analisadas as
frequéncias dos marcadores para as subpopulacées das células B do sangue periférico e
nas tonsilas. A estratégia para a separacao das populacdes de interesse, por citometria de
fluxo (descrito em materiais e métodos), utilizou os marcadores para populacbes de
células B, com os marcadores IgD x CD38; para as analises das subpopulacdes de células
B, foram avaliadas as quatro fases relacionadas com suas fases de desenvolvimento:
células B naive, células B de memodria, células B do CG ou CG, e plasmoblastos. Esta
estratégia usada foi descrita por Amodio et al."*" Comecamos as andlises pela frequéncia

da molécula CD19 comparadas no sangue e tonsilas. Este marcador descrito como
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presente apenas em células B imaturas e ausentes no processo de diferenciacdo para
plasmacitos, mostrou—se detectavel em quase noventa por cento em nossas analises de
tonsilas, uma frequéncia quase duas vezes maior que a populacdo sanguinea, o que
justifica as diferencas de comportamentos das populacbes dependendo do local
encontrado. Portanto, a presenca destes marcadores esta ligada aos diversos papéis
desenvolvidos pelas células B."*?

Analisamos o perfil de cada subgrupo (naive, CG, plasmoblastos e
células B de memoria), e todos apresentaram a frequéncia dos marcadores muito
parecidos entre as amostras sangue e tonsilas; embora ndo tenham alcancado o nivel de
significancia estatistico.

A idade dos participantes também pode ser um dado interessante na
mudanca qualitativa e quantitativa especialmente para as células B.®® Entretanto, para
estudar estas supostas alteracdes no fenotipo de superficie sdo necessarios estudos com
maior nUmero de amostras uma vez que para nossa pesquisa encontramos marcadores
com mesmo perfil nas duas amostras de doadores de ambos 0s sexos e pertencentes a
diferentes faixas etarias.

Dados da literatura mostram que células Ty humanas ativadas in vitro
atuam sobre células B naive e de memodria de modo a induzir a producdo de
imunoglobulinas através da presenca de IL-21, IL-10 e ICOS, e foi observado que do
ponto de vista funcional que as células T humanas diferenciadas e ativadas in vitro eram
semelhantes as células Try do CG isoladas das tonsilas."*14°)

Portanto, podemos sugerir que existem flutuacées na frequéncia dos
marcadores para as células Try, 0 que nos leva a confirmacdo da hipotese de perfis
celulares no sangue e tonsilas palatinas com diferentes frequéncias e com perfil parecido,
0 gue pode ser caracterizado em nosso trabalho.

Nosso numero de amostras foi relativamente limitado, uma vez que
obter tonsilas palatinas de doadores foi um desafio ao longo do estudo; com isso algumas
das nossas analises ndo deram resultados significativos, mas € possivel visualizar que o
sangue reflete o que tem no oOrgao linfoide secundario (tonsila palatina). Com estes
resultados podemos iniciar um modelo a partir das estratégias de marcacao das células

Try € B para avaliar alguns tipos de patologias, quando ndo podemos ter 0s Orgaos
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linfoides secundérios. Um exemplo desse tipo de andlise seria avaliar amostras de sangue
de pacientes com ICV, uma vez que a obtencdo de amostras teciduais destes doadores é
bastante desafiadora.

Para ICV, mais especificamente, uma doenca sem causa especifica,
pode existir a possibilidade de que as células Tgy apresentem um fendtipo diferente do
observado nesse estudo, pois podem sofrer modificagdes ao longo do tempo e, por isso,
essas células podem néo ser representadas por uma unica populacdo. Poderia ainda ser
caracterizada por um subgrupo de células que podem sofrer modificacbes na expressao
de moléculas de superficie, assim como, mudancas na secrecao das citocinas capazes de
moldar de forma mais eficiente no auxilio as células B, ou seja, a existéncia de um grupo
heterogéneo da subpopulacdo das células Try, 0 que justificaria o desenvolvimento da
doenca de forma tardia na grande maioria dos casos.

De forma geral, os resultados encontrados nesse estudo mostram um
perfil semelhante, quali e quantitativamente, no sangue e tonsila. Contudo, Schmitt et al.,
descreveram a presenca de subpopulacdes das células Tgy com marcadores para célula
de memodria no sangue, sendo estas células diferentes das células Ty das tonsilas pois a
expressdo de marcadores é diferente.'?")

Assim, ainda fica a pergunta qual a origem das células Tgy circulantes, e
ainda se o desenvolvimento das células circulantes ndo requer o CG? Outra questao
importante a ser avaliada e discutida: a presenca das células Tgy de memdria no sangue
humano poderia ser a mesma célula Tgy circulante?

Diferente das células T helper, as células Try sdo dificeis para serem
geradas in vitro com estimulagdes, é devido possivelmente a dificuldade das interacdes
das células T e B. A diferenciacdo celular Tgy é regulada por multiplos fatores de
transcricdo, receptores, citocinas e até possivelmente por modificacbes no funcionamento
de um gene.

Podemos ainda sugerir que o sequenciamento de mRNA de uma Unica
célula, poderia facilitar estudos para entender a heterogeneidade e a distribuicdo da
subpopulacao de células Tgy nos tecidos e no sangue.

A partir dos dados obtidos nesse estudo, fomos capazes de criar o

modelo atual do perfil das Tgy circulantes e do o6rgao linfoide secundario, assim como,
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comparar os diferentes tipos de marcadores para células B em seus varios estagios de
desenvolvimento nas amostras de sangue e tonsila. Mesmo que a caracterizagcdo da
regulacdo das células Tgy foi limitada, acreditamos que, com desenvolvimento de novas

tecnologias, novas moléculas poderao ser identificadas em um futuro préximo.
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5 CONCLUSOES

1 Os marcadores para células Try dos oOrgaos linfoides secundarios
mostram um perfil muito parecido com o observado no sangue (periferia); entretanto, nota-
se que, comparando os dois compartimentos avaliados, a expressdo de alguns
marcadores como CXCR5 e Bcl-6 esta reduzida no sangue e maior frequéncia na tonsila;

2 Os marcadores para subpopulacdes das células B (naive, memoria,
centro germinativo e plasmoblastos) parecem apresentar perfis muito parecidos, inclusive
em termos de frequéncia nos dois ambientes estudados nas amostras de doadores

saudaveis.
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Abstract

Introduction: Follicular T cells represent a subpopulation of T lymphocytes that have the
function of assisting B cells in the production of high affinity antibodies through somatic
hypermutation and class switching. Follicular T cells found mainly in the germinal centers,
but also described in the blood called a circulating follicular T cells. The role of follicular T
cells in infectious and autoimmune diseases is essential to clarify an effective immune
response. Moreover, considering the recent description that follicular T cells found in the
circulation may reflect the status of the germinal centers. It is possible to consider that the
analysis of this cell population, as well as cell subpopulation in the periphery, allows the
supply of important state data general immunological status in any type of disease in which
biopsy of secondary lymphoid organs is difficult or none. Purposes: We investigated the
profile of follicular T cells present in secondary lymphoid organs from tonsil analyzes, as
well as the presence and quantitative and phenotypic comparison of these populations in
the blood. In parallel, we evaluated B lymphocyte subpopulations, the main cells that
interact with follicular T cells. Methods and Results: The characterization and
quantification of follicular T cell populations in the tonsils as well as the circulating blood
cells of “healthy” donors (without reports of disease during anamnesis) were performed
followed by comparison of these populations in both compartments. The results confirm the
presence of follicular T-cell markers in secondary lymphoid organs, a profile very similar to
that observed in blood (periphery). For B cell subpopulation markers (IgD + CD38 + -
germinal center, IgD-CD38 - memory, IgD-CD38 + -plasmoblasts, IgD + CD38 - naive) also
appear to have very similar profiles in both environments studied in donor samples healthy,
with high frequency for memory and naive cells, and low frequency for germinal center and
plasmoblasts. Conclusions: This work demonstrates that, although in different amounts,
there appear to be the same markers in blood populations and secondary lymphoid organs.
With the advancement of research, we will come to the study model that we can use for

any type of disease where biopsy of secondary lymphoid organs not indicated.

Keywords: Follicular CD4 T cells; Germinal center; B cells; Palatine tonsils



Apéndice

Apéndice 1. Perfil dos doadores das amostras de sangue e tonsila palatinas

Doador IMC Diabetes Apneia Vamgi;s em Medicacdes

1 23 N S S Anti-histaminico

2 20 N S N Corticoide Nasal, anti-hipertensivo, Estatina
3 25 N N N Sem descri¢édo

4 22 N N N Sem descricéo

5 21 N N N Anti-histaminico

6 23 N N S Sem descrigéo

7 24 N N S Anti-histaminico

8 23 N N S Anti-histaminico

9 22 N N S Corticoide Nasal

10 21 N N S Corticoide Nasal

11 19 N N S Corticoide Nasal

12 22 N N S Corticoide Nasal

13 24 N N S Sem descrigdo

14 24 N N S Sem descrigéo

15 25 N S S Corticoide Nasal, anti-hipertensivo, Estatina
16 22 N N N Sem descrigéo

17 19 N N S Sem descricédo

18 24 N N S Sem descrigéo

IMC: indice de massa corporal; N: ndo; S: sim.



