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RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram avaliar a cinética dos linfécitos
CD4"CD45RB"“CTLA-4" ¢ se os mesmos melhoram a sobrevida do aloenxerto de
ilhotas de Langerhans; analisar os efeito da administracdo de um esquema com
multiplas doses de anti-CD45RB na sobrevida do aloenxerto de ilhotas de Langerhans
e analisar o papel do timo e da exposi¢do ao antigeno do doador no mecanismo de a¢@o
de anti-CD45RB. Foram utilizados camundongos machos BALB/c; C57BL/6b; e
DBA/1 com 6-8 semanas de vida. Animais receberam anticorpo monoclonal anti-
CDA45RB via retrorbital na dose de 100ug nos dias —1, 0 e 5 do transplante. Os animais
receberam o enxerto no dia zero. Realizou-se timectomia por suc¢@ao no dia -7.
Exposicdo ao aloantigeno foi realizada no dia zero através da inje¢dao de 50 ilhotas de
Langerhans no receptor. Novas dosagens de anti-CD45RB foram realizadas através da
injecao intraperitoneal de 100ug a cada 15 dias. A cinética da expressao das formas de
CD45RB e CTLA-4 em linfécitos T CD4" foi avaliada por fenotipagem seriada dos
esplendcitos de camundongos, imunofluorescéncia direta e citometria de fluxo até que
se encontrasse o dia do retorno da expressao das formas de CD45RB e CTLA-4 ao
nivel basal. Diabetes quimica foi induzida nos animais através da injecdo de
estreptozotocina. O pancreas dos doadores foi digerido com injecdo de colagenase e as
ilhotas de Langerhans foram purificadas, contadas e transplantadas na loja subcapsular
renal. Glicemia acima de 250 mg/dl foi considerada rejeicdo aguda ao enxerto.
Realizou-se uma comparagdo dois a dois dos grupos de animais submetidos ao
transplante de ilhotas de Langerhans em relacdo a varidvel tempo de sobrevida dos
enxertos, utilizando-se o teste nao-paramétrico log-rank. Os resultados demonstraram
que a alteragdo da expressao das formas de CD45RB e de CTLA-4 persiste por 17
dias. Camundongos que receberam tratamento standard com anti-CD45RB seguido de
dosagem a cada 15 dias apresentaram menor indice de rejeicdo aguda precoce, mas
este novo esquema terapéutico ndao aumentou a sobrevida do aloenxerto de ilhotas de
Langerhans e nao gerou um novo aumento da expressao de CTLA-4. Timectomia
alterou a expressao das formas de CD45RB e de CTLA-4 por um periodo prolongado,
mas nao possibilitou um aumento da sobrevida do aloenxerto de ilhotas de
Langerhans. Houve rejeicao aguda do aloenxerto de ilhotas de Langerhans nos animais
que o receberam no dia 10 apds tratamento standard com anti-CD45RB, o que nao
ocorreu no camundongos que receberam o enxerto no dia 7. Porém, animais que
receberam tratamento standard e aloenxerto de ilhotas de Langerhans no dia 10 e que
foram expostos previamente ao antigeno do doador apresentaram longa sobrevida do
aloenxerto. Concluiu-se que as alteracdes da expressdao das formas de CD45RB e de
CTLA-4 sao limitadas. Mesmo com a utilizacdao de multiplas doses de anti-CD45RB a
sobrevida do aloenxerto de ilhotas de Langerhans nao foi melhorada. CTLA-4 exerce
papel fundamental na sobrevida do aloenxerto mediado por anti-CD45RB. A
exposi¢do ao aloantigeno durante o aumento de CTLA-4 € crucial para a acdo de anti-
CD45RB.

Palavras-chave: Tolerancia imunolégica; anti-CD45RB, CD45RB, CTLA-4;

Transplante de ilhotas de Langerhans
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ABSTRACT

New concepts in the mechanism of action of the monoclonal antibody anti-
CD45RB on islet transplantation in mice

The aims of the present study were to evaluate the kinetics and the role of
CD4"CD45RB"™CTLA-4" cells in the mechanism of action of anti-CD45RB. to
evaluate the effect of booster doses de anti-CD45RB in allograft survival; as well as
the role of the thymus and the exposure to the donor antigen in the mechanism of
action of anti-CD45RB mediated allograft survival. 6-8 weeks-old male BALB/c;
C57BL/6b; e DBA/1 mice were used. Animals received anti-CD45RB on the dose of
100pug on days —1, O and 5 of the transplant. Grafts were implanted on day zero.
Thymectomy was performed by suction on day —7. Exposure to donor antigen was
performed on day zero through an intraperitoneal injection of 50 islets into the
recipient. Re-doses of anti-CD45RB were performed through intraperitoneal injection
every 15 days. The kinetics of CD45RB and CTLA-4 expression were analyzed by
daily direct immunostaining and flow cytometry of mice splenocytes. Chemical
diabetes was induced through streptozocin injection into the recipients. The pancreas
of the donors were digested with the use of collagenase. Islets were injected into the
subcapsular space of the kidney. Glycemia greater than 250 mg/dl was used for the
diagnosis of acute graft rejection. Log-rank test was used to compare graft allograft
survival among different groups. The results showed that there was a shift in CD45RB
expression and the decay of CTLA-4 expression slowly decreased to pre-treatment
levels, persisting for 17 days after treatment. Mice receiving standard treatment
followed by booster doses of anti-CD45RB every 15 days presented a low incidence of
early rejection. However, re-treatment was not able to augment long-term graft
acceptance. After re-dosing, a second shift in CD45RB expression occurs towards the
CD45RB™" population. Animals that received a booster dose and have their
transplanted delayed to day 18 were not able to sustain islet engraftment. CD45RB and

CTLA-4 expression in thymectomized mice did not approach baseline levels on day 17
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after treatment, returning to pre-treatment levels 1-week later. Thymectomized mice
did not present an additional late allograft survival. However, this group showed a
fewer episodes of early rejection. When islet transplantation was delayed to day 10,
mice also rejected their grafts early. If the transplantation was delayed to day 7, mice
did not rejected their grafts. Mice that have their transplanted delayed to day 10, and at
the same time were exposed to donor antigen sustained their grafts for more than 120
days. We concluded that the alterations in CD45RB isoforms and CTLA-4 expression
caused by anti-CD45RB were limited. Even the use of multiple doses was not able to
optimize anti-CD45RB treatment. CTLA-4 plays a key-role in mediating engraftment
through anti-CD45RB. The exposure to the donor antigen during the rising of CTLA-4

is crucial for anti-CD45RB activity.

Key-words: Immunologic tolerance; anti-CD45RB, CD45RB, CTLA-4; Islet
Transplantation
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1 INTRODUCAO

A evolucdo do conhecimento de imunologia bdsica e farmacologia geraram
drogas imunossupressoras potentes que melhoraram substancialmente o controle dos
indices de rejeicao aguda ao enxerto. Desta forma, tornou-se possivel a realiza¢do
crescente de transplante de 6rgaos solidos -

No entanto, existem riscos graves inerentes a terapia imunossupressora, tais
como um aumento no nimero de infec¢des e neoplasias, exacerbag¢do da hipertensao
arterial, distirbios no metabolismo do colesterol, do dcido trico e da glicose ®**7*%¢,

Apesar do uso corrente de drogas imunossupressoras, episodios de rejeicao
aguda ao enxerto ainda ocorrem, contribuindo para piora progressiva da fun¢do dos
6rgdos transplantados a longo e médio prazos '’. Desta forma, torna-se necessério que
se busque alternativas que proporcionem a manuten¢do do funcionamento a longo
prazo ou em definitivo de um aloenxerto sem a presenca, ou com um numero reduzido,
de efeitos colaterais >**%'%.

Diabetes mellitus acomete 6% da populacao mundial, ou cerca de 15 milhdes
de pessoas somente nos Estados Unidos. Esta doenga gera complicacdes vasculares
que a caracterizam como a oitava causa de morte nos Estados Unidos; a maior causa
de insuficiéncia renal cronica e cegueira em adultos; bem como a maior causa de
amputacdes de membros inferiores e impoténcia sexual .

Quase um século apds sua descoberta, terapia com insulina exdgena permite
controle das complicagdes metabdlicas agudas do diabetes mellitus. No entanto,
controle intensivo da glicemia apresenta um baixo indice de adesdo dos pacientes. Ao
mesmo tempo, € responsavel por um grande niumero de episédios, muitas vezes fatais,
de hipoglicemia. Além disso, as complicagOes cronicas da doen¢a ainda ocorrem em
um numero significativo L
Atualmente somente o tratamento cirurgico, através do transplante de

pancreas ou de ilhotas de Langerhans, oferece cura potencial para o diabetes mellitus.

Ao mesmo tempo, possibilita independéncia da insulinoterapia, e melhora a qualidade
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de vida e a sobrevida dos pacientes diabéticos .

O transplante de pancreas estabelece controle total do metabolismo
glicémico. Previne as complicacoes cronicas do diabetes mellitus, como o
espessamento da membrana basal e reducao no espaco mesangial. Evita a recorréncia
da nefropatia diabética em rins previamente transplantados, assim como o avanco das
manifestacdes neuroldgicas e da retinopatia diabética '

No entanto, o transplante de pancreas é um procedimento cirlirgico
complexo, que apresenta significativa morbidade e requer terapia imunossupressora
definitiva *°. Devido a sua alta morbidade, poucos pacientes diabéticos nao-portadores
de nefropatia sao submetidos ao procedimento, restringindo sua indicacdo. Como
conseqiiéncia, o transplante de pancreas é realizado tardiamente na evolugcdao do
diabetes mellitus """

O transplante das ilhotas de Langerhans apresenta a vantagem de ser um
procedimento simples, rapido, de baixa morbi-mortalidade e que, teoricamente, pode
ser realizado na fase inicial da doenca, antes do aparecimento das complicacdes
cronicas. Recentemente, a utilizacao de um novo protocolo com dosagem baixa de
drogas imunossupressoras e auséncia de corticosterdides demonstraram que esta
terapia pode ser utilizada como tratamento para o diabetes mellitus "2 No entanto,
rejeicdo aguda ainda é o maior obstdculo para a utilizagc@o clinica do transplante de
ilhotas de Langerhans.

A inducdo de tolerancia imunoldgica, caracterizada pela auséncia de resposta
imune ao aloenxerto, tem uma potencial capacidade de controlar totalmente a rejeicao
aguda as ilhotas de Langerhans, evitando ao mesmo tempo os potenciais efeitos
colaterais das drogas imunossupressoras ***'%.

Recentemente, multiplas técnicas estdo sendo testadas na tentativa de
inducdo de tolerdncia imunoldgica. Dentre as mesmas, o uso do anticorpo monoclonal
anti-CD45 jd demonstrou ser capaz de aumentar a sobrevida do enxerto e induzir
tolerdncia imunoldgica em modelos experimentais de transplante de ilhotas de

- . 11,19.48,55.9(
Langerhans, coracdo, pele e rins, em roedores e macacos RAASS
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Em estudos de tolerdncia imunoldgica, linfécitos CD4 podem ser divididos
em duas populacdes bem distintas de acordo com as formas de CD45 (fosfatases de
membrana que exercem papel crucial durante a ativacao linfocitdria): a primeira (cerca
de 58%) denominada CD45RBHigh, e a segunda (cerca de 42%) denominada
CD45RB"". Os linfécitos T alteram a expressdo das formas de CD45 de uma maneira
rigidamente regulada durante a selecao timica e durante a exposi¢do a antigenos na
periferia 088 A expressdo das diferentes formas de CD45 ¢ especifica para diferentes
linhagens e estado de ativacao de células hematopoéticas. No entanto linfécitos
individuais expressam simultaneamente mais de uma forma, nos diferentes tipos de
linfécitos, de acordo com suas funcoes distintas e estado de ativagao 12,30,56,82,88,109

Em estudos que utilizaram o  anticorpo  monoclonal  anti-
CD45RB, os animais tratados com o mesmo também apresentam essas duas
populacdes distintas de linfécitos CD4", mas com propor¢do modificada. O tratamento
com anti-CD45RB causa uma mudangca na expressao das formas de CD45RB,
aumentando significativamente a propor¢io de linfécitos CD4'CD45RB™" e
diminuindo a propor¢io de linfécitos CD4'CD45RBMe" 11272,

Ao mesmo tempo, anti-CD45 altera a secrecao de citocinas do enxerto com
uma maior producdo de IL-4 e 10. Gera um ‘“ambiente imune” incapaz de induzir
rejei¢do aguda e, a0 mesmo tempo, gerador de tolerdncia imunoldgica '

Ao aumentar a expressao da molécula inibitéria da resposta chamada CTLA-
4 nos linfocitos T CD4", sem causar um aumento da ativacao celular, anti-CD45RB
demonstra poder atuar gerando anergia ou ativacio apenas pacial dos linfécitos >

Embora se saiba que o uso de anti-CD45 € capaz de regular resposta imune,
novos estudos que fornecam informacgdes a respeito do mecanismo de acao deste
anticorpo monoclonal poderao implicar em beneficio terapéutico ao se utilizar anti-
CD45 como droga imunossopressora ou indutora de tolerincia imunoldgica *”**.
Acredita-se que anti-CD45 apresente mecanismos imunomodulatérios

unicos. No entanto, pouco se sabe a respeito de seus mecanismos de ac@o. Para que

esta nova terapia possa ser utilizada em humanos € necessdrio que se conheg¢a com
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detalhes seus mecanismos de acdo, sua cinética, acdo sobre os linfocitos e sua

. ~ - g : : 12,30.88
interacao com o enxerto, outros 6rgaos e c€lulas do sistema imune :

1.1) OBJETIVOS
O presente estudo visa a elucidar detalhadamente os mecanismos de ac¢do
do anticorpo monoclonal anti-CD45RB. O objetivo central consiste na avaliacao do
papel da subpopulagio linfocitiria T CD4'CD45RB““CTLA-4" na melhora da
sobrevida dos aloenxertos de ilhotas de Langerhans. Foram estabelecidas as seguintes
hipéteses e objetivos para o presente estudo:
A) Terapia “standard” (doses nos dias -1, O e 5 ) com o uso do anticorpo
monoclonal anti-CD45RB induz uma alteracao na populacdo linfocitdria, gerando

células CD4"CD45RB"“CTLA-4". Assim, este estudo tem como o objetivo principal

avaliar se a subpopulacio linfocitdria  que apresenta o fenotipo

CD4"CD45RB™“CTLA-4" é a responsavel pela melhoria da sobrevida do aloenxerto.

B) Nao se sabe por quanto tempo esta alteracao da populac@o linfocitdria

persiste e este estudo tem como um dos seus objetivos estudar a cinética desta

alteracao.

C) Acredita-se que possa haver um incremento no regime de administragao
do anticorpo monoclonal anti-CD45RB. Assim, apés o conhecimento da cinética da
subpopulacdo linfocitaria CD4'CD45RB"““CTLA-4", um novo regime de
administracdo poderd ser proposto caso se verifique que a re-administracao de anti-
CD45RB e capaz de induzir uma nova alteragcdo na populag@o linfocitdria. Desta

forma, este estudo tem como um dos seus objetivos estudar os efeitos da administracao

de multiplas doses de anti-CD45RB, de determinar a necessidade, melhor regime para

sua utilizacao, sua eficacia e possivel beneficio do seu uso.

D) Pode ser postulado que esta mudanca da subpopulacdo linfocitaria possa
ocorrer em um periodo de tempo limitado, € que aconte¢a o ressurgimento de outras

populacoes linfocitdrias que sejam as responsaveis pela mediac@o de rejei¢do aguda ao
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aloenxerto (CD4+CD45RBHighCTLA—4'). Entretanto ndo se conhece a origem destas
novas células, podendo as mesmas apresentar uma mudanca de receptores de
membrana na circulacdo periferica ou serem novas células originarias do timo. Este

estudo tem como objetivo entender o papel do timo na troca das populacoes

linfocitdrias que ocorrem com a administracdo de anti-CD45RB.

E) Acredita-se que a exposicao ao antigeno seja fator fundamental na
induc¢do de tolerdancia imunolégica e de aumento da sobrevida do aloenxerto. Este

estudo tem como objetivo estudar a importédncia e eficdcia da exposicdao ao antigeno do

doador no mecanismo de acdo de anti-CD45RB.




2 REVISAO DA LITERATURA

Diferentes estudos clinicos e modelos experimentais contribuiram para a
evolucdo do tratamento cirurgico do diabetes melittus, do entendimento da resposta
imune ao aloenxerto e ao conseqiiente desenvolvimento de drogas imunossupressoras
e esquemas de inducdo de tolerdncia imunodlogica. Nesta revisdao serdo apresentados
estudos que contribuiram para o conhecimento:

-do tratamento cirigico do diabetes melittus:;

- da resposta imunoldgica ao aloenxerto;

- dos sinais envolvidos na ativagao linfocitdria;

- dos mecanismos de imunossupressao aos orgaos solidos;

- das estratégias envolvidas na inducdo de tolerdancia imunoldgica, e dos

mecanismos de acdo do anticorpo monoclonal anti-CD45RB.

2.1 TRATAMENTO CIRURGICO DO DIABETES MELITTUS

2.1.1 Histdrico: das Ilhotas de Langerhans ao Tratamento da Patologia

Diabetes melittus € conhecida hda mais de 3000 anos. O papiro de Ebers

(1550 a.C.) contém a primeira referéncia historica a doenca, com o relato de uma

crianca com complicacoes agudas do diabetes. Em 1857, apds estudos de Claude

Bernard, surgiu o primeiro indicativo de que diabetes melittus é devida a producao
: : 53
excessiva de glicose .

No entanto, a correlacdo entre pancreas e diabetes melittus ¢ descoberta

relativamente recente na histéria da medicina. O ainda estudante de Medicina,

LANGERHANS descreveu em 1869 a estrutura das ilhotas pancredticas em secgoes de
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tecido pancredtico com o uso de técnicas de transiluminacdo >°. VON MERING &
MINKOWSKI (1890) demonstraram que a remocao cirurgica do pancreas em caes €
seguida de diabetes melittus geralmente fatal. Apds a realizacdo de experimentos que
visavam a testar a sobrevida de cdes a pancreatectomia total, um funciondrio do

laboratério notou que a urina dos cdes pancreatectomizados atraia moscas, gerando a

53

primeira associacao entre diabetes melittus e 0 pancreas

BANTING, BEST, COLLIP, CAMPBELL e FLETCHER (1922) foram os
primeiros a relatar uso de extrato ativo de tecido pancredtico em caes e posteriormente
em pacientes diabéticos. Extrairam “isletina” do péancreas de um cdo que teve seu
ducto pancredtico ligado 10 semanas antes. “Isletina” foi entdo injetada em outro cio,
em coma diabético devido a uma pancreatectomia prévia, o qual em pouco tempo
recuperou-se do diabetes melittus. Este experimento originou posteriormente o
isolamento da insulina °. Na segunda metade do século XX, entenderam-se os tipos e
as complicagOes cronicas da doenca e que a morbi-mortalidade da mesma estava
relacionada ao controle inadequado da glicemia. Ao mesmo tempo, ainda se avangou
no controle glicémico com dieta, insulinoterapia, uso de bombas de infusido constante
de insulina e monitores de glicemia *’.

Em 1993, o Grupo de Controle e Complicacdes do Diabetes examinou os
efeitos do controle intensivo da glicemia, relacionando-o com a severidade e
freqiiéncia das complicacoes do diabetes melittus. Pacientes com diabetes tipo I com
retinopatia severa, moderada e sem retinopatia foram randomizados para receber:

a) terapia intensiva de insulina através da administracdo por bomba externa

de insulina;
b) Trés ou mais injecoes didrias de insulina, guiadas por monitorizacao
glicémica freqiiente ou;

¢) Terapia convencional com uma ou duas doses didrias de insulina.

Os pacientes foram seguidos por uma média de 6,5 anos. O aparecimento ou
progressao de retinopatia e outras complicagdes foram avaliados regularmente e

utilizados como parametro de comparacdo entre os grupos. Os resultados



demonstraram que terapia intensiva com manutencdao de normoglicemia, preveniu o
aparecimento de retinopatia em 76% quando comparado com terapia convencional.
Terapia intensiva com manutenc¢do da normoglicemia, reduziu o desenvolvimento de
retinopatia em 54%, de microalbuminuria em 39%, de albumintria em 54% e de
neuropatia em 60% quando comparados com a utilizacdo de trés ou mais inje¢oes de
insulina. No entanto, terapia intensiva de manutencao da normoglicemia aumentou em
2-3 vezes o numero de episodios severos de hipoglicemia. Os autores concluiram que a
terapia intensiva de manutencao de normoglicemia em pacientes diabéticos do tipo I
retarda o aparecimento e desenvolvimento das complicagdes da doenca. No entanto,
esta terapia € de dificil execugado, resultando em um numero excessivo de episédios de
hipoglicemia severa >’

Desta maneira, novas formas de tratamento do diabetes melittus estao sendo
investigadas com o objetivo de re-estabelecer os niveis fisiolégicos de insulina
endégena, mantendo normoglicemia a longo prazo e evitando as complicagdes
cronicas da doenga, sem gerar episddios de hipoglicemia. Atualmente, a tnica terapia
capaz de preencher todos estes requisitos € a reposicdo do tecido pancredtico

7 b4 @ A 34 2 K} ’
endéerino, através do transplante de pancreas ou de ilhotas de Langerhans **' s

2.1.2 Transplante e Diabetes Melittus

MINKOWSKI (1892) tentou transplantar o pancreas, usando um pediculo
vascular, no tecido subcutaneo da parede abdominal de caes diabéticos. Na andlise de
seus resultados ndo foi observada nenhuma melhora nos niveis glicémicos *°. GAYET
& GUILLAUMIE (1927) realizaram transplante de pancreas em caes submetidos
previamente a uma pancreatectomia total, nos quais os 6rgaos foram anastomosados a
circulagdo cardtida e jugular. Estes foram os primeiros experimentos que resultaram
em diminuicdo significativa da glicemia sangiiinea, porém, apenas durante 6 horas *'.

O primeiro transplante pancredtico foi realizado por KELLY, LILLEHEI,
MERKEL, IDEZUKI e GOETZ (University of Minesotta, 1966), envolvendo uma



jovem diabética que recebeu um segmento pancredtico e um rim de um caddver. A
paciente  tornou-se insulino-independente, mas ambos o0s o6rgdos foram
subseqiientemente removidos devido a rejeicao dos enxertos. A paciente faleceu apds
dois meses da cirurgia *. Estes autores realizaram mais 12 transplantes durante a
década de 60, mas somente um paciente apresentou enxerto funcionante e insulino-
independéncia ap6s um ano da cirurgia o0,

Atualmente, segundo dados do Registro Internacional de Transplante de
Pancreas (Minneapolis, EUA), mais de 15.000 transplantes de péancreas jé foram
realizados no mundo (mais de 1.500/ano entre 1997-2000) ¥ Excelentes resultados
tém sido obtidos em centros de exceléncia, com diminuicdo da mortalidade cirdrgica e
progressiva melhora da sobrevida do enxerto, proporcionando insulino-independéncia
e melhora na qualidade de vida aos pacientes ****''*!'",

Embora o transplante pancredtico ofereca controle do diabete, o transplante
das ilhotas de Langerhans apresenta a vantagem de ser um procedimento simples,
rdpido e de baixa morbi-mortalidade. Pode ser realizado, teoricamente, na fase inicial
da diabetes, antes do aparecimento de complicacdes cronicas podendo gerar cura da

doenca.

2.1.3 Transplante de Ilhotas de Langerhans

BENSLEY (1911) realizou o primeiro isolamento de ilhotas de Langerhans
em porcos-da-guiné com o intuito de estudar sua morfologia ", Sucederam-se décadas
de tentativas frustradas de transplantar um enxerto funcionante, com contribui¢des no
isolamento das ilhotas de Langerhans: HELLERSTROM (1964) introduziu o uso do
microscopio de disseccdo como parte da técnica de isolamento; MOSKALEWSKI
(1965) foi o primeiro a utilizar a enzima colagenase para separar o tecido exocrino
pancredtico; e LACY & KOSTIANOVSKY (1967) introduziram o método de
distensdo do pancreas com solugdo salina balanceada de Hanks através de canulacdo

- 40,54,68
do ducto biliar comum .
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Deve-se a BALLINGER & LACY (1972) o primeiro transplante de ilhotas
de Langerhans com bons resultados a longo prazo, em um estudo realizado em ratos.
Foram eles também os primeiros a utilizar o isolamento das ilhotas do resto do tecido
pancredtico através do método de gradiente de densidade com o uso da solugdo de
Ficoll®. Realizaram isoenxertos e alonxertos em roedores, utilizando ratos Wistar
como doadores e ratos Lewis diabéticos como receptores (neste grupo foi usada
imunossupressao com azatioprina). As ilhotas de Langerhans foram transplantadas na
cavidade peritoneal ou no musculo da coxa dos animais. Ao final de 3 meses, 0s
receptores apresentavam-se normoglicémicos. Os aloenxertos foram avaliados durante
5 semanas e neste periodo 50% dos animais permaneceram normoglicémicos. Os
autores concluiram que foi possivel isolar as ilhotas de Langerhans de ratos e que o
transplante de 400-600 ilhotas de Langerhans foi capaz de reverter a hiperglicemia,
mantendo niveis glicémicos normais por um tempo prolongado *.

A primeira série de transplante de ilhotas de Langerhans em humanos foi
descrita pelo grupo de Minneapolis. NAJARIAN, SUTHERLAND, MATAS,
STEFFES, SIMMONS e GOETZ (1977) realizaram 10 infusdoes de ilhotas de
Langerhans, obtidas de 4 cadaveres, em 7 pacientes que haviam recebidos transplante
renal prévio. Foram utilizadas infusdes na veia porta e intraperitoneais. Na, verdade
insulinoterapia nunca foi descontinuada, peptideo-C nunca detectado e os niveis
glicémicos poés-transplante foram aproximadamente 85% dos obtidos pré-transplante.
No entanto, este estudo demonstrou que o transplante de ilhotas de Langerhans nao
causa peritonite € mantém a pressao portal em niveis normais com preservacdo da
func@o hepdtica e renal. Os autores concluiram que embora a diabetes melittus nao
tenha sido melhorada, o procedimento era seguro e ndo alterava a funcdo do rim
previamente transplantado '

GOTOH, MAKI, KIYOIZUMI, SATOMI e MONACO (1985) descreveram
o método de digestao do tecido pancredtico através da injecdo da solug@o de
colagenase pelo ducto biliar comum para a distensdo do pancreas, o que permitiu o

. . P ¥ 33
1solamento de um maior nimero de ilhotas de Langerhans do doador .
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RICORDI, LACY, FINKE, OLACK e SCHARP (1988) descreveram o
isolamento automatico das ilhotas de Langerhans em humanos, o que possibilitou
menor trauma, melhor digestdo do tecido pancredtico com um maior nimero de ilhotas
puras durante o processo de isolamento w

SCHARP, LACY, SANTIAGO, MCMULLOUGH, WEIDE, BOYLE,
FALQUI, MARCHETTI, RICORDI, GINGERICH, JAFFE, CRYER, HANTY,
ANDERSON e FLY (1991), da Washington University (Saint Louis, MO, EUA)
descreveram a primeira série de pacientes que se tornaram temporariamente insulino-
independentes através do transplante de ilhotas de Langerhans. Realizaram 9 infusoes
consecutivas de ilhotas de Langerhans em 7 pacientes diabéticos. Os primeiros trés
pacientes rejeitaram seus enxertos na segunda semana pos-transplante. Posteriormente
3 pacientes receberam maior nimero de ilhotas de Langerhans (13,916+556/kg) e um
deles obteve independéncia da insulina dos dias 10-25 pds-transplante, quando
apresentou um episédio de rejei¢@ao aguda. Finalmente, o ultimo paciente da série
continuou insulino-independente por 154 dias pds-transplante. Todos os pacientes que
tiveram enxerto funcionante perderam-no devido a episddios de rejeicdo aguda. Os
autores concluiram que transplante de ilhotas de Langerhans era capaz de permitir
independéncia de insulina em pacientes diabéticos do tipo I o7,

SCHARP, MARCHETTI, SWANSON, NEWTON, MCMULLOUGH e
OLLACK (1992) estudaram a importancia da massa de ilhotas de Langerhans
transplantadas em cdes. Verificaram que a sobrevivéncia do enxerto  estava
relacionada com o nimero de ilhotas de Langerhans transplantadas e introduziram o
conceito do numero de ilhotas-equivalentes (IE), sendo que 1IE = uma ilhota de
Langerhans de 150pum de didmetro re

LINETSKY, BOTTINO, LEHMANN, ALEJANDRO, INVERARDI e
RICORDI (1997) foram os primeiros a relatar a digestdao de pancreas humanos com
um subtipo de colagenase altamente purificada (Liberase®). Esta possibilita um maior
nimero e tamanho de ilhotas de Langerhans recuperadas por doador. Ao mesmo

tempo, conseguiu-se maior eficdcia e reprodutibilidade no isolamento de ilhotas de



Langerhans =

SHAPIRO, LAKEY, RYAN, KORBUTT, TOTH, WARNOCK,
KNETEMAN e RAJOTTE (2000), da Universidade de Edmonton no Canada, foram
os primeiros a descrever resultados satisfatorios de transplantes de ilhotas de
Langerhans em humanos. Utilizaram para isso uma maior massa de ilhotas de
Langerhans transplantadas (maior que 10.000 IE/kg), em 2-4 infusdes na veia porta,
utilizando radioscopia e acesso percutaneo. Adicionalmente modificaram o esquema
de drogas imunossupressoras, evitando o uso de corticéides e utilizando baixas doses
de Rapamicina e Tacrolimus. Apds um ano de seguimento os 7 pacientes do estudo
(100%) apresentavam-se normoglicémicos, sem episddios de rejeicdo, com enxertos
funcionantes e independentes de insulina '**. Apés publicacdo dos resultados do grupo
de Edmonton, um estudo multicéntrico com centros de estudo em Edmonton (Canadd);
Minneapolis, Miami, Seattle, St. Louis, e Boston (EUA); Giessen (Alemanha), Milao
(Itdlia), Geneva (Suica) estao investigando os resultados deste novo protocolo em um
nimero maior de pacientes, com acompanhamento a longo prazo.

Os principais obstaculos que ainda devem ser vencidos para que o
transplante de ilhotas de Langerhans se torne uma rotina clinica e possa curar o diabete
melitus sao: melhoria das técnicas de isolamento e purificacdo; aquisi¢ao de técnicas
de monitorizacao do enxerto; controle da resposta ao aloenxerto com uso minimo de
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drogas imunossupressoras e se possivel com a indugdo de tolerancia imunoldgica .

2.2 RESPOSTA IMUNE AO ALOENXERTO

2.2.1 Ativagdo Linfocitdria

Quando o receptor dos linfécitos T (TCR) reconhece um MHC “invasor”,
aquele sofre uma modificacdo estrutural, resultando na modifica¢do das moléculas de

superficie linfocitdria. Este evento desencadeia a iniciagdo de uma cascata de sinais
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intracelulares dependentes de um complexo, conhecido como CD3. Este complexo
transferird o reconhecimento de MHC “intruso” da superficie linfocitdria para o
citoplasma das mesmas e, posteriormente, para o nucleo celular. Gerou-se desta forma
como produto final a liberacdo de citocinas, o que culminou com a divisao celular e
Ao conjunto de sinais gerados pelo reconhecimento de um MHC de antigeno
"intruso”, reconhecido pelo TCR denomina-se sinal 1 da ativagdo linfocitdria e a
cascata de sinais intracelulares, sinal de transducao %2, Para que ocorra a proliferacao
de um clone de linfécitos T especificos a um determinado antigeno, as células
apresentadoras do antigeno (APCs) devem estimular os linfocitos T através de
moléculas co-estimuladoras presentes nas membranas celulares das APCs, que se
ligam a outros receptores dos linfécitos T. A interacdo entre estas moléculas nas APCs
e seus respectivos locais de ligacao nos linfécitos T geram um sinal co-estimulatorio
(sinal 2). Estas moléculas estabilizam a interacdo entre APCs, linfécitos T e células
“invasoras”, aumentam a afinidade entre TCR e antigeno, e geram também sinal
intracelular (transdu¢do) independente para ativacgao e proliferacdo linfocitaria HE
Apbés o reconhecimento do antigeno e desencadeamento dos sinais
intracelulares (sinais 1 e 2), os linfécitos T CD4 produzem Interleucina (IL)-2 e outras
citocinas. Estas citocinas encaixam-se nos seus respectivos receptores e locais de
ligac@o na membrana celular de diferentes células do sistema imune. Entdo é gerado
um terceiro sinal (sinal 3) que permite que as mesmas c€lulas do sistema imune

e ; : g 39
entrem no processo de divisao celular e sejam capazes de destruir o aloantigeno ™.

2.2.1.1 Sinal 1 e a molécula CD45

A fosforilacdo da tirosina € o evento intracelular mais precoce apds o
estimulo do TCR (sinal 1) *. A transducdo de alguns sinais através da membrana
celular é mediada pela fosforilacao da tirosina e depende do balan¢o enzimatico entre
as proteinotirosinoquinases (PTKs) e proteinotirosinofosfatases (PTPs) . Nos

linfécitos, a transduc@o de sinais e a resposta bioldgica mediada por receptores de
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superficie antigeno-especificos necessitam da expressao de PTPs transmembranosas.
CD45 € uma familia de PTPs contidos nos leucdcitos, que exercem uma funcao critica
na regulacio da ativacio dos linfécitos T através do TCR, modulando o sinal 1'"°.

A expressdao de CD45 € necessaria para o aumento da fosforilagdo da tirosina
intracelular. Isto ocorre apés a ativacao do linfocito T CD4 através da interagdo do
antigeno ligado ao MHC das APCs e do TCR e que depende das PTKs p59fyn e
pS6lck e da concentracdo intracelular de calcio ™', As PTKs p59fyn e p56lck
normalmente se encontram fosforiladas no linfécito T em repouso. Logo, apds a
ativacao do linfécito T, CD45 defosforila as PTKs, tornando-as ativas e iniciando uma
cascata de reagoes. Estas produzirdao como eventos finais DAG (diacilglicerolquinase),
IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato), e as enzimas Vav e Shc, que irdo ativar trés diferentes
vias dos fatores de transcricao: a) proteinoquinase C que ird ativar mensageiros
secunddrios como fatores de transcricdo intranucleares; b) calcio, ativando
calciocalmodulina, sensivel a calcineurina, que por sua vez ativa o fator de transcri¢ao
NFAT (fator nuclear de células T ativadas); ¢) uma cascata enzimadtica, que por fim
ativa fatores de transcricao. Essa cadeia de reagdes € suscetivel a modificacdes na
expressao de CD45 e de outras proteinas na membrana celular componentes do TCR

(sinal 1) e

2.2.1.2 Sinal 1 e expressdao de multiplas formas de CD45

O gene responsavel pela transcricdo da proteina CD45 esta mapeado no
cromossomo | e € composto por 34 segmentos. Diferentes formas de CD45 podem ser
geradas através da transcricdo dos exons 4, 5 e 6 (inicialmente conhecidos por
segmentos A, B e (), dando origem a diferentes seqiiéncias de aminodcidos

29.89,115

localizadas na extremidade distal do segmento extracelular . As formas mais

comuns de CD45 encontradas em humanos e roedores estao apresentadas na Tabela

120.38.85.89
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TABELA 1 - FORMAS DE CD45 EXPRESSAS EM LINFOCITOS T DE HUMANOS E

ROEDORES
Exon Peso Molecular (Kd) Roedores Humanos
() 180 - -
B 190 ++ ++
BC 205 + ++
AB 205 +/- ++
ABC 220 +/- ++

( ) — nenhum exon expresso; Kd - Kilodaltons,+: positivo,-: negativo

A porcao extracelular da estrutura da proteina CD45 pode ser reconhecida
por anticorpos especificos, sendo utilizado assim como marcador de superficie da
membrana linfocitdria. Enquanto alguns anticorpos existentes contra CD45
reconhecem epitopes comuns a todas as possiveis formas expressas, outros
reconhecem epitopes restritos a um exon especifico (Tabela 2). Desta maneira, o
anticorpo denominado pan-anti-CD45 € capaz de reconhecer um segmento da
proteina CD45 comum a todas as possiveis combinacdes dos exons 4, 5 e 6;
enquanto anticorpo monoclonal anti-CD45RB, reconhece uma porg¢ao restrita (R) da
proteina formada por aminodcidos transcritos a partir do exon cromossdmico 5 (B) —

Tabela 2 '1°,

TABELA 2 - RECONHECIMENTO DAS FORMAS DE CD45 A DIFERENTES ANTICORPOS
MONOCLONAIS EM LINFOCITOS T DE HUMANOS E ROEDORES

Exon Anti-CD45 Anti-CD45RO Anti-CD45RB Anti-CD45RA
0 + + - -
B + - + -
BC - - + -
AB + - + +
ABC + - - +

() — nenhum exon expresso, +: positivo, -: negativo
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Com o uso do anticorpo monoclonal anti-CD45RB, as formas de CD45RB
podem ser utilizadas como um marcador de membrana para dividir os linfécitos T
CD4 em duas subpopulagdes: linfocitos T CD4 que expressam CD45RB de alto peso
molecular (CD45RB™") ¢ linfécitos T CD4 que expressam CD45RB de baixo peso
molecular (CD45RB""). A subpopulacio CD45RB'™" expressa em sua membrana
uma grande quantidade de moléculas de CD45 formadas por aminodcidos transcritos a
partir dos segmentos A+B, B+C ou B isoladamente. A subpopulacio CD45RB""
expressa em sua membrana pouca quantidade de moléculas de CD45 formadas por
aminodcidos transcritos a partir do segmento B isoladamente. Esta ultima também
expressa grande quantidade de moléculas formadas por aminodcidos transcritos a
partir dos segmentos cromossOmicos que nao os varidveis, nao-reconhecidas pelo
anticorpo monoclonal anti-CD45RB '"'°.

BOTTOMLY, LUQMAN, GREENBAUM, CARDING, WEST,
PASQUALINI e MURPHY (1989) demonstraram que a divisdo dos linfécitos T CD4
de acordo com expressao das diferentes formas de CD45 é acompanhada de uma
heterogeneidade funcional, podendo significar que estas subpopulacdes linfocitdrias
possuem estagios diferentes de diferenciac@o ou especializacdo dos linfécitos T CD4.
Quando submetidos a uma variedade de estimulos mitogénicos in vitro, os linfocitos
CD45RB™®" produziram altas quantidades de IL-2 e IFN-y e baixas quantidades de IL-
4 e 10. Ao contrério, os linfécitos CD45RB™" produziram IL- 4 e 10 e pouca
quantidade de IL-2 e IFN-y. Os autores concluiram que em camundongos as
subpopulagdes de linfocitos T CD4 com expressao de CD45RB de alto e de baixo peso
molecular equivalem, na realidade, a duas subpopulag¢des distintas de linfocitos CD4
no aspecto funcional '°.

Estas diferentes subpopulacdes linfocitarias também jd demonstraram
diferentes atividades imunoregulatdrias in vivo em modelos experimentais de doengas
auto-imunes, transplantes e de estudo de memdria imunolégica. POWRIE, LEACH,

MAUZE, CADDLE e COFFMAN (1993) estudaram se os linfécitos T CD4 de

camundongos poderiam ser funcionalmente subdivididos em duas fracdes baseadas na
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expressdo da forma de CD45RB prevalente na superficie celular. Estas duas
subpopulacdes linfocitdrias foram injetadas em camundongos imunodeficientes. Os
animais que tiveram seu sistema imune restaurado com linfécitos CD45RBM"
desenvolveram uma doeng¢a imunoproliferativa letal com infiltrados severos de células
mononucleares no célon e niveis elevados de IFN-y. Em contraste, camundongos que

Low

tiveram seu sistema imune restaurado com linfécitos CD45RB™ ou populacdo
completa de linfécitos T CD4 ndo desenvolveram doenga imunoproliferativa ou colite.
O achado mais importante foi que a co-transferéncia da populacdo de linfocitos
CD45RB™" junto com a populacio CD45RB™®" preveniu o desenvolvimento de
doen¢a imunoproliferativa e colite. Os autores concluiram que existe uma funcao
distinta destas duas populacdes linfocitdrias e que mecanismos regulatorios
importantes ocorrem entre linfécitos T CD4"CD45RB™" ¢ CD45RB™" *. Outros
modelos de doencgas auto-imunes também confirmaram uma funcdo distinta das
subpopulacdes de linfécitos T CD4* CD45SRB™" e CD45RB™" 7.

HARA, KINGSLEY, NIIMI, READ, TURVEY, BUSHELL, MORRIS,
POWRIE, e KOOD (2001) estudaram qual destas duas subpopulagdes linfocitérias era
capaz de mediar rejeicdo aguda em um modelo murino de transplante de pele.
Restauraram o sistema imune de camundongos imunodeficientes, que receberam um
transplante de pele, com uma destas duas subpopulacdbes e observaram o

High

funcionamento do enxerto. Animais que receberam linfocitos CD45RB " rejeitaram o

Low

enxerto. Em contraste, camundongos que receberam linfocitos T CD4"CD45RB

nao apresentaram rejei¢cao aguda. Quando esta mesma populagdo foi transferida junto

High

com a populacdo que gerou rejeicao (CD45RB ), os animais ndo demonstraram

Low

sinais de rejei¢do. Sugeriu-se que a subpopulacdo de células CD45RB™" regulou a

acdo das células CD45RB"®" indutoras de rejeicdo aguda. A andlise dos mecanismos
de imunorregulacio gerada pela subpopula¢io de linfécitos T CD4"CD45RB“™"
demonstrou que a mesma € antigeno especifica e pode ser inibida por anticorpos que

bloqueiam a funcdo da IL-10. As células CD45RB™" também ndo apresentaram

proliferacdo in vitro e capacidade imunorregulatoria sobre a proliferacdo de linfécitos
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T CD4'CD45RB™®"  Os autores concluiram que hd uma capacidade de

Low

imunorregulagdo especifica da populagdo de linfécitos T CD4"CD45RB™" que se faz

responsavel pela ndao responsividade ao antigeno, bloqueio da rejeicio aguda e
manutencao da tolerdncia aos aloantigenos do doador =

A distingdo funcional das subpopulagdes linfocitdrias que expressam
diferentes formas de CD45RB gerou ainda a idéia que as mesmas corresponderiam a
linfocitos “‘virgens” (ndo expostos a nenhum antigeno), provenientes do timo
(CD45RB"") ¢ de memdéria (CD45RB"Y). Hoje, sabe-se que a expressdo das diversas
formas de CD45 em linfocitos T CD4 € dinamica e controlada. Linfécitos T alteram a
expressao da forma de CD45 de uma maneira altamente regulada durante a selecdo
timica e durante a exposicio a antigenos na periferia . Estudos mais recentes,
demonstraram que a expressao das formas de CD45 pode ser alterada e revertida em
diferentes periodos. Ao contririo do que se presumia inicialmente, linfécitos de

High 12,56,111 )
& . Sabe-se também

memoria também podem expressar o fendtipo CD45RB
que a expressdao das diversas formas de CD45 em linfécitos T CD4 € especifica para
diferentes linhagens e estado de ativacao das células hematopoéticas. No entanto,
populagdes linfocitdrias e expressam e em diferentes porcentagens mais de uma forma,
de acordo com funcdes distintas e estado de ativagdo .

Assim, embora ndo se conhe¢a a exata funcdo de cada subpopulagdo de

linfécitos, sabe-se que a subpopulacao CD45RB""

secreta mais IL-2 e IFN-y.
Também tem sido mais associada com doencas auto-imunes e, em modelos
experimentais de transplante, com rejeicao aguda ao aloenxerto. A subpopulacao de
linfécitos T CD4"CD45RB™" tem sido associada com meméria imunoldgica,
prevencao de doencas auto-imunes, secre¢ao de IL-4 e 10, supressdo e regulacdo do

sistema imune, prevengdo e/ou reversao de rejeicdo aguda ao aloenxerto e inducdo de

tolerancia imunolégica em modelos experimentais de transplante.



2.2.1.3 Sinal 2 e a molécula CTLA-4

A estimulagdo do TCR per si € insuficiente para induzir ativacdo e
proliferacdo celular. A presenca isolada do sinal 1 induz a célula a um estado de
anergia ou apoptose, nao se verificando in vitro e in vivo a expansao clonal linfocitdria
especifica ao antigeno 57.98.99,100,103,121

Para isto, um grande nuimero de moléculas agem simultaneamente na
estimulagdo do TCR e proliferacdo linfocitaria. Estas moléculas compdem um grupo
de glicoproteinas de membrana dos linfocitos T e com seus respectivos ligantes nas
APCs. Ao contato entre linfécito T, antigeno e APC através do TCR e destas
diferentes moléculas dd-se o nome de “sinapse imunolégica™ **.

O resultado desta interagdo gera um sinal co-estimulatdrio (sinal 2) para a
ativagao e proliferacdo linfocitdria e resposta ao aloantigeno. Destacam-se as
moléculas CD28, CTLA-4 (nos linfocitos T CD4) e seus ligantes B7-1, B7-2 (nas
APCs), CD40 (nas APCs) e seu ligante CD40L (nos linfécitos T CD4). Mais
recentemente novas moléculas integrantes do sinal 2 foram descobertas. Assim,
intensa investigacdo vem sendo realizada para que se descubra o papel das mesmas:
moléculas de adesao; ICOS; PD-1, e seus respectivos ligantes na resposta imune ao
aloenxerto, bem como o potencial terapéutico das mesmas na inducao de tolerdncia
imunolégica e,

Atualmente, a via CTLA-4-B7 € foco de intenso estudo em diversos modelos
experimentais de transplante ?. Sabe-se que a molécula CTLA-4 exerce potente sinal
negativo para o sistema imunoldgico e que compete com CD28 pelos mesmos ligantes
(as moléculas B7-1 e B7-2). Desta forma foi produzida a molécula CTLA-4-1g, pela
fusdo de CTLA-4 murino com uma cadeia pesada Fc, o que lhe confere a propriedade
de ligar-se com as moléculas B7-1 e B7-2 na superficie das APCs, competindo com

CD28 pelo receptor B7 e bloqueando o sinal co-estimulatério’ .

Importante
informacao foi ainda acrescentada a funcdo da molécula CTLA-4 apés a observagdo de

que camundongos com a auséncia do gene que codificaria esta proteina desenvolveram
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rapidamente doenca imunoproliferativa de rdpido desenvolvimento e letalidade,
demonstrando que CTLA-4 funciona realmente como “freio” da resposta imune "'
Também se sabe que a ativacao linfocitdria aumenta a expressao da molécula CTLA-4
nos linfécitos T. Esta molécula parece ser a responsdvel pelo controle inibitério da
expansao da resposta imune ao aloantigeno %1 Anticorpos anti-CTLA-4 bloqueiam in
vivo esta via co-estimulatéria e aumentam a resposta ao aloantigeno gerando rejei¢ado
aguda ao enxerto, exacerbando doenca auto-imune e impedindo a obtencdo de
tolerancia imunologica.

METZ, FARBER, TAYLOR ¢ BOTTOMLY (1998) determinaram o papel

Low

das moléculas co-estimulatorias (sinal 2) na ativacao de linfocitos CD45RB ™. Para
isto investigaram a fun¢do da via CD28-CTLA-4 na resposta imune. Os resultados
demonstraram que a proliferacao dos linfécitos T CD4 de memoria € dependente do
sinal co-estimulatério e que a subpopulagio linfocitaria CD45RB™", ao contririo de
linfécitos CD45RB™", expressa CTLA-4. Também foi demonstrado que a

Low

subpopulacao de linfécitos CD45RB ™ recicla a molécula de CTLA-4 constantemente

entre o citoplasma e a superficie celular. Soube-se entao que o bloqueio da via CTLA-

High

4-B7 nao altera a proliferacdo da subpopulacdo de linfécitos CD45RB™*", mas faz

Low

com que a subpopulacdo de linfocitos CD45RB™ prolifere, o que nao ocorre em
condicdes basais. Desta maneira, os autores concluiram que a molécula CTLA-4, além
de ser uma grande reguladora inibitéria da resposta imune, € também a responsdvel
pela manutencdo da nao responsividade da subpopulagdao dos linfécitos CD45RB™ .
Ja que esta populagdo apresenta uma maior expressao desta molécula e pode ser assim
considerada linfécitos T CD4” CD45RB™™" CTLA-4" /.

READ, MALSTROM e POWRIE (2000) estudaram o fenétipo das células
que controlam doencas auto-imunes do intestino em um modelo experimental de colite
auto-imune. Os resultados revelaram que a fun¢@o imunosupressiva destas células €
dependente da sinalizacao negativa via molécula CTLA-4 e de secrecdo da citocina

TGEF-B. O estudo do fendétipo das células que regulam a doenga auto-imune intestinal

demonstrou que os linfocitos T CD4 expressam CTLA-4. Os autores concluiram que a
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identificacdo desta via como regulatoria e supressiva pode facilitar a caracterizacdo
destas células como alvos de futuras estratégias terapéuticas *.

SALOMON, LENSCHOW, RHEE, ASHOURIAN, SINGH, SHARPE e
BLUESTONE (2000) realizaram estudo experimental para verificar o efeito da
auséncia do sinal co-estimulatério mediado por CD28 e CTLA-4 em um modelo
experimental de diabetes auto-imune em camundongos (camundongos NOD). Os
resultados demonstraram que a transferéncia da subpopulacao de células regulatorias
CTLA-4" evitava o desenvolvimento da diabetes mellitus. Os autores concluiram que
CTLA-4 ¢ essencial para o desenvolvimento e homeostasia das células regulatdrias
que controlam o desenvolvimento da diabetes mellitus auto-imune .

Desta forma, CTLA-4 € considerado como sinal co-estimulatério negativo ou
contra-regulador da resposta imune, sendo também fundamental para a
imunomodulacdo e inducao de tolerdncia imunologica. Infelizmente, a inexisténcia de
um agonista soluvel para a molécula CTLA-4 tem frustrado a tentativas de utilizar esta
via como inibitéria da resposta imune sist€émica. Novas estratégias que gerem um
aumento da inibicdo imune através do aumento de CTLA-4 poderdo tornar-se
importantes componentes de protocolos de imunossupressao e de indugdo de tolerancia

; (. 64,6678
imunologica .

2.3 TOLERANCIA IMUNOLOGICA

2.3.1 Indugao de Tolerancia ao Enxerto

Tolerancia imunolégica pode ser definida de duas maneiras complementares:
clinicamente (ou funcionalmente) como a sobrevivéncia de tecido alogeneico em
recipientes normais na auséncia de wuso de drogas imunossupressoras e;
imunologicamente como a auséncia de resposta imune a antigeno especificos (contidos

. . P .86,
no enxerto), com presenca de resposta imune preservada a demais antigenos ***'"".
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Virias estratégias ja foram utilizadas para a inducd@o de tolerancia
imunoldgica. Dentre elas destacam-se: a reducdo da antigenicidade do enxerto; uso de
locais imunologicamente privilegiados do organismo; alteracdo da diferenciacdo de
subpopulacdes linfocitdrias no timo ou na circulacdo periférica. Tolerdncia
imunoldgica pode ser induzida através de diferentes mecanismos: anergia
(refratividade a ativacdao linfocitdria); delecdo (destruicio de subpopulagoes
linfocitdrias que geram rejei¢do); ignorancia (inducdo de subpopulacao linfocitaria que
ndo reaja contra o enxerto); quimerismo (criacao de populac@o linfocitaria mista do
doador e receptor, gerando auséncia de resposta imune); desvio imune (desvio da
resposta imune na dire¢ao de determinada populacdo celular) e; imunorregulacao
(subpopulacao linfocitdria que pode regular ou suprimir outras subpopulacdes,
modulando a resposta imune). Estes mecanismos ndo sao unicos ou mutuamente
exclusivos e, de fato, multiplos mecanismos de acao podem ocorrer e contribuir para a
inducio de tolerancia imunoldgica ao aloenxerto em um determinado protocolo **°.

As alternativas mais promissoras para inducao de tolerancia imunolégica sao
estratégias que induzam um estado de anergia, imunossupressio ou ignorancia
especifica aos antigenos do doador, presentes em um determinado enxerto. Desta
forma, a resposta imune seria normal contra qualquer outro antigeno presente no
organismo do receptor do transplante, havendo apenas auséncia de uma resposta
imunoldgica ao aloenxerto, com preservacdo da atividade do sistema imune contra
outros antigenos. Embora de dificil obtencdo em primatas e humanos, diversos
protocolos ja foram capazes de induzir tolerdncia imunoldgica ao aloenxerto em
modelos experimentais que utilizaram roedores.

Os artigos sumarizados abaixo representam diferentes estratégias para a
inducao de tolerdncia imunolégica em roedores, através da modulacdo do sistema
imunolégico (imunomodulacdo) pelo uso de anticorpos monoclonais e proteinas

especificas que alteram diferentes fases da ativagado linfocitdria.
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2.3.2 Imunomodula¢do do Sinal Co-Estimulatoério

TRAN, NICKERSON, RESTIFO, IVIS-WOODWARD, PATEL, ALLEN,
STROM e O'CONNELL (1997) testaram o uso de CTLA-4-Ig como indutora de
tolerancia imunoldgica em um modelo experimental de transplante de ilhotas de
Langerhans. Camundongos BALB/c foram usados como doadores e camundongos
B6AF1 diabéticos receberam os enxertos abaixo da cdpsula renal. CTLA-4-Ig foi
administrado aos animais via intraperitoneal (100 pg) em dias alternados, durante
14 dias (grupo 1), ou em dose unica de 500 pg no 2° dia pés-transplante (grupo 2). No
grupo 1 mais de 90% dos animais permaneceram normoglicémicos durante mais de
100 dias apo6s o transplante, ocorrendo o mesmo no grupo 2. Apds 100 dias os animais
foram submetidos a nefrectomia, resultando em hiperglicemia. As ilhotas de
camundongos BALB/c ou de uma terceira linhagem foram entdo transplantadas
novamente no rim remanescente. Os animais do grupo 1 aceitaram o enxerto, mas 0s
do grupo 2 desenvolveram rejei¢do. Submetidos ainda a enxerto de pele proveniente
de camundongos BALB/c, os camundongos do grupo 2 tiveram sobrevida do enxerto
mais longa (38 dias) do que o grupo controle composto por camundongos B6AF1 sem
tratamento (13 dias). Os autores concluiram que a administrag¢ao sistémica de CTLA-
4-Ig gera tolerancia imunoldgica neste modelo experimental de transplante de ilhotas
de Langerhans ''*.

WOODWARD, BAYER, CHAVIN, BLUE e BALIGA (1998) testaram se o
bloqueio do sinal co-estimulatério da via CD28-B7 era capaz de prolongar a vida
média do enxerto em um modelo de transplante cardiaco em camundongos. Utilizaram
coragdes de camundongos C57BL/6J como aloenxertos a serem implantados em
camundongos CBA/J e bloqueio do sinal co-estimulatério através do uso de anticorpos
monoclonais a B7-1 e B7-2 (anti-CD80 e anti-CD86 respectivamente), administrado
via endovenosa no dia do transplante e em diversas doses em dias subseqiientes. A
utilizacdo individual de ambos os anticorpos, anti-CD80 (29,8+1,5 dias) e anti-CD86

(média de 31 dias) aumentou a sobrevida do enxerto em relacdo aos animais que nao
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receberam tratamento (média de 11 dias). Quando ambos os anticorpos foram
utilizados no dia do transplante e em trés dias apés a cirurgia, a sobrevida do
aloenxerto foi prolongada para mais de 80 dias. Esta combinacdo também foi capaz de
suprimir proliferacao linfocitdria ao aloantigeno in vitro e a produ¢ao de RNA para as
IL-4, 10, 12, e 15 no enxerto. Os autores concluiram que anti-CD80 e/ou anti-CD86
sdo potentes imunomoduladores da respsota immune ao aloenxerto. Terapia
combinada de bloqueio aos ligantes de B7 apresenta capacidade de bloquear a resposta
immune ao aloenxerto, prolongando a vida média do aloenxerto e suprimindo a
proliferacao linfocitéria =

TARUMI, MURAKAMI, YAGIHASHI, NAKAGAWA, HIRATA e UEDE
(1999) testaram o uso de CTLA-4-Ig como indutor da ndo reatividade celular in vitro
e in vivo em um modelo de transplante de intestino em ratos. Como doadores foram
usados ratos Brown-Norway e como receptores ratos Lewis. Os receptores foram
tratados com injecao de CTLA4-Ig ou de Imunoglobulina IgG (controles) por 7 dias.
Animais tratados com CTLA4-Ig apresentaram aumento da sobrevida do enxerto,
enquanto que, os animais do grupo controle morreram 16 dias apos o transplante. Para
testar se houve o estabelecimento de um estado de tolerdncia imunoldgica nos animais
que apresentaram aumento da sobrevida do enxerto, um segundo transplante foi
realizado, utilizando intestinos de ratos Brown-Norway ou ACI. Foi demonstrado que
intestinos de ratos Brown-Norway ndo foram rejeitados, enquanto que ratos ACI foram
rejeitados em 10 dias. A concentracdo sérica de IL-2 encontrava-se reduzida a metade
em ratos tratados com CTLA4-Ig em relacdo ao grupo controle. Os autores
concluiram que CTLA-4-Ig induz tolerancia imunoldgica em ratos submetidos a
transplante de intestino ==l

DENGLER, SZABO, SIDO, NOTTMEYER, ZIMMERMAN, VAHL,
HUNIG e MEUER (1999) estudaram se o bloqueio seletivo da via CD28-B7 era capaz
de induzir tolerancia imunolégica em um modelo de transplante cardiaco em ratos.
Utilizaram o anticorpo monoclonal anti-CD28 em um modelo de transplante cardiaco

que utilizou ratos DA como doadores e Lewis como receptores. Animais que
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receberam tratamento apresentaram um aumento da sobrevida do enxerto em relacdo a
animais ndo tratados. Dose-dependéncia também foi observada, ja que, melhores
resultados foram adquiridos com maior nimero de doses (8 doses) apresentando
resultado mais satisfatério. Com a modulaciao do receptor CD28 ndo houve deplecao
linfocitdria, mas ocorreu uma hiporesponsividade in vitro. Os autores concluiram que
o bloqueio seletivo de CD28, permitindo que apenas a inibi¢ao via CTLA-4 atue como
sinal co-estimulatorio, ndo apresenta aplicagdo clinica .

OZKAYNAK, GAO, SHEMMERI, WANG, GUTIERREZ-RAMOS,
AMARAL, QIN, ROTTMAN, COYLE e HANCOCK (2001) estudaram o papel da
molécula co-estimulatéria ICOS na supressao da ativacao linfocitdria e liberacdo de
citocinas em um modelo murino de transplante cardiaco. Os resultados demonstraram
que bloqueio da via ICOS-ICOSL através do uso de anticorpo monoclonal anti-ICOS
evita a rejeicao aguda e aumenta a sobrevida do aloenxerto. O uso de anti-ICOS e a
analise de citocinas em camundongos que nao apresentavam gene para a producao de
ICOS foram associados com supressao da resposta imune ao aloenxerto medidas
através da expressao de citocinas e ativacao linfocitdria. A combinag¢do anti-ICOS com
ciclosporina gerou funcionamento permante dos enxertos. O bloqueio de ICOS-ICOSL
foi também responsavel pela auséncia de alteragdes histolégicas. O estimulo da via co-
estimulatéria ICOS-ICOSL demonstrou ser fundamental para o desenvolvimento de
rejeicao cronica apos o bloqueio das via CD40-CD40L com anti-CD40L. Os autores
concluiram que esta via exerce papel fundamental na resposta imune aguda e cronica
ao aloenxerto e que apresenta potencial para ser explorada com objetivos terapéuticos,
principalmente na associacdo com ciclosporina '°.

SHIRAISHI, YASUNAMI, TAKEHARA, UEDE, KAWAHARA e
SHIRASUKA (2002) realizaram estudo com o intuito de verificar se administragdo de
CTLA4-Ig aumentaria a sobrevida de roedores submetidos a transplante de pulmao.
Ratos Brown-Norway foram utilizados como doadores e ACI como receptores. CTLA-
4-1Ig foi administrada em dose unica um dia apds a realizac@o dos transplantes. Os

resultados demonstraram que animais tratados com CTLA-4-Ig, mesmo quando
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utilizada em baixas doses aumentou a sobrevida do aloenxerto (média maior que 90
dias) em relac@o a animais nao tratados (média de 7 dias). Metade dos animais que
tiveram sobrevida do enxerto maior que 90 dias receberam um transplante de pele de
doadores da mesma espécie que o prévio transplante de pulmdao e demonstraram
auséncia de rejeicao aguda. Os autores concluiram que CTLA-4-Ig pode prevenir
episodios de rejeicdo aguda e induzir tolerdncia imunoldgica neste modelo
experimental de transplante de pulmao i

NATHAN, YIN, EICHWALD e BISHOP (2002) realizaram estudo para
testar se o bloqueio da via CD40-CD40L estava relacionado a delecao de APCs do
doador. Utilizaram modelo de transplante cardiaco com camundogos BALB/c como
doadores e C57BL/6 como receptores. O anticorpo monoclonal anti-CD40L foi
utilizado em 3-7 doses nos primeiros 10 dias apds o transplante. Os resultados
demonstraram que anti-CD40L foi capaz de aumentar a sobrevida do aloenxerto.
Evitou rejeicdo aguda através da inibicdo da agdo da IL-2 (sobre linfécitos T CD4"),
do IFN-y e da producdo de anticorpos especificos sem a de delecao de APCs do
doador. Transferéncia de esplendcitos de animais tratados com anti-CD40L foi capaz
de evitar a rejeicao aguda dos coragdes, porém ndo evitaram a rejeicao de transplante
de pele. Além disto, anti-CD40L foi associado com atraso no desenvolvimento de
sinais de rejei¢do cronica. Os autores concluiram que o bloqueio da via CD40-CD40L
estd associado com mecanismos imunorregulatorios diversos que ndao causam deplecao
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linfocitdria, mas induzem hiporresponsividade ao aloenxerto .

2.3.3 Imunomodulacdo do Sinal 1 e Anti-CD45

SHAPIRO & LIU (1995) estudaram os efeitos imunolégicos da incubagao de
ilhotas de Langerhans in vitro isoladas de camundongos B10.BR com o anticorpo
monoclonal anti-CD45. Quatrocentas ilhotas foram transplantadas abaixo da cédpsula
renal do rim esquerdo de camundongos B10.D2 diabéticos pela administracdo de

estreptozotocina. No pré-operatério imediato, as ilhotas foram incubadas em solugao
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salina de Hanks a 4°C, durante 50 minutos, contendo 10 pg do anticorpo monoclonal
anti-CD45. Na avaliacdo pos-operatoria a glicemia desses animais permaneceu normal
durante 61,3+36,7 dias, apresentando significativa diferenga em relacdo ao grupo
controle (31,8424,3 dias). Animais que apresentaram aumento da sobrevida do
aloenxerto e foram injetados com esplendcitos dos doadores rejeitaram o enxerto. A
acao do anticorpo ndo ocorreu devido a deplecdo de células expressando a molécula
CD45. A avaliagdo das ilhotas por citometria de fluxo mostrou diminui¢do nao-
significativa da expressao de CD45 quando incubadas com o anticorpo em relagdo
aquelas n3o-incubadas. Os autores concluiram que anti-CD45 age inibindo o sinal co-
estimulatorio durante a apresentacao do aloantigeno —

LAZAROVITS, POPPEMA, ZHANG, KHANDAKER, LE FEUVRE,
SINGHAL, GARCIA, OGASA, JEVNIKAR, WHITE, SINGH, STILLER ¢ ZHONG
(1996) investigaram se o anticorpo monoclonal anti-CD45RB (MB23G2) pode
prevenir rejeicdo do enxerto renal em um modelo murino. Camundongos C57BL/6
foram usados como doadores e BALB/c como receptores. Anti-CD45 foi administrado
um dia antes e no dia do transplante. Os resultados demonstraram que os animais
tratados com anti-CD45 tiveram funcdo renal normal e presenca de tolerdncia
imunoldégica. O uso de anti-CD45 também foi associado com reversao de episodios de
rejeicdo aguda em animais que ndo usaram imunossupressao. Os autores concluiram
que anti-CD45 produz imunossupressdo, e que pode ter aplicacdo clinica para prevenir
e tratar rejeicao aguda em humanos >,

AUERSVALD, ROTHSTEIN, OLIVEIRA, KHUONG e¢ BASADONNA
(1997) verificaram se o anticorpo monoclonal anti-CD45RB era capaz de induzir
aumento da sobrevida do aloenxerto em um modelo experimental de transplante de
ilhotas de Langerhans. Camundongos C57BL/6 diabéticos receberam enxerto de
ilhotas de Langerhans, posicionado abaixo da cédpsula renal, oriundas de camundongos
BALB/c. Entre os diversos regimes de administracao do anticorpo monoclonal anti-
CD45RB (MB23G2) usados, verificou-se que quando adotada uma dose de 100 pg via

endovenosa aplicada 1 dia antes da cirurgia, no pré-operatorio imediato e no 5° dia de
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pés-operatorio, 60% dos animais apresentaram-se normoglicémicos por um periodo
maior que 100 dias; sendo que os animais do grupo controle rejeitaram o enxerto na
segunda semana de pos-operatorio. Quando se utilizou o anticorpo monoclonal anti-
CD45RB (C363.16A proveniente de outro hibridoma, no mesmo regime de
administracao, os camundongos também apresentaram significativo aumento da
sobrevida do enxerto em relacdo ao grupo controle. Os autores concluiram que
anticorpos monoclonais anti-CD45 sdo potentes imunomoduladores da resposta imune
ao aloenxerto, capazes de aumentar significativamente a sobrevida do enxerto sem uso
de drogas imunossupressoras J

BASADONNA, AUERSVALD, KHUONG, ZHENG, KASHIO, ZEKZER,
MINOZZO, QIAN, VISSER, DIEPSTRA, LAZAROVITS, POPPEMA, STROM e
ROTHSTEIN (1998) realizaram estudo experimental para verficar se o anticorpo
monoclonal anti-CD45RB era capaz de induzir tolerancia imunolégica em um modelo
experimental de transplante de ilhotas de Langerhans. Camundongos C57BL/6
diabéticos pela administracdo de estreptozocina foram submetidos a enxerto de ilhotas
de Langerhans provenientes de camundongos BALB/c posicionado abaixo da cédpsula
renal. Os receptores foram tratados com 100 pg via endovenosa do anticorpo MB23G2
(anti-CD45RB) 1 dia antes da cirurgia, no pré-operatério imediato e no 5° dia de pds-
operatorio. Dos 14 animais tratados, 7 permaneceram euglicémicos até o 120° dia de
pés-operatorio, quando entao foram nefrectomizados, do que resultou o retorno da
glicemia para os mesmos niveis do pré-operatorio. Desses 7 animais, 4 foram
submetidos a novo transplante de ilhotas no rim contralateral, usando-se novamente
como doadores camundongos BALB/c, sendo que 3 deles permaneceram
euglicémicos até o 50° dia de pds-operatorio. Os outros 3 animais foram submetidos a
transplante de ilhotas proveniente de outra espécie de camundongos, apresentando
rejeicao no 10° dia de pos-operatorio. Anti-CD45 induziu diminui¢do tempordria no
nimero de leucocitos circulantes, mas nao afetou o nimero de leucéeitos em outros
orgdos do tecido linféide. Andlise histologica dos enxertos na segunda semana de pés-

operatério demonstrou que nos animais tratados com MB23G2 houve substancial
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diminuicao da infiltracdo linfocitdria na regido ao redor das ilhotas de Langerhans,
sem inflamacdo e com manutencdo da anatomia das ilhotas de Langerhans em relagao
a animais que nao foram tratados. O uso de MB23G2 originou uma alteracdo na

expressao das formas de CD45, com diminui¢io da forma CD45RB™®"

e aumento
considerativo da forma CD45RB"*¥. Esta alteracio das formas de CD45 também foi
associada com um aumento na expressao do RNA de IL-4 e 10 no enxerto de animais
tratados com MB23G2. Os autores concluiram que anti-CD45RB (MB23G2) pode
induzir tolerdncia imunoldgica através de um mecanismo imunomodulatoério distinto e
tnico, que pode apresentar aplicabilidade direta em transplante em humanos '
FREITAS (2000) realizou estudo experimental com o objetivo de avaliar a
modulacdo do sistema imune através do uso do anticorpo monoclonal anti-CD45RB
(MB23G2) administradas no periodo peritransplante (dias —1, O e 5) em um modelo de
aloenxerto de ilhotas de Langerhans em roedores. Camundongos BALB/c serviram
como doadores, e C57BL/6 diabéticos por estreptozocina receberam enxertos sob a
cdpsula do rim esquerdo. Os aloenxertos dos grupos controle (ndo-tratados) e dos
animais que foram tratados somente com anti-CTLA-4 apresentaram rejei¢ao entre o
10° e o 15° dia. Enxertos do grupo tratado com anti-CD45RB funcionaram até o 120°
dia quando foram submetidos a um 2° transplante. Animais que receberam um 2°
enxerto de camundongos BALB/c ndo apresentaram rejeicao até o 50° dia (em 75%
dos transplantes) e os que receberam um 2° enxerto de camundongos CBA/H
apresentaram rejeicao entre o 10° e o 15° dia. O uso de anti-CTLA-4 causou rejei¢ao
entre o 15° e o 25° dia de pds-operatorio em todos os animais previamente tratados
com anti-CD45RB. Andlise por citometria de fluxo mostrou aumento do nimero de
linfécitos T CD4" expressando CD45RB™™ e com um aumento de CTLA-4
intracelular e diminuicdo no nimero de linfécitos T CD4" apresentando CD45RBM"
nos animais tratados com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB em relacido ao grupo
controle. O autor concluiu que o predominio de linfécitos T CD4™ expressando

CD45RB™" ¢ CTLA-4 intracelular, que ¢ regulador negativo da ativacado linfocitdria,

estd associado ao aumento da sobrevida dos enxertos e a indugdo de tolerdncia
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imunolégica nos animais tratados com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB .

KO, JAGER, TSUIL DEIWICK, DINKEL, ROHDE, DAHLKE, LAUTH,
WONIGEIT e SCHLITT (2001) realizaram estudo experimental para verificar se o
anticorpo monoclonal anti-CD45 (RT7) poderia aumentar a sobrevida do enxerto em
modelos de transplante cardiaco e de pele em roedores. Ratos LEW foram utilizados
como doadores e LEW.IW como receptores. Dose unica de anti-CD45 (RT7) foi
administrada um dia antes do procedimento cirtrgico. Os resultados demonstraram
que anti-RT7 € capaz de ligar-se com todas as linhagens hematopoéticas, mas
particularmente com linfécitos T e NK, ocorrendo profunda deplecdo destas
subpopulacoes na circulagdo periférica e em 6rgaos linféides logo apés a utilizacdo do
antigeno. Ratos que receberam tratamento com anti-RT7 apresentaram aumento da
sobrevida do enxerto cardiaco (maior que 200 dias) em rela¢do a animais ndo tratados.
Animais que receberam tratamento apresentaram aumento discreto da sobrevida do
enxerto de pele. Aqueles que apresentaram longa sobrevida do enxerto cardiaco
apresentaram proliferacao linfocitdria em resposta ao aloantigeno normal in vitro e
também rejeitaram agudamente transplantes de pele secunddrios de doadores da
mesma espécie que os aloenxertos cardiacos, indicando auséncia de tolerincia
imunoldgica. Andlise das citocinas presentes nos enxertos dos animais tratados com
anti-CD45 apresentaram um aumento do RNAm de FAS-ligand e IL-4. Os autores
concluiram que dose unica de anti-CD45 induz um aumento na sobrevida de
aloenxertos cardiacos, através de um mecanismo de deplecio linfocitaria **.

FECTEAU, BASADONNA, FREITAS, ARIYAN, SAYEGH e
ROTHSTEIN (2001) realizaram estudo experimental para investigar o papel da
molécula CTLA-4 no aumento da sobrevida do enxerto em um modelo murino de
transplante de ilhotas de Langerhans tratado com anti-CD45RB. Camundongos
C57BL/6 diabéticos receberam enxertos provenientes de camundongos BALB/c
posicionados abaixo da cdpsula renal. Os receptores foram tratados com 100 ug via

endovenosa do anticorpo MB23G2 (anti-CD45RB) um dia antes da cirurgia, no pré-

operatério imediato € no 5° dia de pds-operatdrio. Os resultados demonstraram que,
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para que ocorra o aumento da sobrevida do aloenxerto mediada por anti-CD45 a
presenca de CTLA-4 € necessdria. Animais tratados com anti-CD45 apresentaram o
dobro da expressao de CTLA-4 nos linfécitos T CD4". Também foi demonstrado que
anti-CD45 n3o aumenta a ativagdo linfocitdria, sugerindo que a maior expressdao de
CTLA-4 deve-se a um mecanismo unico de imunomodulagdo. A administragdo
simultanea de anti-CTLA-4 e anti-CD45RB ndo alterou a expressdao das formas de
CD45, porém bloqueou seu efeito modulador, ja que animais tratados somente com
anti-CD45 apresentaram 50% de sobrevida do aloenxerto, enquanto que animais que
receberam anti-CTLA-4 concomitantemente com anti-CD45RB obtiveram sobrevida
do aloenxerto de somente 22 dias. Os autores concluiram que anti-CD45 age
aumentando a expressividade da molécula CTLA-4 nos linfocitos CD4". De maior
importéancia, anti-CD45 apresenta esta capacidade sem apresentar ativacao linfocitdria
simultdnea, o que pode representar um mecanismo Unico para a geragao de tolerdncia
imunolégica >’

KINGSLEY, HARA, NIIMI, READ, TURVEY, BUSHELL, MORRIS,
POWRIE e KOOD (2002) realizaram estudo experimental para verificar se o uso do
anticorpo monoclonal anti-CD4 € capaz de induzir a presenca de linfécitos T
regulatérios com o fenétipo CD25'CD4" em um modelo de transplante de pele em
camundongos. Os doadores foram camundongos B.10 e os receptores foram
camundongos imunodeficientes CBA. Receptores receberam esplendécitos do doador e
também anticorpo monoclonal anti-CD4 antes do transplante. Os resultados
demonstraram que pré-tratamento com anticorpo monoclonal anti-CD4 e exposi¢ao a
células do doador é capaz de gerar a subpopula¢do linfocitdria CD25"CD4". Estes
linfécitos sao capazes de suprimir a rejeicao aguda ao aloenxerto. Os resultados ainda
demonstraram que esta supressdo sO € estabelecida na presenca desta subpopulagdo
linfocitdria especifica, ja que as demais populacdes linfocitarias testadas foram
incapazes de abolir rejeicio gerada por linfécitos CD45RB™#". Foi também
demonstrado que o bloqueio da IL-10 e de CTLA-4 incapacita esta subpopulagdo

linfocitdria de exercer sua funcdo imunorreguladora. Os autores concluiram que a
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geracdao de linfocitos T reguladores através do uso de anticorpos monoclonais pode
gerar um controle dindmico do fendmeno de rejei¢do ao aloenxerto, possibilitando que

: st n [5 0 45
o enxerto funcione infinitamente sem o uso de drogas imunossupressoras .

2.3.4 Imunomodulacdo Através da Combinacdo de Anticorpos Monoclonais

RASTELLINI, SALAM, KUDDUS, AITOUCHE, SUBBOTIN,
BRAUN, LEACH, PEACH, FUNG, STARZL e¢ RAO (1999) avaliaram o efeito da
combinacdao do anticorpo monoclonal anti-CD40L e de CTLA-4-Ig na inducdo de
tolerancia imunologica em um modelo murino de transplante de ilhotas de Langerhans.
Utilizaram camundongos DBA/2 como doadores, e os aloenxertos foram posicionados
abaixo da cdpsula renal de camundongos C3H diabéticos pela administracao de
estreptozotocina. Os animais que ndo receberam tratamento ou receberam somente 0O
anticorpo anti-CD40L apresentaram rejeicado em uma média de 19 dias de pos-
operatério; 5 animais que haviam recebido a imunoglobulina CTLA-4 apresentaram
rejeicao entre o 8° e o 26° dia de pds-operatorio e 2 (29%) apresentaram sobrevida do
enxerto de 54 e 56 dias. Os 9 animais submetidos a combina¢do das duas terapias
apresentaram-se normoglicémicos durante 81 a 180 dias de pds-operatério. Esses
animais, submetidos a enxerto de pele proveniente da mesma linhagem dos doadores
de ilhotas, apresentaram tolerancia e, nos casos de tecido de linhagem diferente,
apresentaram rejeicao. Os autores concluiram que a associacdo de anti-CD40L e
CTLA-4-Ig pode aumentar a sobrevida do aloenxerto neste modelo experimental de
transplante de ilhotas de Langerhans ==
ROTHSTEIN, LIVAK, KISHIMOTO, ARIYAN, QIAN, FECTEAU, SHO,
DENG, ZHENG, SAYEGH e BASADONNA (2001) realizaram estudo experimental
para verificar se a combinac@o de bloqueio dos sinais 1 e 2 aumentaria a sobrevida do
aloenxerto. Realizaram transplante de pele e de ilhotas de Langerhans de
camundongos BALB/c para camundongos C57BL/6. Para o bloqueio do sinal 1, foi

utilizado o anticorpo monoclonal anti-CD45RB (MB23G2), e para o bloqueio do sinal
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2 foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-CD40L, ambos em 3 doses no periodo peri-
operatorio. Os resultados demonstraram que a terapia combinada aumentou a sobrevida
do aloenxerto no modelo de transplante de ilhotas de Langerhans, com 83% dos
receptores permanecendo normoglicémicos por mais de 4 meses. Ao mesmo tempo a
terapia combinada foi capaz de induzir tolerancia imunolégica e aumentar a sobrevida de
enxertos de pele. Andlise histolégica demonstrou que a combinac¢do diminui a inflamacao
ao redor das ilhotas de Langerhans transplantadas, inibiu a producdo de IL-2 e IFN-y ¢
aumentou a producdao de IL-4 e 10. Os autores concluiram que a combinacdo dos
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bloqueios dos sinais 1 e 2 aumenta a sobrevida do aloenxerto .

2.3.5 Importancia da Exposicdo ao Antigeno do Doador no Uso de Anticorpos

Monoclonais para a Inducdo de Tolerancia Imunoldgica

OPELZ & TERASAKI (1974) reconheceram que transfusdes sangiiineas antes
do transplante renal melhorava a sobrevida do enxerto e acreditavam que isto se devia a
indu¢io de um estado imune de nio-responsividade . Diversos estudos vem sendo
realizados com o intuito de descobrir os mecanismos relacionados a doagdo especifica do
antigeno (DST). Mais recentemente, diversos protocolos vem utilizando o contato ao
antigeno do doador previamente ao transplante para que se melhore a sobrevida do
enxerto ou se adquira tolerdncia imunoldgica .

PARKER, GREINER, PHILLIPS, APPEL, STEELE, DURIE, NOELLE,
MORDES e ROSSINI (1995) realizaram estudo experimental em camundongos para
verificar o efeito do anticorpo monoclonal anti-CD40L (duas vezes por semana, por 2 a
7 semanas), associado ou nao a injecao endovenosa de linfocitos B dos doadores na
inducdo de tolerancia imunoldgica. Utilizaram um modelo experimental de transplante de
ilhotas de Langerhans em camundongos BALB/c como doadores e C57BL/6 diabéticos
pela administracdo de estreptozotocina. Os animais que receberam somente linfocitos ou
nao tinham recebido tratamento (grupo controle) apresentaram sobrevida dos enxertos de

1515 dias. Os que receberam somente o anticorpo anti-CD40L, 24£30 dias. No grupo dos



34

animais que receberam a combinacdao de anticorpo com linfécitos, 96% apresentaram
sobrevida infinita do aloenxerto. Os autores concluiram que anti-CD40L pode prevenir a
inducdo do sinal co-estimulatério (sinal 2) quando combinados com a exposi¢do a
linféeitos do doador em enxertos de ilhotas de Langerhans 7.

ROSSINI, PARKER, PHILLIPS, DURIE, NOELLE, MORDES e GREINER
(1996) testaram se o anticorpo monoclonal anti-CD40L era capaz de induzir um aumento
da sobrevida dos enxertos em um modelo experimental de transplante de ilhotas de
Langerhans. Camundongos FVB foram utilizados como doadores, e os enxertos foram
posicionados abaixo da cdpsula renal de camundongos C57BL/6 diabéticos pela
administrac@do de estreptozotocina. Os receptores receberam 250 pg do anticorpo
monoclonal anti-CD40L, via intraperitoneal, duas vezes por semana, durante 7 semanas
(iniciando-se 8 dias antes do transplante), em combinacdo ou nao com a injecao
endovenosa pré-transplante de esplendcitos depletados de linfécitos T provenientes dos
doadores. Os enxertos no grupo controle, sem tratamento, funcionaram em média 11 dias.
No grupo que recebeu somente o anticorpo anti-CD40L, 20% dos animais atingiram
85 dias de poés-operatdrio sem rejei¢dao, o que também ocorreu com 100% dos animais no
grupo que recebeu a combinacdo do anticorpo com os esplendcitos. Os autores
concluiram que o bloqueio do sinal co-estimulatério nos linfécitos T com o anticorpo anti-
CD40L foi o responsdvel pelo aumento da sobrevida dos enxertos. Este efeito foi
exacerbado pelo grande nimero de APCs transplantados (esplendcitos depletados de
linfécitos T), também impossibilitados de fornecer o sinal co-estimulatério, fornecendo
somente o sinal 1.

ONODERA, CHANDRAKER, SCHAUB, STADLBAUER, KOROM,
PEACH, LINSLEY, SAYEGH e KUPIEC-WEGLINSKI (1997) testaram se o bloqueio
da via CD28-B7 através do uso de CTLA4-Ig e de tranfusdao de antigenos do doador
(DST) era capaz de abolir a rejeicao hiperaguda em um modelo murino de transplante
cardiaco. Utilizaram ratos LBNF1 como doadores, e ratos LEWIS como receptores. Os
receptores também receberam um transplante de pele de ratos LBNF1 (ou Brown-Norway

como controles) uma semana antes do transplante cardiaco para a pré-sensitizacao do



35

receptor aos antigenos do doador e inducdo de rejeicio aguda. Os resultados
demonstraram que o uso de CTLA4-Ig diminui discretamente a inducdo de rejei¢@o
hiperaguda. Porém, se a infusdao de CTLA4-Ig e de aloantigenos for realizada logo apds o
transplante cardiaco (fase efetora) um significativo prolongamento na sobrevida do
enxerto e aquisicao de tolerancia imunoldgica foi observada em 30-50% dos receptores.
Os autores concluiram que o bloqueio do sinal co-estimulatério da via CD28-B7 ¢
fundamental para inducdo de rejeicao hiperaguda do enxerto. O uso precoce de CTLA4-Ig
combinada com a transfusao de esplendcitos durante o periodo per-operatorio interrompe
a sensitizacdo e € capaz de gerar tolerancia imunoldgica s

ZHENG, LI, LI, ROY-CHAUDHURY, NICKERSON, TIAN, SAYEGH e
STROM (1999) estudaram o efeito do anticorpo monoclonal anti-CD40L em induzir
tolerancia imunolégica em um modelo experimental de transplante de ilhotas de
Langerhans usando camundongos DBA/2 como doadores em camundongos
B6AF]1 diabéticos como receptores. Os animais do grupo controle, sem tratamento,
tiveram sobrevida média do enxerto de 15 dias. Os animais tratados com o anticorpo anti-
CD40L, 36 dias. Aqueles tratados 28 dias antes do transplante com anti-CD40L associado
a imunizagdo prévia com sangue de camundongos da mesma espécie do doador, tiveram
sobrevida infinita do enxerto. E os animais somente sensibilizados 28 dias antes do
procedimento apresentaram aceleracdo do processo de rejeicdo. Sete dos animais com
sobrevida indefinida do enxerto foram submetidos a nefrectomia e remoc¢ao do enxerto no
150° dia de pés-operatério apresentando hiperglicemia pds-operatoria. Destes 7 animais, 4
toleraram um segundo transplante com doadores da mesma espécie sem imunossupressao
e 3 rejeitaram o segundo transplante de ilhotas provenientes de camundongos C3H. Ainda
nesse mesmo grupo de 7 animais, 4 semanas ap6s o transplante de ilhotas, 4 animais
receberam enxerto cardiaco heterotopico proveniente de camundongos DBA/2 e nao
apresentaram rejeicao. Os autores concluiram que ocorre desenvolvimento de tolerdncia
imunoldgica ndo somente ao tecido enddcrino pancredtico, mas também a outros Orgaos
apos o bloqueio do sinal co-estimulatério entre CD40-CD40L através do uso do anticorpo

124

monoclonal anti-CD40L .
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3 MATERIAL E METODOS

As normas técnicas utilizadas neste trabalho seguiram as orientacdes da
Associacao Brasileira de Normas Técnicas (NBR-6023) de 2000 e as Normas para
Apresenta¢io de Trabalhos da Universidade Federal do Parana de 2001"'"°. Utilizou-
se a Nomina Anatomica Veteriniria de 1994 . Todos os experimentos foram
realizados nos Departamentos de Cirurgia e Medicina Interna da Yale University (New

Haven, CT, EUA) no periodo de maio de 2000 a julho de 2002.

3.1 PROTOCOLOS E ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos BALB/c (H—Zd). C57BL/6b (H—2b) e
DBA/l(H—Zk) obtidos do Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA) com 6-8
semanas de vida. Todos os animais foram submetidos a um periodo de aclimatacao de
1-2 semanas no biotério da Yale University. Animais ndo-submetidos a transplante
foram utilizados somente para andlise do fendtipo dos linfécitos por citometria de
fluxo.

Nos camundongos que receberam anticorpo monoclonal anti-CD45RB foi
utilizado acesso retrorbital (olho esquerdo). Tratamento "Standard" foi definido como
injecoes deste anticorpo na dose de 100ug (em 0,1 ml de PBS a 1%) nos dias -1, 0 e 5.
Dia zero foi considerado como o dia que o animal recebeu o enxerto.

Mesmo nos grupos de animais que ndo foram submetidos a transplante, o
mesmo esquema de dosagem foi utilizado para que se definisse a cinética linfocitdria.
Para fins de estudo, nestes grupos o dia da primeira dose de anti-CD45RB foi
considerado dia -1.

Em alguns grupos, o transplante foi realizado dias depois das inje¢des do
anticorpo  monoclonal (tabela 4). Nos camundongos que foram submetidos a
timectomia, este procedimento foi realizado no dia -7, apds a constatacao que oS

animais tornaram-se diabéticos. Exposicdo ao aloantigeno foi realizada no dia zero.
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Novas dosagens do anticorpo foram realizadas através da injecao de dose unica
intraperitoneal de 100pug de anti-CD45RB a cada 15 dias até o final do experimento.

As tabelas 3 e 4 resumem os diversos grupos utilizados para que se
entendesse inicialmente a cinética das células CD4"CD45RB"*CTLA-4" ¢ do timo
apos o uso de anti-CD45RB (animais ndo submetidos a transplante-tabela 3) e
posteriormente dos diversos grupos de camundongos que foram transplantados para
que se entendesse como este antigeno do doador no mecanismo de acdo deste
anticorpo monoclonal poderia ter sua posologia modificada e qual era a importancia
das células CD4"CD45RB"““CTLA-4" ¢ da exposicio ao antigeno do doador no
mecanismo de anti-CD45RB (tabela 4).

O presente estudo obteve aprovacdo do Comité Institucional de Cuidados e
Uso dos Animais (IACUC) da Yale University. Foi registrado sob nimero 10406/2001
e seguiu as diretrizes propostas para o cuidado de animais vertebrados usados em

. . 80
pesquisa proposto pelo governo americano .

3.2 ANESTESIA E EUTANASIA DOS ANIMAIS

Em todos os experimentos conduzidos neste trabalho, os camundongos
foram anestesiados com uma mistura de Ketamina e Xylestesina (KET/XYL), descrito
em reagentes (anexo), na dose de 0,05 ml por camundongo, injetado intramuscular na
coxa esquerda dos animais cinco minutos antes da realizacdo de cada experimento.

Os animais que foram utilizados para experimento de fenotipagem dos
esplendcitos e como doadores de ilhotas de Langerhans foram submetidos a eutanasia
através de deslocamento manual da coluna cervical, sob anestesia. Animais que foram
submetidos a procedimentos cirirgicos (timectomias e/ou receptores de transplante de
ilhotas de Langerhans) foram submetidos a eutandsia por inalacao de CO, em camara
de gds, apos a constatagdao de nao funcionamento primdrio do enxerto (hiperglicemia,

ver secdo 3.4.3.10) ou ap6s o acompanhamento pés-operatério de 120 dias °.
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3.3 AVALIACAO DA CINETICA DA EXPRESSAO DAS FORMAS DE CD45RB
E CTLA-4 EM LINFOCITOS T CD4"

Foram avaliados os esplendcitos dos camundongos BALB/c nao submetidos
ao enxerto. Os animais foram divididos em grupos conforme mostra a Tabela 3 . As
injecoes endovenosas do anticorpo monoclonal anti-CD45RB foram administradas
inicialmente conforme descrito em 3.1 e posteriormente com adi¢do de novas doses ao

protocolo original.

TABELA 3 - GRUPOS DE ANIMAIS NAO SUBMETIDOS A TRANSPLANTE

GRUPO N REGIME TERAPEUTICO

I 10 Sem tratamento

II 34 100ug ev de anti-CD45RB dias -1,0e 5

111 15 100ug ev de anti-CD45RB dias —1,0 e 5 + 100ug ip de anti-CD45RB Q15
v 10 Timectomia dia —7

\Y% 34 Timectomia dia —7 + 100ug ev de anti-CD45RB dias -1,0 e 5

n — nimero de camundongos, ev — via endovenosa, ip- intraperitoneal, Q15 - a cada 15 dias

Animais de diferentes grupos foram avaliados por imunofluorescéncia direta
e citometria de fluxo para expressao de CD4 de superficie, CD45RB de superficie, e
CTLA-4 intracelular. IgG de hamster anti-humano-PE foi usada como controle para a
especificidade da fluorescéncia de CTLA-4 intracelular. IgG de rato-FITC foi usada
como controle na avaliacao da expressdao de CD45RB de superficie. IgG de rato-Cy
foi usada como controle na avaliacao da expressao de CD4 de superficie.

Para que se fosse determinado a quantidade de CTLA-4 intracelular e forma
de CD45RB nos linfécitos CD4™ apos diferentes dias de tratamento, foi utilizado um
modelo experimental de fenotipagem seriada dos esplendcitos. Andlises didrias do
fenétipo dos linfocitos CD4" foram realizadas, sacrificando-se os camundongos e

estudando o fendtipo dos esplendcitos Andlise foi iniciada um dia apds a ultima dose
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de anti-CD45RB (dia 6) e terminada no dia em que a expressao das formas de CD45 e
de CTLA-4 retornavam ao nivel basal (pré-tratamento). Para que os dados pudessem
ser confirmados, linfonodos periféricos foram avaliados posteriormente. Andlises
seriadas no mesmo camundongo também foram conduzidas, verificando-se o fenétipo
dos linfocitos presentes no sangue periférico dos mesmos animais em diferentes dias.
A seguir, foi avaliado a cinética dos linfocitos CD4 dos animais dos grupos
submetidos a timectomia antes do tratamento com o anticorpo monoclonal anti-
CD45RB. Utilizou-se, para isso, o mesmo modelo experimental de fenotipagem

seriada dos esplendcitos descrito acima.

3.3.1 Isolamento de Esplendcitos e de Soro dos Camundongos

Nos experimentos em que se utilizaram soro de camundongo para a andlise
de anticorpo residual na circulacdo periférica, os camungos foram anestesiados
conforme descrito em 3.2. Entdo, 1 ml de sangue periférico foi retirado do plexo retro-
orbital com o auxilio de fleb6tomos de vidro (Fisher Scientific, Springfield, NJ, EUA)
previamente heparinizados antes da eutanasia e exérese do baco. O sangue foi entdo
coletado em frascos de Eppendorf (USA Scientific, Waltham, MA, EUA) de
polipropileno de 1,5 ml e centrifugado a 1200 rotacdes por minuto durante 3 minutos.
Seguia-se a coleta da metade superior do centrifugado (soro) para realizacdo dos
experimentos. Analisaram-se os esplendcitos de 3-12 animais por grupo em cada
experimento, em um minimo de trés experimentos independentes. Apds anestesia e
eutanasia, seguiu-se abertura da cavidade abdominal através de incisdo subcostal
esquerda, seccao do pediculo esplénico e retirada do baco. O baco foi colocado em
uma placa de Petri de 100 x 15 mm (Becton Dickinson, Franklin Lanes, NJ, EUA)
contendo PBS a 1%. Cerca de 1 ml de PBS a 1% foi injetado no interior do 6rgao
através de uma agulha de 27%2G (Becton Dickinson). O bag¢o foi macerado
gentilmente, com o émbolo da seringa, para retirada dos esplendcitos do interior da

cdpsula do 6rgdo para o interior da placa de Petri. A solu¢do de PBS a 1% contendo os
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esplendcitos foi aspirada, evitando-se os pequenos fragmentos da cdpsula; colocada
em um tubo de polietileno cénico de 15 ml (Falcon®, Becton Dickinson) e
centrifugada a 1.000 rotacoes por minuto durante 5 minutos. Desprezado o
sobrenadante, foi realizada a lise hipotonica das hemadcias do precipitado adicionando-
se solucdo para lise dos eritrécitos (5 ml por baco). A reacdo foi interrompida apods 5
minutos com a adicdo de 10 ml de PBS a 1% gelado. A solucao foi misturada e
centrifugada a 1.000 rotacdes por minuto durante 5 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e 5 ml de PBS 1% foram adicionados. A contagem das células foi
realizada com um hemocitometro (Hausser Scientific, Chicago, IL, EUA) em
microscopio optico Nikon (Melville, New York, EUA) modelo TMS-F, com aumento
de 100 vezes. As células vidveis apresentavam intenso brilho, em contraste com as
c€lulas mortas, que se apresentavam opacas ou escurecidas quando analisadas pelo

corante azul de Trypan.

3.3.2 Imunofluorescéncia Direta

Colocaram-se 1 milhdo de esplendcitos vidveis diluidos na solucao de PBS
1% em diferentes tubos de ensaio de vidro de 4,5 ml (Becton Dickinson) que eram
previamente identificados com o nome do grupo, nimero do animal e anticorpo a ser
adicionado.

Os tubos foram centrifugados a 1.000 rotagdes por minuto durante 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado, deixando-se somente o precipitado contendo
os esplendcitos.

Foram adicionados ao precipitado 100 pul de PBS 1% contendo 5% de soro
bovino e 1 pl de cada anticorpo contendo fluoresceina (descritos em 3.1), de acordo
com que cada tubo havia sido pré-identificado. Os tubos foram incubados a 4°C em
sala escura durante 20 minutos. Seguiu-se lavagem das células com PBS a 1%, a 1.000
rotagdes por minuto durante 5 minutos, desprezando-se o sobrenadante. O precipitado

dos tubos foi fixado com 400 ul de formaldeido a 2%. Os tubos que continham
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esplendcitos que estavam sendo avaliados somente para receptores de superficie (CD4
e CD45RB, e seus controles negativos) eram considerados prontos para a avalia¢do
por citometria de fluxo e armazenados em camara escura a 4°C até que a andlise por
citometria de fluxo fosse realizada.

Ap6s 20 minutos da adicao de formaldeido, células dos tubos que estavam
sendo avaliados para conteudo total intracelular (CTLA-4 e seu controle negativo),
eram lavadas com PBS a 1%, a 1.000 rotacoes por minuto durante 5 minutos,
desprezando-se o sobrenadante. A seguir, eles foram incubados durante 5 minutos a
temperatura ambiente, com 1 ml de saponina a 0,5% em cada tubo, para que se
realizasse imunofluorescéncia intracelular. Na seqiiéncia, os tubos foram centrifugados
durante 5 minutos a 1.000 rotacdes por minuto, desprezando-se o sobrenadante. Ao
precipitado destes tubos foram adicionados 100 pl de PBS 1% com 5% de soro bovino
e lul do anticorpo monoclonal anti-CTLA-4-PE a 0,2 mg/ml, ou 1ul de IgG de
hamster a 0,2 mg/ml aos tubos considerados controle negativos. Os tubos foram
incubados na temperatura ambiente durante a primeira hora. Apés, foram submetidos a
2 ciclos de lavagem com PBS a 1% e centrifugacdo a 1.000 rotagcdes por minuto
durante 5 minutos e, em seguida, ao primeiro ciclo de lavagem e centrifugacao com 2
ml de PBS 1%. Por fim, foram adicionados a cada tubo 400 pl de PBS a 1% e os

mesmos eram estocados para realizacdo da citometria de fluxo.

3.3.3 Citometria de Fluxo

Os tubos foram avaliados no citometro de fluxo “FACScalibur” (Becton
Dickinson Immunocitometry Systems, San Jose, CA, EUA). Analisou-se 50-100 mil
células por tubo em cada experimento.

Para a regulagem do citometro de fluxo, tubos contendo somente
esplendcitos sem a presenca de anticorpos eram usados para a determinacdo do
tamanho (FSC-H) e granularidade das células (SSC-H). A seguir, mediu-se a

fluorescéncia dos esplendcitos para IgG de rato anticamundongo-FITC (FL1-H) e para
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IgG de hamster anticamundongo-PE (FL2-H). Em seguida, mediu-se a fluorescéncia
de IgG de hamster anticamundongo-PE (FL2-H) e IgG de rato anticamundongo-Cy-
chrome (FL3-H). Como nesses tubos ndo hd anticorpos, eles sao usados para
determinacdo das células que ndao expressam os anticorpos usados na avaliac@o
(controles isotipicos negativos).

Mediu-se entdo a fluorescéncia dos linfécitos para os marcadores em estudo,
adicionados a tubos diferentes e considerados como controles positivos: CD45RB-
FITC (FL1-H); CTLA-4-PE (FL2-H); e CD4-Cy (FL3-H). Realizou-se a compensagao
de leitura do laser do citometro de fluxo entre os diferentes espectros de absorbancia
da fluorescéncia utilizadas no diferentes canais, através da regulagem da amperagem.
Fixou-se linhas para determinacdo dos quadrantes que dividiam estas populacdes.
Assim, a linha vertical e a horizontal formaram os quadrantes que forneceram os
resultados da avaliagd@o por citometria nos tubos contendo os anticorpos em estudo em

cada experimento.

3.3.4 Analise dos Dados de Citometria de Fluxo

Os dados obtidos pela citometria foram analisados pelo programa “Cell

Quest®”

(Becton Dickinson Immunocitometry Systems). Inicialmente avaliou-se a
populacdo geral de células presentes nos tubos (controles negativos e positivos). A
seguir, as células foram selecionados de acordo com tamanho e granularidade,
identificando-se somente a populacao de linfécitos e separando-a das outras células
através de um portal. Entdo, avaliou-se o fenotipo dos linfécitos contidos no portal
baseado na fluorescéncia do anticorpo utilizado.

Dividiu-se células expressando CD45RB de alto (CD45RB™®") ¢ de baixo
peso molecular (CD45RB™") baseado no histograma obtido para os linfécitos do canal

FL1-H. A quantidade de células CD45RB"" e CD45RB"™" foi expressa em

percentagem do total de c€lulas CD4-Cy positivas.
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3.3.5 Andlise de Anticorpo Residual na Superficie Linfocitaria e no Soro

A avaliagdo da presenga do anticorpo monoclonal anti-CD45RB residual na
superficie dos linfécitos T CD4" foi realizada com um anticorpo de cabra anti-rato
conjugado com FITC. Apos tratamento de camundongos com anti-CD45, isolamento
de esplendcitos foi realizado seriadamente (conforme descrito em 3.3.1). Determinou-
se que os mesmos ainda continham residuo de anticorpo anti-rato na superficie da
membrana citoplasmadtica, através da utilizacdo de imunofluorescéncia indireta e
analise por citometria de fluxo (descrito em 3.3.2-3.3.4). Para que se verificasse a
presenca do anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2 na circulacdo periférica
durante estes mesmos experimentos, esplendcitos foram também incubados
inicialmente com soro de camundongos previamente tratados com anti-CD45RB
(conforme descrito em 3.3.1) e, em seguida, com o anticorpo de cabra anti-rato
conjugado com FITC, seguido pela utilizacao de imunofluorescéncia indireta e andlise
por citometria de fluxo (descrito em 3.3.2 - 3.3.4). Foram utilizados 8 camundongos

BALB/c em 3 experimentos independentes para a confirmacgdo dos resultados.

3.4 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.4.1 Animais Submetidos a Transplante de Ilhotas de Langerhans

Os doadores de ilhotas de Langerhans foram camundongos BALB/c. Os
receptores das mesmas foram camundongos C57BL/6b. A divisdo dos animais que
foram submetidos a alotransplante (receptores) de ilhotas de Langerhans em diferentes

grupos estd demonstrada na Tabela 4.



44

TABELA 4 - GRUPOS DE ANIMAIS SUBMETIDOS A TRANSPLANTE DE ILHOTAS
DE LANGERHANS

GRUPO n REGIME TERAPEUTICO
VI 5 Sem tratamento
VIl 7 100 pg ev anti-CD45RB nos dias -1,0e 5

VIII 12 100 pg ev anti-CD45RB nos dias —1,0 e 5 + 100 pg ip anti-CD45RB Q15

IX 3 100 pg ev anti-CD45RB nos dias -1,0e 5 + 100 pg ip dia 18
Transplantes realizados no dia 19

X 5 Timectomia dia —7

X1 10 Timectomia dia —7 + 100 pg ev anti-CD45RB nos dias —-1,0e 5

XII 6 100 pg ev anti-CD45RB nos dias -1,0e 5

Transplantes realizados no dia 7

10 100 pg ev anti-CD45RB nos dias -1,0 e 5

Sl Transplantes realizados no dia 10

6 100 pg ev anti-CD45RB nos dias -1,0 e 5

X Transplantes realizados no dia 18

XV 6 100 pg ev anti-CD45RB nos dias —1,0 e 5 + exposi¢do ao aloantigeno do doador
no dia zero
Transplantes realizados no dia 10

XV 6 100 pg ev anti-CD45RB nos dias —1,0 e 5 + exposicdo ao aloantigeno diferente
do doador no dia zero
Transplantes realizados no dia 10

n — nimero de camundongos utilizados por grupo, ev - via endovenosa, ip - via intraperitoneal,
Q15 - acada 15 dias apds dia zero até o final do experimento, n- nimero de animais

3.4.2 Inducao de Diabetes Quimica

Diabetes quimica foi induzida através de injecdo unica intraperitoneal de
estreptozotocina (Sigma Corporation) em uma dose de 200 mg/kg diluida em 0,5 ml de
solucdo salina isotonica 10-15 dias antes da realizacdo do alotransplante. Apds 7 dias,

a glicemia foi verificada com um glucdémetro portatil (Bayer Corporation, Elkhart, IN,
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EUA). A coleta das amostras sangiiineas foi realizada por secc@o da porcao distal da
cauda dos animais. Foram selecionados como receptores somente 0S animais com
glicemia superior a 350 mg/dl. Hiperglicemia foi confirmada novamente no dia
anterior ao transplante. Animais ndo transplantados até 7 dias apés a constatacao
inicial dos niveis hiperglicémicos recebiam insulina regular (Lente®, Elli Lilly
Company, Indianapolis, IN, EUA) 1:100 em solucdo salina isotonica 0,2 ml via

subcutanea diariamente.

3.4.3 Timectomia

Animais dos grupos IV, V, X, e XI foram submetidos a timectomia total

por succao, pelo método de Sjodin e colaboradores 107

. Nos animais dos grupos X e
XI, este procedimento foi realizado apds inducao de diabete quimica. Apés inducdo de
anestesia com XYL/KET (secao 3.2), os animais foram posicionados em decubito
dorsal em prancha de isopor e fixados com eldsticos. O térax foi anteriorizado através
do posicionamento de uma ponta de pipeta de pladstico no dorso dos animais. A seguir,
foi realizada a anti-sepsia da parede tordcica com etanol a 70%. Realizou-se uma
incisdo mediana de 4 centimetros sobre o esterno, seguida de afastamento das
glandulas salivares superiormente. A seguir, incisou-se o esterno supero-inferiormente
(2 centimetros). Introduziu-se a ponta de pipeta de Pasteur modificada para fazer a

succao de ambos os lobos do timo seguido pela receccao dos mesmos com tesoura de

Iris (Figura 1).
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FIGURA 1 REALIZACAO DE TIMECTOMIA POR SUCCAO
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A cavidade tordcica foi inspecionada, ndo se permitindo a presenca de
sangramentos ou de por¢des remanescentes do timo. As glandulas salivares foram re-
posicionadas, o térax hiperinsuflado manualmente através de compressdao abdominal, e
a pele aproximada e clipada com clipes de aco de 9 milimetros (Milk Ron Precison
Incorporation, Gardina, CA, EUA).

3.4.4 Transplante das Ilhotas de Langerhans

3.4.4.1 Injecdo de colagenase e pancreatectomia nos doadores

As pancreatectomias foram realizadas com auxilio de microscépio de
disseccao (Reichert Scientific Instruments, Buffalo, NY, EUA) modelo AO569, com
aumento de 10 vezes. Os doadores foram camundongos BALB/c (H-2%). Os animais
foram anestesiados e submetidos a eutandsia como descrito em 3.2. A seguir, foram
posicionados em decubito dorsal. Realizou-se a anti-sepsia da parede abdominal com
etanol a 70%. Seqiiencialmente se realizou uma incisdo abdominal bicostal com
resseccao do apéndice xifdide, exposicao da cavidade abdominal e dissec¢do do ducto
biliar comum com isolamento do mesmo logo apds a unido dos ductos hepaticos
direito e esquerdo. O ducto biliar comum foi clampeado com clamp vascular (Bulldog)
na sua jun¢do com o duodeno e canulado com agulha de 272G (Becton Dickinson)
angulada a 90° (Figura 2). O pancreas foi completamente distendido através da inje¢ao
de 3ml de solu¢do de colagenase V (Sigma Corporation) no ducto biliar na
concentracio de 1 mg/ml, em solucdo salina balanceada de Hanks (Sigma
Corporation). O tecido pancredtico foi excisado, colocado em uma placa de Petri de
60x15 mm (Becton Dickinson). seccionado em peauenos fragmentos com tesoura de
Iris, ¢ mantido em gelo. Apds a pancreatectomia, o tecido pancredtico picado foi
distribuido em tubos de polietileno de 50 ml (Falcon®, Becton Dickinson), contendo 3-

4 orgdos por tubo. Foram utilizados 3-7 doadores por receptor.
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FIGURA 2 - CANULACAO DO DUCTO BILIAR PARA INJECAO DE COLAGENASE

NO PANCREAS
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3.4.4.2 Digestdo do tecido exdcrino do pancreas

Os tubos contendo o tecido pancredtico foram colocados em incubadora
movel (Fisher Scientifics) a 37°C durante 9-13 minutos, conforme o lote da colagenase
em utilizacdo. A reacdo enzimdtica foi interrompida com a adi¢do de 40 ml de solucao
salina balanceada de Hanks gelada com 10% de soro de bezerro e submetida a agitacao
manual vigorosa durante 30 segundos e a 5 ciclos de lavagem-centrifugacdo a 950
rotagdes por minuto, cada um durando 5 minutos. Intercalados com os ciclos de
centrifugag¢do-lavagem das ilhotas foi realizado o desprezo do sobrenadante
permanecendo no frasco somente o precipitado (“pellet”) contendo as ilhotas de
Langerhans. Solu¢do balanceada de Hanks com 10% de soro de bezerro foi adicionada
ap6s a primeira centrifugacdo (40ml/frasco). Do terceiro ao quinto ciclo de
centrifugacio-lavagem utilizou-se somente solucdo salina balanceada de Hanks gelada
(40 ml/frasco/ciclo). Apos desprezo do sobrenadante e adicdao de nova soluc@o ao
precipitado, seguiu-se agitacdo manual do frasco até dissolugdo completa do

precipitado antes da centrifugacgao.

3.4.4.3 Purificag@o das ilhotas de Langerhans

Ap6s o udltimo ciclo de centrifugac@o e lavagem, foram adicionados a cada
frasco 50 ml de solugdo salina balanceada de Hanks gelada, evitando-se a formacao de
bolhas no precipitado. As ilhotas de Langerhans foram separadas do tecido exdcrino
do pancreas através do método de Salvalaggio et al % Resumidamente a solucio
contendo ilhotas de Langerhans e tecido exdcrino do pancreas foi passada através de
um separador celular de 100pum (Cell Strainer®, Becton Dickinson) e lavado
suavemente com 50 ml de solugdo salina balanceada de Hanks gelada. A seguir, o
separador celular foi invertido (180°). O seu contetido foi removido suavemente para o
interior de placa de Petri, de 100x20 mm, através do enxagiie com 40 ml de solucdo

salina balanceada de Hanks gelada.
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3.4.4.4 Pureza e viabilidade das ilhotas de Langerhans

Pureza e viabilidade das ilhotas de Langerhans foram medidas através do
teste in situ da Ditizona . Somente solucées contendo ilhotas de Langerhans com

viabilidade e pureza maiores que 90% foram transplantadas (Figura 3).



FIGURA 3 ASPECTO FINAL DAS ILHOTAS DE LANGERHANS APOS A PURIFICACAO
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3.4.4.5 Contagem das ilhotas de Langerhans

A solucao final foi colocada em uma placa de Petri de 100x20mm. As ilhotas
de Langerhans foram contadas com auxilio do microscopio de dissec¢do. Foram
escolhidas somente as ilhotas de LLangerhans sem rotura da membrana e com diametro
entre 150-400pum. A medida que foram contadas, as ilhotas foram aspiradas com uma
pipeta de Pasteur de vidro (Becton Dickinson) e colocadas em uma placa de Petri de
60x15 mm contendo solu¢do salina balanceada de Hanks. Para cada alotransplante

foram selecionadas 400 ilhotas de Langerhans (“400IE™).

3.4.4.6 Preparo para o implante das ilhotas de Langerhans

As ilhotas de Langerhans suspensas na solucdo salina balanceada de Hanks
foram aspiradas com uma seringa de Hamilton® (Hamilton Corporation, Reno, NV,
EUA) previamente preenchida com 0,3 ml de soluc@o salina de Hanks, tendo acoplada
em sua extremidade uma ponta de pipeta de microaspiracao (Oxford, Sanford, ME,
EUA). A seringa foi mantida na posicao vertical até que as ilhotas de Langerhans
fossem posicionadas, por acdo da gravidade, na extremidade da ponta da pipeta de
microaspira¢do. Nesta extremidade foi acoplado um tubo de polietileno medindo 0,965
mm de diametro e 10 centimetros de comprimento (Intramedic®, Becton Dickinson),
previamente infundido com etanol a 70% e solucdo salina balanceada de Hanks,
alternadamente. Esta ultima permanecia no interior do tubo. As ilhotas de Langerhans
foram injetadas no interior do tubo até o terco distal do sen comnrimento, Neste ponto,
o tubo foi dobrado sobre si mesmo, ocluido com um pequeno pedaco de fita adesiva,
desacoplado da seringa e centrifugado a 800 rotacdes por minuto durante 4 minutos.
A extremidade ocluida foi voltada para baixo com a finalidade de comprimir as ilhotas
de Langerhans e facilitar a inje¢do. A seguir, o tubo contendo as ilhotas de Langerhans
foi conectado novamente a seringa, evitando-se a entrada de ar no sistema. Desta

forma, as ilhotas de Langerhans foram posicionadas na extremidade distal do tubo.
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3.4.4.7 Transplante das ilhotas de Langerhans no receptor

Os receptores foram camundongos C57/BL6b (H-2°). Os animais foram
anestesiados com KET/XYL, conforme descrito em 3.3. Realizou-se tricotomia na
regido lombar esquerda e anti-sepsia com etanol a 70%, seguida de lombotomia
esquerda com exposicado do rim. Durante todo o procedimento, o rim foi
constantemente irrigado com solucao salina balanceada de Hanks utilizando-se uma
seringa de 10ml (Becton Dickinson) para evitar o ressecamento de sua cdpsula. A
seguir, foi realizado um pequeno orificio feito na cdpsula renal com a agulha de 23G
(Becton Dickinson). A ponta de uma pipeta de Pasteur modificada foi introduzida
entre o parénquima e a capsula renal, confeccionando-se uma loja no espaco
subcapsular com volume suficiente para acomodar as ilhotas de Langerhans. A ponta
do tubo de polietileno, conectado a seringa de Hamilton®, contendo as ilhotas de
Langerhans centrifugadas, foi introduzida pelo orificio da cdpsula na loja renal
subcapsular. As ilhotas de Langerhans foram lentamente injetadas na loja subcapsular
renal. O tubo foi retirado, e o rim novamente irrigado. O orificio criado na cdpsula
renal foi cauterizado com cautério oftdlmico (Solan, Chicago, IL, EUA) e as ilhotas de
Langerhans foram cuidadosamente espalhadas na loja renal subcapsular (Figura 4). O
rim foi introduzido novamente na cavidade abdominal e a parede abdominal foi

suturada com pontos separados de seda 4-0 (Ethicon, Sommerville, NJ, EUA).



FIGURA 4 ILHOTAS DE LANGERHANS APOS INJECAO NA LOJA SUBCAPSULAR

DO RIM
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3.4.4.8 Nefrectomia nos receptores dos tranplantes de ilhotas de Langerhans

No 120° dia de pds-operatorio, os animais com enxerto funcionante foram
submetidos a nefrectomia esquerda. Os animais foram posicionados em decubito
dorsal sob anestesia. Realizou-se uma incisao abdominal mediana com exposicao da
cavidade abdominal. O rim esquerdo contendo o enxerto foi isolado e o pediculo
vascular foi ligado com fio de algoddo 3-0 e seccionado.

Nestes camundongos, a glicemia foi verificada no 5° dia apds a nefrectomia,
para comprovacao do funcionamento prévio do enxerto. Assim, glicemia maior que
250 mg/dl foi considerada como indicativa do funcionamento prévio do enxerto, ou
seja, de que a normoglicemia prévia devia-se as ilhotas de Langerhans funcionantes
que foram transplantadas. Apos esta confirmacdo os camundongos foram sacrificados

conforme descrito em 3.2.

3.4.4.9 Exposicao ao aloantigeno do doador

Camundongos diabéticos receberam tratamento com anti-CD45RB nos dias
—1, 0 e 5 e também foram expostos aos seguintes aloantigenos: ilhotas de Langerhans
dos doadores BALB/c (H-2%) no grupo XV ilhotas de Langerhans de camundongos
nio-doadores DBA1 (H-2¥) no grupo XVI (controle). A exposi¢do ao antigeno foi
realizada no dia zero através da injecdo de 50 ilhotas de Langerhans no espaco

subcapsular do rim direito, conforme descrito acima (sec¢ao 3.4.3.7).

3.4.4.10 Cuidados pés-operatorios

No pos-operatério os animais foram mantidos em gaiolas individuais no
Biotério da Yale University, em sala mantida com temperatura ambiente entre 18 e
¥4/ R

Durante os trés primeiros dias apés a cirurgia ( timectomias, transplantes de

ilhotas de Langerhans e nefrectomias) os animais receberam Ibuprofen Pedidtrico
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20mg/ml diluido em dgua (Leader”, Cardinal Health, Dublin, MI, EUA-5ml por frasco
de dgua) e ragdo para roedores (Labdiet”, PMI Nutrition International Incorporation,
Brentwood, MO, EUA) moida e umida. Apds este periodo, os animais foram mantidos

com ragdo e agua ad libitum.

3.4.4.11 Avaliacao da glicemia no pds-operatorio

A glicemia dos animais foi verificada com glucometro no 1°, 2° 7° dia de
pos-operatério e depois a cada semana até apresentarem rejei¢do ou até o 120° dia.
Glicemia acima de 200mg/dl até o terceiro dia de pds-operatorio foi considerada nao-
funcionamento primdrio do enxerto. Glicemia acima de 250 mg/dl em qualquer outro
dia foi considerada rejeicao aguda ao enxerto. Apos 24 horas de confirmacgdao de
hiperglicemia, a glicemia foi novamente testada, para confirmacdo do diagnéstico de
nao-funcionamento primdrio ou de rejeicao aguda. Camundongos com rejeicao aguda
do enxerto foram sacrificados conforme descrito em 3.2 e aqueles com ndo-

funcionamento primdrio do enxerto foram sacrificados e excluidos do estudo.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada uma comparacao dois a dois dos grupos de animais submetidos
ao transplante de ilhotas de Langerhans em relagdo a varidvel tempo de sobrevida dos
enxertos, utilizando-se os testes ndo-paramétrico log-rank. Em todos os testes
considerou-se o nivel de significancia de 5% (p<0.05).

Para os dados obtidos dos experimentos que envolveram citometria de fluxo,
médias aritméticas com seus respectivos desvio padroes foram utilizadas entre os
animais do mesmo grupo para que se determinasse em dias seriados quando haveria o
estabelecimento do fendtipo linfocitdrio prévio ao tratamento (basal).

Foi utilizado os softwarse GraphPad Instat® versio 3.05 e Graphpad Prism ©
versao 3.02 (San Diego, CA, EUA) para a andlise estatistica e elaboracao dos

graficos.
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4 RESULTADOS

4.1 CINETICA DA EXPRESSAO DAS FORMAS DE CD45 E CTLA-4 EM
LINFOCITOS CD4" APOS TRATAMENTO STANDARD COM ANTI-
CD45RB

Utilizou-se animais do Grupo I (controle) e do Grupo II, anteriormente ao
tratamento, para definicdo do nivel basal da expressao das formas de CD45Rb e de
CTLA-4. Houve uma marcante alteracao da expressao das formas de CD45RB (Figura
5A) nos animais do Grupo II. Ao mesmo tempo, os animais do Grupo II apresentaram
também uma diminuicdo lenta, linear e gradativa ao nivel basal, com predominéancia
da forma CD45RB"*" e de um aumento da expressdo de CTLA-4 até o dia 17 ap6s o
tratamento (dia 17 vs nivel basal, p>0,05). E importante salientar que a expressio de
CTLA-4 nos animais do Grupo Il também aumentou rapidamente. Alcancou niveis
maximos no dia 10 e apresentou um declinio de sua expressdao que segue precisamente

Low

o comportamento da dimui¢do da expressao de CD45RB ™" em relacdo ao nivel basal
(Figura 5B). Como se tentou testar no presente estudo se linfécitos
CD4"CD45RB"“CTLA-4" eram os responsiveis pelo mecanismo de acdo do
anticorpo monoclonal anti-CD45RB, a determinag¢do da cinética da expressdao das

formas de CD45RB e de CTLA-4 constituiu-se no primeiro passo para que se testasse

tal hipotese.
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FIGURA 5- EXPRESSAO DAS FORMAS DE CD45 (A) E CTLA-4 (B) EM LINFOCITOS
CD4" DOS GRUPOSTEII
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Basal - nivel basal, correspondente a expressao (%) das formas de CD45RB e CTLA-4 em
camundongos que nao receberam tratamento (Grupo I, controle) e de camundongos do Grupo
II anteriormente ao tratamento. Foram realizados pelo menos trés experimentos independentes
em cada dia da andlise. Resultados foram demonstrados como a média da porcentagem dos
linfécitos CD4™ em cada dia de andlise.
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42 EFEITO DO USO DE MULTIPLAS DOSES DE ANTI-CD45RB NA
SOBREVIDA DO ALOENXERTO DE ILHOTAS DE LANGERHANS

Todos os animais que nao receberam tratamento e foram submetidos a
transplante de ilhotas de Langerhans (controle, Grupo VI) apresentaram rejei¢do ao
aloenxerto entre o 10° e 0 19° dia de pos-operatorio. Os camundongos tratados com 3
doses regulares (standard) do anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2 nos dias
—1, 0 e 5 (Grupo VII) apresentaram maior sobrevida do enxerto em relacao ao Grupo
VI, resultado esse estatisticamente significativo (p<0,05). Finalmente, camundongos
que receberam tratamento standard com 3 doses regulares do anticorpo monoclonal
anti-CD45RB MB23G2, seguidas por injecdo unica intra-peritoneal do mesmo a cada
15 dias (grupo VIII) ndo apresentaram rejei¢cdo ao aloenxerto até o dia 35, diminuindo
assim os episodios de rejei¢dao precoce (p<0,05). Uma das hipéteses estabelecidas no
presente estudo, previa que o tratamento com multiplas doses regulares do anticorpo
monoclonal anti-CD45RB MB23G2 fosse capaz de aumentar a sobrevida do enxerto
de ilhotas de Langerhans. No entanto, contrariando a idéia inicial, o uso de multiplas
doses de anti-CD45RB MB23G2 nao foi capaz de aumentar a sobrevida do enxerto
(andlise ao dia 120), ocorrendo rejei¢do ao aloenxerto, porém, em uma fase mais tardia

(Figura 6).
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FIGURA 6 - SOBREVIDA DO ENXERTO DE ILHOTAS DE LANGERHANS NOS
ANIMAIS DOS GRUPOS VI, VIIE VIII

—»— Grupo VI

_ 100
g - E —a&— Grupo VII
) ] & -4 Grupo VI
E 50 p=0’01 ] p
z ;
o) 60
TR
@
_.g 404 p>0,05
o
8
o) 20
n
0 T T T
50 75 100
dias

Figura demonstra a sobrevida do enxerto em dias (eixo x) para cada grupo (eixo y). Os grupos
incluidos sdo: camundongos sem tratamento (Grupo VI) n = 5; camundongos que receberam
tratamento standard com anti-CD45RB 100 pg i.v. nos dias -1, 0 e 5 (Grupo VII) n = 7;
camundongos que receberam tratamento standard com anti-CD45RB -1, O e 5 i.v. e nova dose
de anti-CD45RB (uma dose intraperitoneal) a cada 15 dias (Grupo VIII) n =12.

* Grupo VIII vs Grupo VII; p=0,01 no dia 30, p>0,05 no dia 120.

4.3 EXPRESSAO DAS FORMAS DE CD45RB E DE CTLA-4 APOS MULTIPLAS
DOSES DE ANTI-CD45RB

A expressao das formas de CD45RB e de CTLA-4 foram estudadas
novamente apos a utilizacao do esquema de miuiltiplas doses de anti-CD45RB. Multiplas
alternancias da expressao das formas de CD45RB ocorreram em direcdo a subpopulagao
CD45RB"™" (Figura 7A). No entanto, verificou-se que a expressao de CTLA-4 nao ¢

aumentada novamente com multiplas doses de anti-CD45RB (Figura 7B).
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FIGURA 7 - CINETICA DA EXPRESSAO DAS FORMAS DE CD45RB (A) E DE CTLA-4
(B) EM LINFOCITOS CD4" NO GRUPO III
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Basal* - nivel basal, correspondente a expressao (%) das formas de CD45RB e CTLA-4 em
camundongos que nao receberam tratamento (Grupo I, controle) e de camundongos do Grupo
II anteriormente ao tratamento. Foram realizados pelo menos trés experimentos independentes
em cada dia da andlise. Re-dose** foi obtida através de injecOes intraperitoneais de anti-
CD45RB a cada 15 dias (Grupo III). Resultados foram demonstrados como a média da
porcentagem de linfécitos CD4™ em cada dia de andlise. CD45RB “* nos dias 18 e 28 vs
nivel basal, p< 0,05; CTLA-4 nos dias 17,18 e 28 vs nivel basal, p>0, 05.
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4.4 SOBREVIDA DO ENXERTO DE ILHOTAS DE LANGERHANS NO GRUPO
IX

Para que se confirmasse o papel da auséncia de CTLA-4 como fator
determinante do ndao aumento da vida-média do aloenxerto apés miltiplas doses de
tratamento com anti-CD45RB foi a seguir testado se um transplante de ilhotas de
Langerhans em animais tratados com anti-CD45RB na auséncia de CTLA-4 seria
capaz de evitar a rejeicao ao aloenxerto. Desta forma foi proposto um modelo
experimental de transplante de ilhotas de Langerhans no qual os receptores recebiam
tratamento “‘standard ” com 3 doses de anti-CD45RB, e a injecdo de ilhotas de
Langerhans era postergada até o dia 18 apds tratamento, recebendo re-dosagem um dia
antes de receber o enxerto. Nesta situacdo, hd uma alternancia na expressao da forma
de CD45RB predominante, com maior nimero de linfécitos CD45RB“*" presentes,
porém n@o hd um aumento de CTLA-4 (Figura 7). Surpreendentemente, animais que
receberam nova dosagem de anti-CD45RB e foram transplantados no dia 19 ndo foram

capazes de sustentar sobrevida longa do aloenxerto, apresentando rejeicdo em um

periodo precoce, como se nao tivessem recebido tratamento (Figura 8).
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FIGURA 8 - SOBREVIDA DO ENXERTO DE ILHOTAS DE LANGERHANS NO
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Figura demonstra a sobrevida do enxerto em dias (eixo x) para cada grupo (eixo y). Os grupos
incluidos sdao: camundongos sem tratamento (Grupo VI) n = 5; camundongos que receberam
tratamento standard com anti-CD45RB 100 pg i.v. nos dias -1, 0 e 5 (Grupo VII) n = 7; e
camundongos que receberam tratamento standard com anti-CD45RB -1, 0 e 5 1.v., seguido de re-
dosagem com anti-CD45RB (dose unica intraperitoneal) no dia 18 com transplante realizado no dia 19
(Grupo IX) n =5.

Grupo VI vs. Grupo VII, p<0.05;
Grupo VI vs. Grupo IX; p>0,05.

45 CINETICA DA EXPRESSAO DAS FORMAS DE CD45RB E CTLA-4 EM
LINFOCITOS CD4® APOS TRATAMENTO COM ANTI-CD45RB NA
AUSENCIA DO TIMO

Com o intuito de manter o fendtipo das formas de CD45RB direcionado para
CD45RB™" tentou-se remover o timo para aue se evitasse a emergéneia de linfécitos
virgens CD45RB™®". A andlise da expressio das formas de CD45RB nos animais do
grupo V demonstrou que também ocorre um predominio da forma CD45RB“". Ao
mesmo tempo, a expressao de CTLA-4 apresenta também apresenta um aumento rapido
e diminuicdo progressiva. Contudo, diferentemente do que foi achado em animais que
ndo tiveram o timo removido, os linfocitos CD4" ndo apresentam um retorno da

expressao das formas de CD45RB e CTLA-4 aos niveis basais no dia 17 apos
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tratamento. Na verdade, o retorno ocorre uma semana mais tarde, no dia 24 ap06s inicio
do tratamento (Figura 9).

FIGURA 9 - CINETICA DA EXPRESSAO DAS FORMAS DE CD45RB (A) E CTLA-4
(B) EM LINFOCITOS CD4" NOS GRUPOS IVe V
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Timectomias foram realizadas no dia —7. Basal* - nivel basal, correspondente a expressao (%)
das formas de CD45RB e CTLA-4 em camundongos que ndo receberam tratamento (Grupo
IV, controle) e de camundongos do Grupo V anteriormente ao tratamento. Foram realizados
pelo menos trés experimentos independentes em cada dia da andlise. Resultados foram
demonstrados como a média da porcentagem de linfécitos CD4™ em cada dia de andlise.
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4.6 EFEITO DA TIMECTOMIA NA SOBREVIDA DO ENXERTO DE ILHOTAS
DE LANGERHANS EM ANIMAIS TRATADOS COM ANTI-CD45RB

Conforme demonstrado em camundongos que ndo sofreram remogao do timo,
todos os animais que ndo receberam tratamento e tiveram seu timo removido (grupo X)
apresentaram rejeicao ao aloenxerto na segunda semana de pds-operatorio. Camundongos
que receberam tratamento com anti-CD45RB e prévia remo¢dao do timo (grupo XI) nao
apresentaram rejeicao ao aloenxerto até o dia 30. Este grupo obteve uma diminuicdo dos
episodios de rejeicdo precoce em relacdo aos animais do Grupo VII (p<0,05).
Contrariando a ideia inicial que a remog¢ao parcial de linfécitos CD4+CD45RB™"
CTLA-4 seria capaz de aumentar a vida-média do enxerto, ndo houve um aumento

significativo da sobrevida das ilhotas de Langerhans (dia 120) que foram transplantadas,

ocorrendo rejeicao aguda do aloenxerto em uma fase mais tardia (dia 120).

FIGURA 10 - SOBREVIDA DO ENXERTO DE ILHOTAS DE LANGERHANS NOS
ANIMAIS DOS GRUPOS X E X1
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Timectomias foram realizadas no dia —7, e os transplantes no dia zero. Figura demonstra a
sobrevida do enxerto em dias (eixo x) para cada grupo (eixo y). Os grupos incluidos s@o:
camundongos sem tratamento (Grupo VI) n = 5; camundongos que receberam tratamento
“standard” com anti-CD45RB 100 pg i.v. nos dias -1, 0 e 5 (Grupo VII) n = 7; camundongos
que sofreram timectomia e ndo receberam tratamento (Grupo X) n=5, e camundongos que
sofreram timectomia e receberam tratamento “standard” de anti-CD45RB nos dias -1, 0 e 5
1.v. (Grupo XI) n = 10. *Grupo XI vs Grupo VII, p<0, 05 no dia 30.; p>0,05 no dia 120.
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4.7 PAPEL DOS LINFOCITOS CD4'CD45RB"”YCTLA-4* NO AUMENTO DA
SOBREVIDA DO ENXERTO DE ILHOTAS DE LANGERHANS MEDIADO POR
ANTI-CD45RB

Ap6s a demonstracao da importancia de CTLA-4 no mecanismo de acdo de
anti-CD45RB, tornou-se imperativo testar isoladamente a importancia de cada uma
das formas de CD45RB. Para isto, foi examinado se transplante de ilhotas de
Langerhans em um ambiente rico em linfécitos CD4+CD45RB™™ ou
CD4'CD45RB™" gerados apds tratamento com anti-CD45RB seria capaz de evitar a
rejeicdo do enxerto e/ou aumentar sua vida média. Com este proposito, foi
desenvolvido um modelo experimental de transplante de ihotas de LLangerhans e uso de
anti-CD45RB em que se postergava o implante do aloenxerto, verificando-se assim se
estas diferentes populagcdes linfocitdrias exerceriam papel diferente na rejeicao ou
aceitacao do enxerto. Receptores foram tratados com dose “standard’ de anti-
CD45RB nos dias —1, 0, and 5, e receberam o enxerto em tempos diferentes, nos quais
se conhecia previamente o fenétipo dos linfécitos CD4" (Figura 5).

Assim, os animais que receberam implante do enxerto no dia 18 (Grupo XIV)
rejeitaram os aloenxertos como se nao tivessem recebido tratamento prévio (p>0,05 vs
Grupo VI). Demonstrou-se ainda que se o transplante fosse postergado até o dia 10
(Grupo XIII) os camundongos tamb€m rejeitaram o enxerto de maneira precoce. Somente
10% dos animais deste grupo apresentaram sobrevida do aloenxerto maior que 120 dias
(p<0,05 vs Grupo VI e XIV). Se o transplante fosse postergado somente até o dia 7
(Grupo XII), os camundongos ainda seriam capazes de evitar rejeicdo ao aloenxerto,
apresentando sobrevida do aloenxerto por mais de 120 dias em 33% dos animais (p<0,05

vs Grupos VI, XIIT e XIV; p>0,05 vs Grupo VII) - Figura 11.
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FIGURA 11- SOBREVIDA DO ENXERTO DE ILHOTAS DE LANGERHANS NOS
ANIMAIS DOS GRUPOS XII, XIII E XIV
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Figura demonstra a sobrevida do enxerto em dias (eixo x) para cada grupo (eixo y). Os grupos
incluidos s@o: camundongos sem tratamento (Grupo VI) n = 5; camundongos que receberam
tratamento standard com anti-CD45RB 100 pg i.v. nos dias -1, 0 e 5 (Grupo VII) n=7; ;
camundongos que receberam tratamento standard com anti-CD45RB 100 pg i.v. nos dias -1,
0 e 5 e tiveram seu transplante adiado até o dia 7 (Grupo XII) n = 6; camundongos que
receberam tratamento standard com anti-CD45RB 100 pg i.v. nos dias -1, 0 e 5 e tiveram seu
transplante adiado até o dia 10 (Grupo XIII) n=10; e camundongos que receberam tratamento
standard com anti-CD45RB 100 pg i.v. nos dias -1, O e 5 e tiveram seu transplante adiado até
o dia 18 (Grupo XIV) n = 6. * Grupo XII vs Grupos VI, XIII, e XIV, p<0,05; Grupo VII vs
Grupo XII, p>0,05.

4.8 AVALIACAO DE ANTICORPO RESIDUAL ANTI-CD45RB NA MEMBRANA
DOS LINFOCITOS CD4" E NA CIRCULACAO PERIFERICA APOS
TRATAMENTO STANDARD

De maneira importante, a avaliacao da presenca de anti-CD45RB residual foi
negativa a partir de 48 horas apds a administracao da ultima dose de anti-CD45RB. Ou
seja, no momento da avaliacdo por citometria de fluxo o anticorpo ja ndo estava
presente na membrana dos linfocitos CD4". Detectou-se a presenca de anti-CD45 na
membrana celular de menos de 0,01% dos linfécitos CD4" e em menos de 0,001% dos

linfécitos CD4™ no sangue periférico (Figura 12).
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FIGURA 12 — AUSENCIA DE ANTICORPO RESIDUAL NA MEMBRANA DOS
LINFOCITOS CD4" APOS DOIS DIAS DA ULTIMA DOSE DE ANTI-
CD45RB

anticorpo] o
residual ?

Expressao de anticorpo residual no sangue periférico (A) e esplendcitos (B)

4.9 EFEITO DA EXPOSICAO AO ANTIGENO DO DOADOR NA SOBREVIDA
DO ENXERTO DE ILHOTAS DE LANGERHANS MEDIADO POR ANTI-
CD45RB

Formulou-se a hipdtese que uma exposicdo ao antigeno do doador seria
importante para a obtenc@o de resultados satisfatérios com o uso do anticorpo
monoclonal anti-CD45RB. Para testar esta hipotese, utilizou-se um modelo de
transplante de ilhotas de Langerhans onde se implantava 50 ilhotas de Langerhans
especificas dos doadores camundongos BALB/c no espago subcapsular do rim direito

dos receptores durante o tratamento com anti-CD45RB (no dia zero), e se postergava o
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transplante do aloenxerto até o dia 10. Ilhotas de Langerhans de camundongos DBA1
(ndo especificas do doador) implantadas no mesmo dia e niimero serviram como grupo
controle.

Demonstrou-se que o grupo de camundongos que foram expostos ao
antigeno especifico do doador nao rejeitaram o enxerto da mesma maneira que animais
que nao foram tratados (p<0,05 vs Grupo VI). Estes animais mantiveram suas ilhotas
de Langerhans funcionantes até o dia 120 do estudo (60%). Somente 10% dos animais
do grupo XV que nado foi exposto ao antigeno (Grupo XIII) apresentaram enxerto
funcionante até o dia 120 (p<0,05). Por outro lado, nenhum dos animais deste grupo
que foram expostos ao antigeno ndo especifico do doador (Grupo XVI) foram capazes

de manter seus enxertos funcionantes até o dia 120 (p<0,03) - Figura 13.

FIGURA 13 - SOBREVIDA DO ENXERTO DE ILHOTAS DE LANGERHANS NOS
ANIMAIS DOS GRUPOS XV E XVI
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Figura demonstra a sobrevida do enxerto em dias (eixo x) para cada grupo (eixo y). Os grupos
incluidos sdo: camundongos que receberam tratamento standard com anti-CD45RB 100 pg 1.v.
nos dias -1, 0 e 5 e tiveram seu transplante adiado até o dia 10 (Grupo XIII) n=10; camundongos
que receberam tratamento standard com anti-CD45RB 100 pg i.v. nos dias -1, O e 5, receberam
injecdo de 50 ilhotas de Langerhans especificas do doador no dia 0 e tiveram seu transplante
adiado até o dia 10 (Grupo XV), n = 6, e camundongos que receberam tratamento standard com
anti-CD45RB 100 pg i.v. nos dias -1, 0 e 5, receberam injecao de 50 ilhotas de Langerhans ndo
especificas do doador no dia O e tiveram seu transplante adiado até o dia 10 (Grupo XVI), n=6.*
Grupo XV vs Grupos X VI e XIII (no dia 120 do experimento), p<0,03.



70

5 DISCUSSAO

O método de isolamento das ilhotas de Langerhans através da digestao
do tecido pancredtico com a enzima colagenase e de purificagdo com o uso de
separador celular ainda apresenta imperfei¢cdes. Conforme demonstrado pelo grande
nimero de doadores utilizados para obtencdao do nimero adequado de ilhotas de
Langerhans, vé-se que o método ainda € custoso, demorado e pouco eficiente. Esse €
um problema comum nos estudos experimentais com transplante de ilhotas de
Langerhans, bem como ponto critico em estudo e evolucdo em protocolos clinicos. No
entanto, modelos experimentais que utilizam o transplante das ilhotas de Langerhans
em murinos para estudos de imunologia de transplante de O6rgdos apresentam
vantagens em relacdo aos modelos experimentais de transplante de outros 6rgaos.
Transplante cardiaco e hepdtico nao impoem um numero de barreiras imunoldgicas
suficientes ao receptor. Ja o transplante de pele, pulmao e de intestino ndao permitem
um estudo claro e definido dos mecanismos imunoldgicos de reacdo ao aloenxerto uma
vez que apresentam cé€lulas do sistema imune proprias, que sao elementos-chave da
resposta imune a estes enxertos. Desta forma o transplante da ilhotas de Langerhans
apresenta-se como modelo experimental que reproduz de maneira fidedigna a resposta
imune ao aloenxerto. Também mostra como outros fatores estdo envolvidos no
sucesso de transplante: preservacao adequada do enxerto; efeito da preservacdao na
toxicidade ao enxerto e; suscetibilidade especifica de cada célula a rejeicao.

Como se tentou provar no presente estudo que linfécitog
CD4'CD45RB"™CTLA-4" eram os responsiveis pelo mecanismo de acdo do
anticorpo monoclonal anti-CD45RB, a determinacdo da cinética da expressdao das
formas de CD45RB e de CTLA-4 constituiu-se no primeiro passo para que se testasse
esta hipotese. Os resultados deste estudo mostraram que uma marcante alteracao da
expressao das formas de CD45RB também ocorreu. Ao mesmo tempo, houve uma

Low

diminuic@o progressiva da expressdao da forma CD45RB . Ainda se verificou que

acontece uma diminui¢ao também progressiva da expressao de CTLA-4 até o dia 17
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apo6s o inicio do tratamento, o que segue 0 mesmo padrdo de alteracdo das formas de
CD45 retornando ao nivel basal.

Gao et al. (1999) demonstraram que os linfécitos CD4” de animais tratados
com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB sdo os responsdveis pela modulacdo do
sistema imune. Conseqiientemente hd um aumento da sobrevida dos enxertos e
inducdo de tolerancia imunoldgica *’. A associacdo entre a mudanca na expressio das
formas de CD45RB e a sobrevida dos enxertos foi comprovada também por
Basadonna et al. em um modelo experimental de transplante de ilhotas de Langerhans
"' Lazarovits et al. (1996) também observaram um aumento significativo da sobrevida
dos enxerto dos animais tratados com anti-CD45RB em um modelo de transplante
renal em camundongos .

A determinacdo da cinética da expressdao das formas de CD45RB e de
CTLA-4 foi fundamental para que se entendesse inicialmente que a mesma ¢
dindmica. As alteracdes na formas de CD45 e CTLA-4 ocorrem por um tempo restrito

‘

e sao concomitantes. Desta forma, pode-se presumir que o efeito “imune” de anti-
CD45RB seja limitado até a segunda semana do implante do enxerto e do tratamento.
O presente estudo ndo identificou uma relacdo entre diminuicao transitoria
no nimero de linfécitos CD4" no sangue periférico de camundongos submetidos ao
transplante de ilhotas de Langerhans. Basadonna et al (1998) foram os primeiros a
demonstrar que a administracao do anticorpo monoclonal anti-CD45RB produz esta
diminui¢do transitoria no numero de linfécitos. Esse nimero retorna ao normal na
segunda semana de pds-operatorio. Os autores observaram ainda que o niimero de
linfécitos CD4™ no bago e no tecido linféide ndo se modifica com a administra¢dao do
anticorpo. Entretanto, esta diminui¢do transitoria dos linfécitos ndao foi relacionada
com episodios de rejeicdo e com o mecanismo de acdo do anticorpo monoclonal anti-
CD45RB. Ainda no mesmo estudo, 50% dos animais tratados com anti-CD45RB
tenham apresentado sobrevida longa do enxerto de ilhotas de Langerhans, a grande

maioria dos animais apresentou rejeicdo entre a segunda e terceira semana do

tratamento '
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O presente estudo demonstrou que a cinética da mudanga nas formas de
CD45 e na expressao de CTLA-4 s@o limitadas, ocorrendo um retorno a niveis basais
no dia 17, podendo ser o motivo da rejeicio em 50% dos animais na segunda ou
terceira semana apoOs o transplante. Fecteau et al (2001) demonstraram que 0O
mecanismo de ac@o do anticorpo monoclonal anti-CD45RB ¢ também mediado pela
molécula CTLA-4 . Porém, de maneira mais importante, a idéia de que se essa
cinética possa ser alterada, implica em uma possivel melhoria na sobrevida do enxerto.

Um dos objetivos principais deste trabalho foi avaliar se alterou o efeito da
mudanca da cinética das formas de CD45 e de CTLA-4, o que poderia aumentar a
eficicia do uso de anti-CD45RB, melhorando a sobrevida do enxerto. Com esta
finalidade foi testado se miltiplas doses do anticorpo monoclonal anti-CD45RB
manteria a populagio de linfécitos CD4" com o fendtipo desejado
(CD4'CD45RB™™CTLA-4%) e, ao mesmo tempo, se induziria um aumento da
sobrevida do enxerto neste modelo experimental de transplante de ilhotas de
Langerhans. Optou-se por novas inje¢des de anti-CD45RB a cada 15 dias, baseado no
resultado da cinética da expressao das formas de CD45RB e de CTLA-4.

Optou-se pelo uso de novas inje¢des de anti-CD45RB via intraperitoneal
apés se observar que alguns animais morreram depois da terceira ou quarta nova dose
do anticorpo (dia 45 ou 60). Achados similares foram descritos pelo grupo de Miami
que atribuiu este efeito a um possivel desenvolvimento de doenga do soro nos animais
(Inverardi et al, ndo publicado).

Conforme estudos anteriores de Basadonna et al (199R) Freitac (2000) e
Fecteau et al (2001), todos os animais que ndo receberam tratamento apresentaram
rejei¢dao ao aloenxerto na segunda semana de pos-operatorio (entre os dias 13 e o 19)
112729 Neste estudo, os camundongos tratados com 3 doses regulares do anticorpo
monoclonal anti-CD45RB MB23G2 apresentaram maior sobrevida do enxerto. Cerca
de 50% dos animais apresentando sobrevida longa do enxerto por mais de 120 dias. A
outra metade apresentou rejei¢do precoce também entre a segunda e terceira semana

pos-operatoria. Camundongos que receberam multiplas doses de anti-CD45RB apos o
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tratamento standard nao apresentaram rejeicdo ao aloenxerto até o dia 35. Assim se
conseguiu diminuir os episodios de rejeicdo precoce (andlise realizada no dia 30). No
entanto, contrariando a id€ia inicial de que um tratamento com maior nimero de doses
de anti-CD45RB seria capaz de aumentar a sobrevida do enxerto, nao houve um
aumento significativo da sobrevida das ilhotas de Langerhans que foram
transplantadas, ocorrendo rejei¢do tardia (andlise realizada no dia 120).

Em busca de uma explicacdo plausivel para a melhoria apenas parcial ou
tempordria do esquema terapéutico, novos estudos de cinética foram conduzidos.
Conforme previsto, mudltiplas alternancias da expressdo das formas de CD45RB

ocorreram em direcdo a subpopulacio CD45RB™"

. Porém, de maneira inesperada,
verificou-se que a expressao de CTLA-4 nio é aumentada novamente com o uso de
multiplas doses de anti-CD45RB.

Para que se confirmasse que a auséncia de CTLA-4 foi o fator determinante
da ndo melhoria da sobrevida do enxerto foi a seguir testado se o uso de multiplas
doses de anti-CD45RB (na auséncia de CTLA-4) seria capaz de evitar a rejei¢do ao
aloenxerto. Desta forma, estabeleceu-se um modelo experimental de transplante de
ilhotas de Langerhans no qual os receptores recebiam tratamento “standard ” com 3
doses de anti-CD45RB. A injecdo de ilhotas de Langerhans era postergada até o dia 19
apOs o tratamento. A seguir, os animais recebiam nova dosagem um dia antes da
transplante do enxerto. Nesta situacdo, hd uma alternicia na expressdo da forma de

Low

CD45RB predominante, com maior numero de linfécitos CD45RB presentes.

Porém, nio hda um aumento de CTLA-4. O modelo pode assim confirmar ce a ancéncia
de CTLA-4 agiu como fator determinante do ndo aumento da sobrevida do aloenxerto
ap6s multiplas doses de tratamento com anti-CD45RB. Os animais utilizados neste
modelo experimental ndo sustentaram uma sobrevida longa do aloenxerto,
apresentando rejeicdo em um periodo precoce, como se ndo tivessem recebido
tratamento.

CTLA-4 ¢ uma molécula que regula negativamente a resposta imune, atraveés

da ativacd@o intracelular de sinais supressores da divisdao celular. Acreditava-se que
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para que CTLA-4 fosse expresso, houvesse a necessidade da ocorréncia de ativagdo
linfocitaria ®. No entanto, Fecteau et al (2001) demonstraram que anti-CD45RB ¢
capaz de aumentar a expressao de CTLA-4 sem que ocorra ativacao celular 714 que
outras estratégias que visam o aumento da expressdao de CTLA-4 sdo falhas ou pouco
eficazes, a utilizagdo de anti-CD45RB € considerada atualmente a unica maneira de se
aumentar o nivel da expressao de CTLA-4 em protocolos de imunossupressdo e de
inducio de tolerancia imunoldgica **,

Embora ainda nao se tenha testado um modelo in vivo adequado para o
estudo do comportamento da expressao de CTLA-4, muito se conhece do seu
mecanismo molecular e dos sinais intracelulares que podem advir da liga¢do de
CTLA-4 com seus ligantes.

Diversos autores também estudaram a expressao de CTLA-4 no
compartimento intracelular de linfécitos CD4" com expressio de CD45RB™",
mostrando auséncia da expressao de CTLA-4 de superficie ou intracelular em
linfécitos CD4" com expressio de CD45RB™" **%7 Outros mostraram a eXpressao
de CTLA-4 no interior do complexo de Golgi */***!"¥,

Apo6s a interagdo da APC com o linfécito CD4, o complexo de Golgi se
posiciona voltado para a face da c€lula em que ocorre o contato. Isto resulta na
secre¢do de proteinas como citocinas ou granulos citotéxicos no sitio de contato

. 14,58
intercelular

. Como as proteinas secretadas e proteinas de membrana utilizam o
mesmo mecanismo de exportagcdo, ocorre também a secre¢do direcionada da proteina
de membrana CTLA-4. Por ser instdvel a sua presenca na superficie celular mediando
a interacao linfocitos-APCs, ela € reciclada continuamente entre o compartimento

- SESRT L ce 363,104
intracelular e a superficie linfocitaria

. A presenga de CTLA-4 no compartimento
intracelular e sua ciclagem para a superficie celular possivelmente representa a
necessidade de limitar os niveis dessa molécula potente e de alta afinidade as
moléculas B7-1 e B7-2 em relacdo a molécula CD28 .

Mais recentemente, descobriu-se também que esta molécula € capaz de regular

a progressao do ciclo celular. CTLA-4 controla a producdo de IL.-2 e a transcricao de
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importantes enzimas intracelulares que sao requeridas para a progressao de GO para G1
' A cinética do mecanismo inibitério de CTLA-4 in vitro também ¢é bem caracterizada,
bem como as modificacdes que ocorrem na membrana celular ">,

O modelo experimental aqui proposto para o estudo da cinética e da
importancia da molécula de CTLA-4 no mecanismo de acdao do anticorpo monoclonal
anti-CD45RB demonstrou-se de simples execucdo e facil reprodutibilidade. Embora a
auséncia da nova expressao de CTLA-4 seja no minimo curiosa, ndo se conseguiu
entender exatamente os motivos da mesma. Porém, é provdavel que a auséncia da
expressao de CTLA-4 tenha sido responsdvel pela nao melhoria da sobrevida do
enxerto de ilhotas de Langerhans com o esquema terapéutico que utilizou apds
multiplas injecoes de anti-CD45RB. Eventualmente, estudos experimentais futuros
utilizando outros modelos animais, como camundongos que nao expressam CTLA-4 ¢
seus ligantes (“CTLA-4 triple knock-out”) possam esclarecer de maneira mais clara
como CTLA-4 interfe no mecanismo de acao de anti-CD45RB.

Demonstrada a importancia de CTLA-4 no mecanismo de acdo de anti-
CD45RB, tornou-se imperativo testar isoladamente a importancia de cada uma das
formas de CD45RB no mecanismo de a¢@ao do anticorpo monoclonal anti-CD45RB.
Um dos objetivos do presente estudo foi avaliar o papel do timo na troca das
populacdes linfocitdrias que ocorrem com a administracdo de anti-CD45RB. Sabe-se
que animais que tem seu timo removido, apresentam um maior nimero de linfécitos

ngh) na

CD45RB™" ¢ um menor nimero de células jovens, imaturas (CD45RB
circulacdo periférica. Postulou-se que se evitasse a entrada dos linfécitos CD4SRRME
para a circulacdo periférica através da eliminacdo de sua fonte principal (o timo), um
aumento da sobrevida do enxerto seria atingida. Assim, sabendo-se que linfocitos
“virgens” provenientes do timo expressam em sua maioria o fenétipo CD45RB""
CTLA-4", timectomias foram realizadas 7 dias antes do tratamento standard com anti-
CD45RB para que se evitasse a migragio das células virgens (CD45RB™"€" CTLA-4 )

para a circulagdo periférica e 6rgaos linféides. A andlise da expressao das formas de

CD45RB demonstrou, conforme o esperado, que nesta situac@o também ocorre uma
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alteracao da forma prevalente, com predominio da forma CD45RB™". Ao mesmo
tempo, a expressao de CTLA-4 ndo sofre alteracdo, apresentando também um aumento
rdpido e uma diminuicdo progressiva. Contudo, diferente do que foi achado em
camundongos que ndo tiveram o timo removido, os linfécitos CD4™ ndo apresentaram
um retorno da expressao das formas de CD45RB e CTLA-4 ao niveis basais no dia 17
ap6s tratamento. Na verdade, o retorno da expressio de CD45RB™" e¢ CTLA-4 a
niveis basais apresenta um atraso devido a remog¢do do timo. Mesmo assim, a
expressao das formas de CD45RB e de CTLA-4 retornam ao nivel basal uma semana
mais tarde, no dia 24 ap0s inicio do tratamento. Embora se acreditasse, previamente a
realizacao deste experimento, que os linfocitos poderiam ficar desviados para o
fenétipo CD4"CD45RB"“CTLA-4" indefinidamente, o atraso do retorno das formas
de CD45RB e CTLA-4 aos niveis basais demonstrou que o timo ¢ um controlador
parcial da origem de linfécitos CD4*'CD45RB™#"CTLA-4", tornando provavel que o
restante das células CD4"CD45RB"'CTLA-4" sejam provenientes da conversdo
periférica de linfécitos CD4"CD45RB““CTLA-4".

Para que se testasse a ocorréncia de conversao periférica e se a auséncia
parcial de linfécitos CD4"CD45RB™¢" CTLA-4", promovida pela retirada prévia do
timo, afetaria a sobrevida do aloenxerto, camundongos diabéticos tiveram seus timos
removidos uma semana antes de receberem tratamento com anti-CD45RB e
transplante de ilhotas de Langerhans. Conforme demonstrado em camundongos que
nao sofreram remocdao do timo, todos os animais que ndo receberam tratamento
apresentaram rejeicdo ao aloenxerto na segunda semana de pds-operatério. Osg
camundongos tratados com anti-CD45RB apresentaram maior sobrevida do enxerto
em relagdo ao grupo controle. Camundongos que receberam tratamento com anti-
CD45RB e prévia remog¢ao do timo ndo apresentaram rejeicdao ao aloenxerto até o dia
35, diminuindo assim os episédios de rejeicdo precoce. No entanto, a ocorréncia de
rejei¢do tardia contrariou a idéia de que a remocdo de linfécitos CD4"CD45RB™"

CTLA-4 seria capaz de aumentar a sobrevida do enxerto.

A maneira como foi testado papel do timo na cinética das formas de
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CD45RB foi inédita. Embora ja tenha sido descrito o papel do timo na funcdao de
outras subpopulagdes linfocitdrias, ainda ndo se havia testado o efeito da remocao do
timo apds administracao de anti-CD45RB. Os resultados encontrados no presente
estudo demonstraram que o timo exerce papel importante no controle das trocas das
formas de CD45RB, como fornecedor de linfécitos jovens que ainda ndao encontraram
0 antigeno (CD45RB™®"). Porém, o fato de a remocdo ndo promover auséncia
completa de linfocitos CD45RB™®" na circulacdo periférica e nio prolongar a
sobrevida do enxerto apenas na fase inicial ocorre porque boa parte dos linfécitos
CD45RB™®" ¢ origindrio da conversio periférica de linfécitos CD45RB™".

Também foi testado o papel das diferentes formas de CD45RB na rejeicdao ou
aceitacdo do enxerto mesmo na auséncia da exposicdao ao antigeno do doador. Para
isto, realizaram-se transplante de ilhotas de Langerhans em um ambiente rico em
linfécitos CD4*CD45RB“"CTLA-4", ou CD4'CD45RB™" CTLA-4" gerados apés
tratamento com anti-CD45RB, para que se comprovasse o papel destas populacoes
linfocitdrias na auséncia da exposi¢do ao antigeno do doador. Foi assim desenvolvido
um modelo experimental de transplante de ihotas de Langerhans e uso de anti-
CD45RB em que se postergava o implante do aloenxerto, verificando-se o exato papel
destas diferentes populacdes linfocitdrias na rejeicdo ou aceitacdo do enxerto.
Receptores foram tratados com dose standard de anti-CD45RB nos dias -1, 0 e 5.
Receberam o enxerto em tempos diferentes, em quais se conheciam previamente o
fenétipo dos linfécitos CD4™ com os resultados do estudos de cinética das formas de
CD45RB e CTLA-4 realizados previamente. Este modelo experimental em que se
postergava o implante do aloenxerto também foi inédito e pode demonstrar claramente
a diferenca de cada uma destas subpopulacdes linfocitarias. Conforme esperado, os
animais que receberam o enxerto no dia 18, quando a expressao das formas de
CD45RB e CTLA-4 ja retornaram aos niveis basais, rejeitaram os aloenxertos como se
nao tivessem recebido tratamento prévio. Camundongos que tiveram seu transplante
postergado até o dia 10, quando a expressio de CTLA-4 é médxima e ainda ha

Low

prevaléncia de linfécitos CD45RB™" na circulacao periférica, também rejeitaram o
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enxerto de maneira precoce em sua maioria, sendo que somente 10% dos animais
apresentaram sobrevida longa do aloenxerto. Um achado importante foi que se o
transplante fosse postergado até o dia 7, quando CTLA-4 ainda estd aumentando e jd

Low

hd um predominio de linfécitos CD45RB ™" na circulagdo periférica, os camundongos
ainda seriam capazes de apresentar uma maior sobrevida do aloenxerto (por mais de
120 dias em 33% dos animais). Vale destacar que conforme os achados de Basadonna
et al (1998) e Freitas (2000) no dia 7 apds tratamento (48 horas apds ultima dose de
anti-CD45RB) ndo houve detec¢ao de anticorpo residual na circulagcdo periférica e na
superficie linfocitdria st

Torna-se assim evidente com o resultado destes experimentos que a
subpopulacdo linfocitiria que apresenta o fenétipo CD4 CD45RB™“CTLA-4" ¢ a
responsavel pela melhoria da sobrevida do aloenxerto com a utilizacao de anti-
CD45RB, mesmo na auséncia de exposi¢ao ao antigeno do doador.

Foi intrigante a ndo reprodutibilidade dos resultados adquiridos com o
tratamento standard com anti-CD45RB nos animais que tiveram seu transplante
postergado até o dia 10 (momento no qual a subpopulacao linfocitdria que apresenta o
fenétipo CD4"CD45RB"“CTLA-4" é mais prevalente). Tornou-se assim possivel a
existéncia de fatores adicionais que pudessem exercer um papel decisivo durante a
“janela imunoldgica”, no periodo quando a expressao de CTLA-4 estd aumentada e ha

uma predominancia de linfécitos CD4"CD45RB™ na circulagdo periférica

(representado em cinza na Figura 14).
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FIGURA 14 — “JANELA IMUNOLOGICA” APOS O TRATAMENTO COM
ANTI-CD45RB

Ant1-CD45RB anda
detectavel na periferia

Nivel de expressividade

[ [ { : 10 17 20

Doses de Anti-CD435RR Dias

Ja que nao houve detec¢ao de anticorpo residual na circulacdo periférica,
formulou-se a hipétese de que uma exposi¢do ao antigeno, seria o elo para a obtenc¢ao
de resultados satisfatérios com o uso do anticorpo monoclonal anti-CD45RB. Vale
ressaltar que nesta situacdo, o antigeno seria do doador jd que nao ha a presenca de
anii-CD45 residual no sangue peritérico.

A utilizacdo de transfusdo de antigenos do doador (DST) € capaz de gerar
tolerdncia imunolégica e uma melhoria da sobrevida do enxerto em uma série de

41,86.125
. Contudo, em outros

modelos experimentais em camundongos e primatas
modelos experimentais, especialmente com a utilizagdao de transplante de ilhotas de
Langerhans ndo hda uma melhoria na sobrevida do enxerto, podendo inclusive

acontecer uma deterioracdo mais rdpida do enxerto, através de um processo de rejei¢ao
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. 44.91,117
hiperaguda ao aloenxerto .

Assim, para se testar a importancia da exposi¢do ao antigeno do doador,
optou-se por um modelo de DST com implante de 50 ilhotas de Langerhans
especificas dos doadores camundongos BALB/c no espaco subcapsular do rim direito
dos receptores (no dia zero) e se postergou o transplante do aloenxerto até o dia 10,
para que se pudessse utilizar animais do grupo XIII como “controle”. Os camundongos
que foram expostos ao antigeno do doador obtiveram um aumento da sobrevida do
enxerto em 60% dos animais do grupo, enquanto que somente 10% dos animais do
grupo que nao foram expostos ao antigeno apresentaram enxerto funcionante até o dia
120. Nenhum dos animais que foram expostos a um antigeno inespecifico foram
capazes de manter seus enxertos funcionantes até o dia 120. Desta maneira, torna-se
evidente que a exposi¢do ao antigeno do doador € um fator fundamental e necessario
ao aumento de sobrevida do aloenxerto mediado pelo anticorpo monoclonal anti-
CD45RB em um modelo de transplante de ilhotas de Langerhans. Ao mesmo tempo, a
simples exposi¢dao ao antigeno ndo foi suficiente para que se prolongasse a sobrevida

do enxerto.
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6 CONCLUSAO

Baseado nos resultados deste estudo, obtiveram-se as seguinte conclusoes:

A).“... a subpopulacdo linfocitdria que apresenta o fendtipo CD4+CD45RB"CTLA-4+¢é a

responsdvel pela melhoria da sobrevida do aloenxerto?.” Esta subpopulacdo € a responsdvel
pela melhora da sobrevida do aloenxerto de ilhotas de Langerhans mediada pelo
anticorpo monoclonal anti-CD45RB. A ac¢do do anticorpo provavelmente ¢ devida a
uma combina¢do de alteracdoes imunolégicas das quais destacam-se o aumento da

expressao da molécula CTLA-4 aliada a exposicao ao antigeno do doador.

B) “.. por quanto tempo esta alteracdao da populacdo linfocitdria persiste?”. A cinética
das alteracdes imunoldgicas geradas pelo anticorpo monoclonal anti-CD45RB ¢é
tempordria e dura 16 dias apds o inicio do tratamento e implante do enxerto (doses

nos dias —1, 0 e 5). As alteracdes das formas de CD45RB e da expressao de CTLA-4

sao também concomitantes.

C) “(quais sao) ... os efeitos da administragcdo de miiltiplas doses de anti-CD45RB?” O
uso de multiplas injecdoes de anti-CD45RB € capaz de re-alterar as formas de
CD45RB, gerando linfécitos CD4+CD45RB""; porém, por mo de CTLA-4. Nio se
demonstrou vantagem a longo prazo com a utilizagdo de um regime de multipla re-
dosagem de anti-CD45RB, sendo que a eficdcia do mesmo foi s tivos desconhecidos
ndo € capaz de reinduzir um aumento da expressividade omente evidente até o dia 30
de pds-operatorio.

D) “ (qual é) ....o papel do timo na troca das populades linfocitdrias que ocorrem com a

administragdo de anti-CD45RB?” . O timo apresentou um mecanismo de regulacao parcial
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das formas de CD45RB, como fonte de origem dos linfécitos CD4"CD45RBM". O
restante desta subpopulacdo orgina-se da conversdo periférica de linfocitos
CD4"CD45RB"". Camundongos submetidos a timectomia demonstraram uma menor
taxa de rejeicdo até o dia 30 de pds-operatério, sem aumento da sobrevida do enxerto a
longo prazo.

E) “ (qual é) a importancia e eficdcia da exposi¢ao ao antigeno do doador no mecanismo
de agdo de anti-CD45RB?”. Durante a janela imunolégica onde as formas de CD45RB
estdo invertidas e a expressao de CTLA-4 estd aumentada, a exposi¢do ao antigeno do
doador ¢é fator fundamental, e necessdrio (porém, nao suficiente) para que se aumente a

sobrevida do enxerto de ilhotas de Langerhans.
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ANEXO

ANTICORPOS E REAGENTES

Solucao tampdo de fosfato (PBS) foi constituida de: 53,6 gramas de
K>HPO,; 12,8 gramas de KH,PO,; e 340 gramas de NaCl, diluidos em 4 litros de dgua
bi-destilada. O pH foi ajustado entre 7,2-7,4. A seguir, a solucdo foi diluida a 1% e
estocada a 4°C para uso em todos os experimentos deste trabalho.

A solugdo de lise de eritrocitos foi constituida por: 8,29 gramas de NH,ClI; 1
grama de KHCO; e; 0,362 gramas de EDTA, diluida em 1 litro de PBS a 1% e
estocada a 4°C.

O anticorpo  monoclonal anti-CD45RB  (HB220, MB23G2) para
camundongos foi produzido por técnicas de hibridoma e obtido de Bioexpress
Corporation (West Lebanon, NH, EUA), sendo estocado a -80°C e diluido para uso
final a 1mg/ ml.

Os anticorpos utilizados para imunofluorescéncia, adquiridos de BD
Pharmingen (San Diego, CA, EUA), foram: Imunoglobulina G (IgG) de Rato anti-
camundongo-Fluorescein Isothyocianate (FITC); IgG de Cabra anti-rato (FITC); IgG
de rato anti-CD45RB e de camundongo-FITC; IgG de Hamster anti-humana-R-
Phycoerithrin -PE; IgG de rato anti-CTLA-4 de camunodongo-PE; IgG de rato anti-
camundongo-Cy-Chrome (Cy) e; IgG de rato anti-CD4 de camundongo-Cy. Os frascos
foram mantidos durante toda a fase experimental em camara escura a 4°C.

Soro bovino e de bezerro foram adquiridos de Gibco BRL (Grand Island,
NY, EUA) e estocados a -20°C.

Saponina foi adquirida de Sigma Corporation (Saint Louis, MO, EUA),
estocada em temperatura ambiente e diluida previamente a cada experimento a 0,5%
em PBS a 1% para realiza¢dao de imunofluorescéncia intra-celular.

Formaldeido a 37% foi adquirido de JT Baker (Phillisburg, NJ, EUA),
diluido a 2% em PBS a 1% e estocado a 4°C.
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Para anestesia foi utilizado uma mistura de Ketamina 100mg/ml ( Ketaset®,

Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge, 10, EUA) e Xylestesina 20 mg/ml
(Anased®, Lloyd Lab, Shenandoak, 10, EUA). Inicialmente, em ambiente estéril,
foram misturados 5,5 ml de Ketamina com 3,1 ml de Xylestesina. A seguir, diluia-se

1:1 desta solu¢do em PBS a 1% e estocava-se a 4°C.
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