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RESUMO 

 

O transplante de órgãos é uma estratégia clínica para tratar pacientes com falência funcional de 

órgãos, mas o grande obstáculo no sucesso do transplante clínico é a rejeição de células. O 

insucesso resulta ativação das respostas aloimunes mediadas por células T, através do 

reconhecimento de aloantígenos apresentados por células apresentadoras de antígenos (APCs) 

do doador ou do receptor. A rejeição aguda pode ser evitada através de estratégias profiláticas 

usando terapia imunossupressora, mas estes imunossupressores são incapazes de evitar a 

rejeição crônica. Um tratamento para rejeição crônica tem sido o retransplante, mas a escassez 

de órgão tem induzido pesquisas de novas terapias para promover tolerância operacional nos 

receptores. As células T reguladoras (Tregs) são potentes imune supressos das respostas imunes 

através de produção de citocinas supressoras, supressão direta de células efetoras e modulação 

da maturação e função das células apresentadoras de antígenos. Células Treg estão envolvidas 

com a indução e manutenção da tolerância e tem sido alvo importante de estudo para terapia 

associada a indução de tolerância operacional. Uma terapia celular usando células T reguladora 

CD4+ CD25hi CD127low FoxP3+ como estratégia de indução de tolerância operacional tem sido 

alvo de estudos em vários modelos de transplantes. Uma abordagem detalhada da função das 

células T reguladoras neste contexto, permitirá atingir um entendimento amplo dos mecanismos 

moleculares na promoção de tolerância operacional e permitir o sucesso terapêutico. Neste 

trabalho, estudamos o comportamento imunorregulatório das células Tregs em um ensaio in 

vitro chamado Mixed Lymphocyte Reaction (MLR), onde os linfócitos T respondedores de um 

indivíduo quando cultivados juntamente com as APCs estimuladoras de outro indivíduo para 

induzir reatividade alogênica na presença ou não de células Treg homotípica ou alotípica às 

APCs durante 7 dias. As células Treg, células T CD4+ e APCs foram separadas por sorting e 

depois plaqueadas. As células T CD4+ foram marcadas com CFSE e o grau de proliferação foi 

analisado de acordo com a diluição do CFSE. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram 

que as células T reguladoras são capazes de imunossuprimir a proliferação de células T CD4+ 

e que ainda as células T CD4+FoxP3+ alogênicas são melhores indutoras de supressão da 

proliferação em MLR. Observou-se também que as células Tregs suprimiram a produção de 

IFNγ e TNF em MLR, mas não induziu secreção de IL-10. Esses achados mostram que as 

células Tregs são potentes indutora da supressão da ativação de células TCD4+ por células 

APCs, sendo promissoras para desenvolvimento de uma terapia celular. 
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ABSTRACT 

 

Organ transplantation is a clinical strategy to treat patients with functional organ failure, but the 

major obstacle to the success of clinical transplantation is the rejection of cells. The 

unsuccessful results of activation alloimmune responses mediated by the T cells, through 

recognition of alloantigens presented by donor or recipient antigen presenting cells (APCs). 

Acute rejection can be prevented by prophylactic strategies using immunosuppressive therapy, 

but these immunosuppressants are unable to prevent chronic rejection. A treatment for chronic 

rejection has been retransplantation, but organ shortage has also driven research for new 

therapies to promote operational tolerance in recipients. T regulator cells (Tregs) are potent 

immune suppressors of immune responses by suppressor cytokines production, direct 

suppression of effector cells and modulation of maturation and function of antigen presenting 

cells. Treg cells are involved in the induction and maintenance of tolerance and have been an 

important study target for therapy associated with induction of operational tolerance. A cellular 

therapy using CD4+ CD25hi CD127low FoxP3+ regulatory T cells as a strategy of operational 

tolerance induction has been the subject of studies in various transplants model. A detailed 

approach to the role of regulatory T cells in this context, achieved a broad understanding of the 

molecular mechanisms in promoting operational tolerance and enabling therapeutic success. In 

this paper, we studied the immunoregulatory behavior of Treg cells in an in vitro assay called 

Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) where T lymphocytes of an individual responders when 

cultured together with the APCs that stimulate another individual to induce allogeneic reactivity 

in the presence or absence of homotypic or allopidic Treg cells to the APCs for 7 days. Treg 

cells, CD4+ T cells and APCs were separated by sorting and then plated. CD4+ T cells were 

marked with CFSE and the proliferation degree was analyzed according to CFSE dilution. The 

results obtained in this study showed that regulatory T cells are capable of immunosuppressing 

the proliferation of CD4+ T cells and that allogeneic FoxP3+ CD4+ T cells are good suppression 

of proliferation inducing in MLR. It was also observed that Treg cells suppressed IFN-γ and 

TNF-α production in MLR, but did not induce IL-10 secretion. These findings show that Tregs 

cells are prominent suppression inducers of the activation of CD4+ T cells by APCs, being 

promising for the development of a cellular therapy. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Transplantes  

1.1.1 Histórico 

No século passado havia um desejo muito grande de tratar falências de órgãos através 

de transplante.  Jaboulay e Carrel estavam entre os cirurgiões que buscavam inovações em 

técnicas cirúrgicas necessárias para propiciar um implante bem-sucedido dos órgãos. No ano 

de 1906, Jaboulay e colaboradores desenvolveram e utilizaram a técnica de anastomose 

vascular em dois xenotransplantes renais (porco e ovelha), onde os vasos renais foram 

anastomosados aos vasos braquiais do paciente, mas essa primeira tentativa não foi bem-

sucedida ambos os transplantes falharam e ambos os pacientes morreram (HUME, et al., 1955; 

MORRIS, 2004; WATSON & DARK, 2012).  Yu Yu Voronoy em 1936, foi o primeiro 

cirurgião a usar rim humano para transplantação, mas todos os transplantes falharam, devido 

aos efeitos deletérios da isquemia quente pré-transplante, uma vez que o rim foi recuperado seis 

horas após a morte do doador (MATEVOSSIAN, et al., 2009). Os transplantes até então eram 

realizados usando órgãos de animais ou órgãos de humanos mortos, e só na década de 1950 

começou-se uma preocupação em evitar lesões isquêmicas excessivas e a usar rins de doadores 

vivos, alguns provenientes de parentes do destinatário e outros eram pacientes não relacionados 

(LINDEN, 200; WATSON & DARK, 2012; CAMERON et al, 2018). A técnica cirúrgica foi a 

primeira grande barreira no transplante que precisava de aprimoramento, pois anastomoses de 

um rim nos vasos da coxa ou do braço era tecnicamente simples, mas não uma solução viável 

a longo prazo.  Em 1951 surgiu uma técnica cirúrgica onde o rim era implantado 

extraperitonealmente na fossa ilíaca, o que facilitou o acesso aos vasos ilíacos externos e à 

bexiga proporcionando melhor anastomoses dos vasos e do ureter do órgão ao receptor 

(MORRIS, 2004). Logo após essa melhoria da técnica, Murray e seus colaboradores realizaram 

um transplante de rim bem-sucedido usando um rim proveniente do irmão gêmeo do receptor, 

e que trouxe repercussão no mundo todo e novamente esperança para o uso da transplantação 

de órgãos para restabelecimento do estado clinico de pacientes com falência de órgãos 

(WOODRUF et al.,1961; MORRIS, 2004; WATSON & ROBSON, 2012). 

O transplante clínico de fígado demandou maior tempo para alcançar o sucesso 

desejado, muito devido ao estado clínico do receptor, que geralmente é mais grave quando 

comparado aos receptores de rim, além de ser um procedimento que necessita de mais tempo 

para ser realizado quando comparado com o transplante renal. Além disso a técnica cirúrgica é 

mais delicada e precisa na sua maioria ser realizada na presença de uma coagulopatia 

significativa (WATSON & DARK, 2012). Vários transplantes foram realizados sem sucesso 
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devido às dificuldades encontradas na aplicação de imunossupressores e na técnica cirúrgica o 

que promovia lesão e isquemia, evoluindo, muitas vezes, para insuficiência do órgão ou sepse 

(COOPER, 2012; DANGOOR et al., 2015). Starzl et al., nas suas tentativas usando animais, 

identificou a necessidade de resfriar o fígado antes do transplante e manter o retorno venoso ao 

coração usando derivação veno-venosa para desviar o sangue da veia cava inferior (VCI) e 

circulação portal para a veia cava superior (STARZL et al., 1963). 

Mesmo com essas inovações na técnica cirúrgica foram necessárias outras duas décadas 

para que o transplante hepático fosse considerado um tratamento bem-sucedido para pacientes 

com insuficiência hepática, pois precisava ainda de melhorias na seleção de pacientes, manejo 

pré-operatório e imunossupressão pós-operatória (WATSON & ROBSON, 2012). Com relação 

a cirurgia cardíaca, o primeiro transplante de coração foi realizado pelo americano Norman 

Shumway, que realizando experimentos com animais obteve um caminho para elaboração de 

uma estratégia operatória, que consistia no resfriamento do coração e na retirada de parte dos 

átrios in situ para reduzir o número de anastomoses necessárias (DONG, 1965). Essa 

experiência estimulou Christiaan Barnard, a realizar o primeiro transplante de coração humano 

em 1967 (BARNARD, 1968). Outros cirurgiões realizaram transplantes, mas os resultados 

foram muito ruins, com poucos pacientes sobrevivendo ao transplante. (WATSON & 

ROBSON, 2012).  

No ano de 1964, Hardy realizou o primeiro transplante de pulmão doado após morte 

circulatória em uma paciente que faleceu devido insuficiência renal (HARDY et al., 1964). Em 

1981 Reitz e colaboradores realizaram o primeiro transplante de coração-pulmão que foi bem-

sucedido. E um transplante de pulmão unilateral realizado por um grupo de Toronto também 

obteve sucesso (CAMERON et al., 2018).  

 Mesmo com o avanço das técnicas cirúrgicas ainda havia um grande problema a ser 

resolvido em relação aos obstáculos imunológicos que estavam sendo enfrentados. Estudos 

realizados por Medawar e colaboradores com transplantes de pele mostraram que os enxertos 

de pele eram destruídos por um complexo mecanismo que tinha características imunológicas 

contra o enxerto e que em um segundo transplante com o mesmo doador, o receptor reagiria 

mais violentamente, apontando para uma imunidade adquirida e uma memória montada a partir 

primeiro tecido (GIBSON & MEDAWAR 1943; CAMERON et al., 2018). 

Com o passar do tempo, aumentou-se o interesse da ciência pela imunologia do transplante. Na 

década de 90, os mecanismos envolvendo a rejeição de enxerto ainda não eram totalmente 

compreendidos e a aceitação ou não do enxerto não parecia depender somente de boa técnica 

cirúrgica para evitar danos ao órgão no processo, mas, o grau de compatibilidade do antígeno 
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leucocitário humano (HLA) de doador e receptor parecia fundamental para tolerância (CALNE, 

2005). Com um entendimento mais aprofundado sobre a imunologia do transplante surgiram as 

estratégias de imunossupressão química que promoviam supressão do sistema imunológico e 

melhoraram a aceitação do enxerto transplantado. A azatioprina foi o primeiro imunossupressor 

bem-sucedido, que mostrou ser muito eficaz por permitir a sobrevivência prolongada de 

transplantes renais feitos em cães (CALNE, 1961; WATSON & DARK, 2012). 

O aprimoramento da técnica cirúrgica, a melhora no entendimento da compatibilidade 

de HLAs e o controle da resposta imune pós-operatório com a descoberta de imunossupressores 

potentes e com menores efeitos colaterais, promoveram melhorias nas taxas de sobrevida tanto 

para o enxerto quanto para o receptor do transplante de órgãos sólidos. Esses avanços fizeram 

do transplante o tratamento preferido para muitas doenças devastadoras, incluindo a 

insuficiência renal, cardíaca, hepática, pulmonar e pancreática. Em alguns tipos de transplantes 

é reportado que esta sobrevida está acima de 95%, como é o caso de transplantes renais (FAN 

et al., 2011).  Entretanto os pacientes em uso de imunossupressores ainda sofrem com os 

inúmeros efeitos colaterais indesejáveis da imunossupressão inespecífica, que provocam desde 

hiperplasia gengival e hipertricose a infecções potencialmente fatais, aumento da incidência de 

malignidades e doenças cardiovasculares (SAGOO et al., 2011). 

A imunossupressão é necessária para controlar a vigorosa resposta imune desencadeada 

pelos antígenos do complexo principal de histocompatibilidade alogênico (MHC) do tecido 

doador, que representam o principal obstáculo para a obtenção da tolerância ao transplante. 

Embora a imunossupressão possa gerenciar efetivamente a rejeição aguda, ela é incapaz de 

impedir a geração de aloreatividade antidoador ao longo do tempo. Como consequência, muitos 

pacientes sucumbem à rejeição crônica do aloenxerto ou às toxicidades e efeitos colaterais da 

imunossupressão a longo prazo (LAMB et al., 2011; SAGOO et al., 2011). 

 

1.1.2 DEFINIÇÃO DE TRASPLANTE 

Por definição, um transplante pode ser denominado como o processo pelo qual células, 

tecidos ou órgãos são retirados de um indivíduo (doador) e inserido em um indivíduo diferente 

(receptor) e tem como objetivo tratar pacientes com falência funcional de órgãos (SAGOO et 

al., 2011; INGULLI et al., 2010).  

Quando o órgão é inserido em um local anatômico, o transplante é denominado de 

ortotópico, quando inserido em um local diferente chama-se heterotópico (ABBAS et al., 

2011).  Os enxertos podem ser classificados de acordo com a relação entre o doador e o 

receptor: autoenxerto (enxerto do próprio indivíduo), isoenxerto (enxerto de indivíduos 

https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/surgical-techniques
https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/immunosuppressive-drug
https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/immunosuppressive-drug
https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/solid-organ-transplantation
https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/immunosuppression
https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/hyperplasia
https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/gingiva
https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/cardiovascular-disease
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idênticos), aloenxerto (enxerto de indivíduos geneticamente díspares) e xenoenxerto (enxerto 

entre espécies diferentes) (WOOD et al., 2013). 

 

 2 MECANISMO DE REJEIÇÃO DE TRANSPLANTE 

A rejeição de células e tecidos transplantados entre indivíduos geneticamente distintos 

tem sido o principal obstáculo para o sucesso de transplantes clínicos. O insucesso resulta das 

respostas aloimunes mediadas por células T, através do reconhecimento de aloantígenos 

apresentados por células apresentadoras de antígenos (APCs) do doador ou do receptor (LIU, 

et al., 2013). As células T são selecionadas no timo para assegurar que seu TCR tenha baixa 

afinidade pelo o MHC próprio carreando peptído próprio garantindo assim a exclusão de células 

T autorreativas. Entretanto, a troca do peptídeo do MHC por um peptídeo estranho, como ocorre 

em infecções, pode alterar a afinidade do TCR pelo MHC e o aumento da afinidade induz a 

ativação do linfócito T (INGULLI et al., 2010). Nesse caso, diz-se que o TCR “reconheceu” o 

peptídeo estranho sendo assim específico para o mesmo. 

O reconhecimento de um antígeno via TCR (também chamado de primeiro sinal) é 

muito importante para gerar o estímulo necessário para uma resposta imune efetora, mas esse 

sinal sozinho é insuficiente para promover a ativação linfocitária. A ativação de um linfócito é 

um processo rigidamente regulado que precisa de pelo menos dois sinais distintos. O segundo 

é gerado pela interação entre o receptor CD28 das células T com seus ligantes co-estimuladores 

(B7-1 e B7-2) na superfície das APCs ativadas. (GREENWALD et al., 2001; WELLS et al., 

2001). Outros sinais podem participar e instruir a ativação dos linfócitos T, mas também vão 

depender da ativação das células apresentadoras. Num transplante, o processo de isquemia e 

manipulação do órgão a ser transplantado seriam suficientes para ativar as células dendríticas a 

expressar as moléculas co-estimuladoras presentes nesse órgão e, eventualmente. Já o primeiro 

sinal pode ser disparado pelo reconhecimento alogênico pelo TCR do MHC. 
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Figura 1: Ativação de células T depende te três sinais. O primeiro sinal é dado com a interação do receptor de 

células T (TCR) com as moléculas de MHC na APCs. O segundo sinal de co-estimulação é induzido com interação 

B7-1/CD80 e B7-2/CD86 das APCs com CD28 em células T.  O terceiro sinal é a somatória desses dois sinais que 

resulta na produção de IL-2 e sua ligação ao seu receptor (CD25) resultando na proliferação clonal das células T 

(SNANOUDJ et al., 2007). 

 

2.1 Complexo principal de histocompatibilidade 

Após a transplantação do órgão, o sistema imune do receptor começa a reconhecer os 

aloantígenos, isto é, os antígenos de histocompatibilidade maiores e menores. O complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC), localizado no cromossomo 6 em seres humanos, 

codifica os antígenos leucocitários humanos (HLA), que são muito polimórficos e responsáveis 

pela ativação das respostas imunes contra os aloenxertos. Os antígenos leucocitários humanos 

são classificados como MHC de classe I (HLA-A, -B, -C) e MHC de classe II (HLA-DR, -DP, 

- DQ). As moléculas de MHC estão localizados na superfície das células apresentadoras de 

antígenos e tem um papel fundamental no curso da rejeição, porque elas interagem com o 

receptor de célula T (TCR) apresentando o peptídeo que estão alojados em seu sulco (Figura 2) 

(BARKER et al., 1968; BRAUN et al., 1993; JAMESON et al., 1995; STARR et al., 2003; 

INGULLI et al., 2010; HASKOVA et al., 2003;). 
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Figura 2: Complexo principal de histocompatibilidade: (A) MHC (complexo principal de 

histocompatibilidade). (B) Antígenos de Classe II. (C) Os antígenos MHC de classe I (AYALA GARCÍA 

et al., 2012).  

 

 

2.2 Vias de aloreconhecimento 

O reconhecimento de antígenos alogênicos pelo sistema imunológico é o processo 

principal que induz a rejeição que depende da ativação dos linfócitos T. Esses linfócitos T 

através do seu TCR detectam polimorfismos de aminoácidos em moléculas de MHC e/ou nos 

peptídeos ligados a eles. As características de especificidade e memória da resposta de rejeição 

ao doador está definida pela interação MHC-TCR (LAKKIS et al., 2018). Considera-se três 

vias de reconhecimento alogênico: direta, indireta e semi-direta. 

 

2.2.1 Via direta de aloreconhecimento de antígeno 

Na via direta de aloreconhecimento as células T reconhecem as moléculas de MHC I ou 

II intactas presentes na superfície das APCs do doador (Figura 3). As APCs presentes no 

enxerto, ao receberem sinais inflamatórios como estímulos via Receptores de Reconhecimento 

de Padrões (PRRs), citocinas como o Fator de Necrose Tumoral (TNF) e o estímulo do CD40, 

migram para os órgãos linfoides secundários, onde apresentam os aloantígenos para as células 

T virgens do receptor, e são capazes de provocar uma resposta robusta contra o aloenxerto 

resultando em rejeição (JAMESON et al., 1995; BARKER et al., 1968, BRAUN et al., 1993, 
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GRANDJEAN et al., 2003; STARR et al., 2003; HASKOVA et al., 2003; INGULLI et al., 

2010; SAGOO et al., 2012; LIU et al., 2016).  

Com o tempo estas células APCs do doador se esgotam e as APCs receptoras que 

migram para o enxerto captam os aloantígenos e começam a apresentar às células T por via 

indireta (INABA et al., 1998; STEINMAN et al.,1997; INGULLI et al., 2010). 

 

2.2.2 Via indireta de aloreconhecimento de antígeno 

A via indireta de reconhecimento inicia com ativação das células T através do 

reconhecimento dos aloantígenos processados e associados às moléculas de próprias de MHC 

nas APCs (Figura 3). Postula-se que existam três mecanismos envolvidos nessa via: os 

aloantígenos podem, através da corrente sanguínea, chegar aos tecidos linfóides secundários e 

ser englobados e processados pelas APCs do receptor; as células do doador também podem 

migrar para os tecidos linfóides e ser capturadas e processadas pela as APCs do receptor ou 

ainda as APCs do receptor podem migrar para o enxerto, fagocitar os aloantígenos e os 

apresentar para as células T e ativá-las. (LOMBARDI et al., 1991; INGULLI et al., 2010; DA 

SILVA et al., 2017). 

Esta via de aloreconhecimento é oligoclonal e dependente de um conjunto restrito de 

células T que exibem um repertório específico de TCRs e desempenha um papel importante na 

rejeição tardia e crônica. Acredita-se que a frequência de células T indiretas contra um dado 

alopeptídeo é semelhante a qualquer peptídeo nominal apresentado pela via canônica em uma 

porção < 1/100 000 (ALEGRE et al., 2016; YANG & SARWAL; 2017).  

 

2.2.3 Via de aloreconhecimento semidireta  

No aloreconhecimento semidireto, as APCs do receptor adquirem moléculas de MHC 

classe I e/ou classe II do doador intactas e apresentam às células T (Figura 3) (MARKEY, et 

al., 2014; MARINO et al., 2016; DA SILVA et al., 2017; MORELLI et al., 2017). Vários 

estudos já mostraram que os leucócitos trocam moléculas, como RNA e proteínas, incluindo 

proteínas de membrana, por contato célula-célula (trogocitose) (QURESHI et al., 2011, 

FERRER et al., 2014; MARINO et al., 2016), nanotubos (MARINO et al., 2016), ou pela 

liberação de exossomos (vesículas extracelulares) (THÉRY et al., 2002; MARINO et al., 2016). 

Quando a troca envolve o MHC, esse fenômeno é referido como cross-dressing (MARINO et 

al., 2016; GONZALEZ-NOLASCO et al., 2018). Herrera e colaboradores 2004, demonstraram 

que células dendríticas do receptor pode exibir moléculas de MHC do doador podendo, assim, 

ativar células T aloespecíficas (HERRERA et al., 2004).  
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Figura 3: Mecanismos de aloreconhecimento direto, semidireto e indireto. Direto: as células T reconhecem 

moléculas do MHC doadoras intactas na superfície das APCs do doador. Indireta: as moléculas de MHC doadoras 

são processadas e apresentadas como peptídeos por moléculas de MHC receptoras. Semi-direto: as moléculas de 

MHC doadoras intactas, são transferidas para as APCs receptoras e apresentadas as células T receptoras 

(MONGUIÓ-TORTAJADA et al., 2014). 

 

3 CÉLULAS ENVOLVIDAS NA IMUNOLOGIA DO TRANSPLANTE 

3.1 Células T  

Células T aloreativas são as células que reconhecem moléculas de MHC doadoras 

intactas na superfície de células doadora, peptídeos derivados das moléculas do MHC alogênico 

ou ainda de proteínas de MHC ou não-MHC polimórficas apresentadas por moléculas de MHC 

própria (HERRERA et al., 2004; ALEGRE et al., 2016). A quantidade de clones de células T 

que reagem a aloantígenos em um determinado receptor, depende da variedade das disparidades 

nos alelos de MHC entre o doador e o receptor reconhecidas pelas células T do receptor. 

(BAXTER-LOWE et al., 2009 ALEGRE et al., 2016) 

As células T CD4+ executam funções importantes na proteção imunológica através de 

sua capacidade de auxiliar as células B a produzirem anticorpos, induzir macrófagos a aumentar 

a atividade microbicida, recrutar neutrófilos, eosinófilos e basófilos para locais de infecção e 

inflamação e, através de sua produção de citocinas e quimiocinas, orquestrar um arsenal de 

respostas imunes efetoras (ZHU, et al., 2008). Compreender melhor os subconjuntos de células 

T CD4+ que estão envolvidos nas respostas de rejeição ao aloenxerto é extremamente 

importante para o desenvolvimento de terapias eficazes para a indução da tolerância ao 

transplante clínico (LIU, et al., 2013).  
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3.2 Células apresentadoras de antígenos 

As células dendríticas são células apresentadoras profissionais de antígeno 

responsáveis pela ativação das células T. Elas apresentam peptídeos antigênicos através das 

moléculas de MHC ao receptor de células T (TCR) e fornecem sinais co-estimulatórios 

necessários para induzir a proliferação e diferenciação de células T (LIU & NUSSENZWEIG, 

2010; ZHUANG et al., 2016; (GEISSMANN et al., 2010; MORELLI; 2014; ALEGRE et al., 

2016 OCHANDO et al., 2016; ZHUANG et al., 2016). 

Em uma fase posterior, as células dendríticas originadas dos monócitos do sangue 

(mono-DCs), participam reapresentando o aloantígeno do doador e induzindo assim a expansão 

das células T efetoras dentro do aloenxerto e as DCs plasmocitóides têm sido implicadas na 

tolerância ao transplante (ZHUANG et al., 2016; OCHANDO et al., 2016). Uma única célula 

dendríticas do receptor é capaz de apresentar simultaneamente alopeptídeos do doador 

acoplados em moléculas de MHC próprias para células T CD4+ (via indireta), e moléculas de 

MHC intactas do doador para ativar as células T CD8+ ou células T CD4+ aloreativas através 

da via direta (ALEGRE et al., 2016).  

 

4 TIPOS DE REJEIÇÕES DE ENXERTO 

 A rejeição do enxerto é classificada com base em achados histopatológicos ou de acordo 

com o tempo de transplante: 

 

4.1 Rejeição hiperaguda 

A rejeição hiperaguda é o tipo clássico e exuberante de rejeição mediada por anticorpos, 

tendo início minutos ou horas depois da transplantação, logo após o órgão ou tecido estabelecer 

uma conexão vascular com o receptor. Uma característica dessa rejeição é oclusão trombocítica 

minutos ou horas após a anastomose entre os vasos sanguíneo do enxerto e do receptor. A 

resposta imune aos vasos sanguíneos é mediada por grandes quantidades de anticorpos 

preexistente no receptor contra o sistema ABO ou MHC que tem capacidade de se ligarem aos 

antígenos endoteliais do doador, ativarem o sistema complemento e juntos induzirem inúmeras 

alterações no endotélio levando a trombose intravascular (ROCHA et al., 2003).  
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Figura 4: Rejeição hiperaguda: o complemento é ativado por anticorpos pré-formados reativos ao endotélio 

vascular.  Promoção de trombose intravascular rápida e necrose da parede do vaso (ABBAS 2018). 

 

4.2 Rejeição aguda 

A rejeição aguda é vista como um processo mediado por células T respondedoras 

(ROCHA et al., 2003). Após ativação das células T virgens pelas APCs do doador, elas se 

diferenciam em células T efetoras e migram para o enxerto e começam a mediar inflamação 

local através da secreção de citocina ou secreção de quimiocinas ou mesmo lise celular pela 

ação de linfócitos T CD8+, o que pode levar a necrose do enxerto. As células T também podem 

estimular as células B a iniciar a rejeição aguda humoral, e ativar outras células, como 

macrófagos ou neutrófilos (Figura 5) (STEELE et al., 1996; ROCHA et al., 2003; ABBAS et 

al., 2011).  

 

4.3 Rejeição crônica  

Este subtipo de rejeição tem sido considerado atualmente a principal causa de falha de 

enxerto, apresentando aglomerado de células como fibroblasto, células endoteliais ou 

proliferação de células epiteliais e deposição de colágeno no enxerto e nos vasos sanguíneos, 

resultando em fibrose intersticial, isquemia e perda da função do enxerto (RACUSEN et al., 

2002; INGULLI et al., 2010). Várias alterações patológicas podem ser reconhecidas no 

aloenxerto no curso da rejeição crônica, incluindo o espessamento da íntima arterial com 

duplicação da elastina interna e hialinose arteriolar (RACUSEN et al., 2002; SOLEZ, K. et al., 

2007, OLSON, 1998). A rejeição crônica se inicia quando as células APCs do doador presentes 

no enxerto começam a ser substituídas pelas APCs do receptor ativando uma resposta 

Anticorpo aloantígeno 
específico circulando 

Célula Endotelial 

Vaso sanguíneo 

Aloantígeno  
(e.g., Antígeno do 
grupo sanguíneo) 

Ativação do 
complemento, dano 
endotelial, inflamação 
e trombose 
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adaptativa especialmente pela via indireta de reconhecimento (Figura 5) (AUCHINCLOSS et 

al., 1993; SUCIU-FOCA. et al., 1995; VELLA et al., 1997). Nesta etapa as células T do receptor 

que foram ativadas pelas células APCs do doador não podem danificar diretamente as células 

parenquimatosas do enxerto, mas penetram no enxerto e causam danos produzindo citocinas do 

tipo Th1 (IFNγ) e Th2 (IL4-, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) ou outros mediadores solúveis (CHAN 

et al., 1995; SHIRWAN et al., 1998). 

Para evitar a rejeição do enxerto, estratégias profiláticas e terapêuticas são aplicadas 

usando terapia imunossupressora. O uso de drogas imunossupressoras é muito importante para 

controlar ou evitar a rejeição (SAGOO et al., 2011; SAGOO et al., 2012; MEIER‐KRIESCHE 

et al., 2004, LODHI et al., 2011). Entretanto, embora a imunossupressão reduza a incidência 

de rejeição aguda do enxerto, ela infelizmente não impede que processos imunológicos de 

rejeição crônica (aloreatividade contra o enxerto), sejam ativados e que ocorra falência do 

aloenxerto (DE SERRES et al., 2009). Ademais, o uso contínuo de imunossupressores gera 

diversas consequências como toxicidades (WOOD & SAKAGUCHI, 2003; WELLS et al., 

2001), aumento da susceptibilidade a infecções, reincidência ou aparecimento primário de 

tumores, disfunção renal e cardíaca, além de distúrbios metabólicos (MEIER‐KRIESCHE et 

al., 2004; SAGOO et al., 2012; SCOTTÀ et al., 2016; TODO et al., 2016). 

 Para o tratamento da rejeição crônica, o retransplante ainda é o tratamento padrão, mas 

a escassez de órgãos tem induzido pesquisas de novas terapias para promover tolerância nos 

receptores melhorando a recuperação do estado clínico e evitando a rejeição do enxerto. Um 

grande desafio no transplante para evitar a rejeição é encontrar uma maneira de induzir 

tolerância específica ao aloenxerto em receptores, promovendo a função do enxerto de forma 

estável a longo prazo, na ausência de imunossupressores.  
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Figura 5: Rejeição Aguda e Crônica: Rejeição aguda mediada aloreconhecimento direto e rejeição crônica 

mediada por aloreconhecimento indireto (AYALA GARCÍA et al., 2012) 

.  

5 TOLERÂNCIA PERIFÉRICA E OPERACIONAL  

  A tolerância ao transplante pode ser definida como a ausência de uma resposta imune 

prejudicial específica ao antígeno (alo) sem a necessidade de imunossupressão exógena e com 

uma resposta intata a outros antígenos (FAN, et al., 2011). 

Na tolerância periférica, as células T maduras que reconhecem antígenos próprios dos 

tecidos periféricos tornam-se incapazes de responder a esses antígenos através de mecanismos 

como processos de deleção por morte celular apoptótica, anergia (não responsividade 

funcional), sequestro de antígenos ou ignorância imunológica e processos de regulação ativa 

mediados por linfócitos T reguladores (Tregs) (LIU et al., 2006; VIGNALI et al., 2008; 

SAGOO et al., 2012, HIPPER et al., 2011, LOMBARDI et al., 2011).   

A tolerância operacional clínica é definida como função estável e aceitável do enxerto 

sem imunossupressão por anos. Este estado de falta de resposta imune ao enxerto é induzido no 

indivíduo transplantado através da regulação negativa ou desvio da resposta pró-inflamatória 

promovendo a manutenção da função estável do aloenxerto após transplante mesmo na ausência 

de imunossupressores. Acredita-se que deleção, anergia e regulação através da supressão sejam 

os principais mecanismos associados à tolerância operacional no alotransplante e células T 

reguladoras que propiciam uma maior indução e manutenção da tolerância, constituindo alvo 

https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/antigen
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importante de estudo para terapia associada a indução de tolerância operacional. (ROUSSEY‐

KESLER et al., 2006; BRAZA et al., 2015).  

 

6 MECANISMOS DE SUPRESSÃO MEDIADOS POR CÉLULAS TREGS  

6.1 Células T reguladoras 

As células T reguladoras (Tregs) constituem 1 a 5% do total das células T CD4+ e são 

identificadas em humanos pela expressão de marcadores de superfícies como CD25hi, CD127low 

e FoxP3+ (Forkhead box P3) (VIGNALI et al., 2008; SAGOO et al., 2011). Como o nome 

sugere, as células Tregs suprimem a resposta imune e exercem essa sua função através de 

produção de citocinas supressoras, supressão direta de células efetoras e modulação da 

maturação e função das células apresentadoras de antígenos.  Podem ser classificadas de acordo 

com a sua origem como células T reguladoras naturais (nTregs) e induzidas (iTregs). As T 

reguladoras naturais (nTregs) sofrem diferenciação e amadurecimento no timo após 

apresentação de auto-antígeno por células epiteliais do timo. As Tregs induzidas (iTregs) são 

geradas na periferia após encontrar antígeno autônomo ou estrangeiro (DE SERRES et al., 

2009; WORKMAN et al., 2009).  Além da expressão de FoxP3, células Tregs expressam 

constitutivamente a cadeia α do receptor da interleucina-2 (CD25) em um muito nível elevado 

(YAMAGUCHI et al., 2011).  

Durante a fase tardia da resposta inflamatória, as células Tregs são ativadas, proliferam, 

migram e se acumulam no local da inflamação, para promover a restauração da homeostase 

imunológica nos tecidos acometidos. Para isso ela se utiliza de um conjunto de mecanismos 

efetoras potentes, que inclui receptores inibitórios (e.g. CTLA-4, GITR, LAG-3, CD200, PD-

1, etc), citocinas imunossupressoras (IL-10, IL-35, TGF-β), ATPases de superfície celular, 

granzimas que induzem apoptose de células apresentadoras de antígeno, dentre outros que serão 

detalhados à frente. Na promoção da tolerância no transplante, as células T reguladoras são 

essenciais e possuem uma eficácia terapêutica bem estabelecidas em modelos animais (TANG 

& BLUESTONE, 2013).   

A modulação imunológica pelas células Tregs ocorre através de múltiplos mecanismos: 

elas promovem a inibição da função ou maturação das células apresentadoras de antígenos 

(APCs) através das suas moléculas de superfície CTLA-4 que se ligam às moléculas de 

CD80/CD86 nas APCs impedindo sua função co-estimuladora (GREGORI et al., 2012); 

destroem células T CD4+ por apoptose através da privação de triptofano por estimular a IDO 

nas APCs (COBBOLD et al., 2009); provoca desordens no metabolismo das células Teff 

através da via de conversão de ATP em adenosina via CD39/CD73 (DEAGLIO et al., 2007); 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3808774/#A015552C125
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secretam citocinas imunossupressoras como TGF-β e IL-10 (MARIE et al., 2005); depletam 

IL-2 do microambiente, citocina importante para induzir proliferação, diferenciação e 

sobrevivência das células Teff (figura 5 ) (BOPP et al., 2007; SAKAGUCHI et al., 2009; 

QURESHI et al., 2011; HÖFER et al., 2012; PALLOTTA et al., 2011;  TAI, et al., 2012; 

JEFFERY et al., 2016). 

 

6.1.1 Modulação da maturação e função das células apresentadoras de antígenos (APCs).  

Além de agir nas células T efetoras, as células Tregs promovem também inibição da 

função e maturação das células apresentadoras de antígenos (APCs) (GREGORI et al., 2012). 

Além disso, o CTLA-4 pode promover a transendocitose de seus ligantes CD80/CD86 (Figura 

2) expressos em APCs diminuindo seus níveis na superfície das APCs (FERRER et al., 2014). 

A trogocitose é outro mecanismo no qual as Tregs podem remover as moléculas de superfície 

através da sinapse imunológica com as células apresentadoras de antígenos, regulando 

negativamente a expressão de CD80 e CD86 (QURESHI et al., 2011; FERRER et al., 2014; 

SHEVACH, 2009). A indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) possui propriedades imunológicas 

reguladoras através do catabolibolismo do aminoácido triptofano que é essencial para divisão 

celular e ativação das células T efetoras (PALLOTTA et al., 2011 JEFFERY et al., 2016).  O 

catabolismo do triptofano em quinurenina desencadeia processos de inibição e apoptose que 

resultam na supressão da proliferação das células T (Figura 5) (MUNN et al., 2004; COBBOLD 

et al., 2009; GROHMANN et al., 2010; WING & SAKAGUCH, 2010).  

As células Treg também podem inibir a maturação das APCs através do gene de ativação 

de linfócitos-3 (LAG3 ou CD223), uma proteína transmembranar relacionada com o receptor 

CD4 expresso em células T reguladoras que se liga à MHC II em APCs (SHEVACH, 2009). 

Liang e colaboradores (2008), mostraram em seu estudo que durante as interações Treg:DC, a 

ligação de LAG-3 com o MHC de classe II inibe a ativação da DC, induzindo um sinal 

inibitório, que promove supressão da capacidade de co-estimulação e maturação das APCs 

(LIANG, et al, 2008; SHEVACH, 2009).  

 

6.1.2 As células T reguladoras também podem regular a função de células T efetoras 

através da via de conversão de ATP em adenosina 

A conversão de trifosfato de adenosina (ATP) ou difosfato de adenosina ADP em 

monofosfato de adenosina (AMP) e adenosina, respectivamente, pela ação das ATPases CD39 

e CD73 contribuem de forma importante para a inbição da respsota inflamatória no enxerto 

(Figura 5) (BORSELLINO et al). CD39 é a ectoenzima expressa por células B, DCs e 
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especialmente Tregs (BOURS et al., 2006; BORSELLINO et al., 2007). Esse receptor age 

juntamente com CD73 para produzir adenosina que induz efeitos inibitórios e antiproliferativos, 

removendo estímulos pró-inflamatórios como o ATP e ADP extracelulares (MIZUMOTO et 

al., 2002; BORSELLINO et al., 2007; SHEVACH, 2009) 

 

6.1.3 Imunossupressão das células T através da secreção ou depleção de citocinas e de 

mecanismos indutores apoptose.  

As citocinas TGF-β, IL-35 e IL-10 são responsáveis pela manutenção da expressão de 

FoxP3, função reguladora, homeostase periférica e suprimem as células Teff impedindo sua 

proliferação. O TGF-β é uma citocina imunossupressora com funções pleiotrópicas, 

amplamente expressa por várias células. A Repetições Predominantes Glicoproteína A (GARP) 

transporta e ancora o TGF-β latente na superfície de Tregs. A liberação do TGF-β do complexo 

TGF-β/GARP pela atividade da integrina, promovendo assim alta concentração de TGF-β que 

atua nas células alvo e aumentar a função supressora das Tregs (Figura 5) (YAMAGUCHI et 

al., 2011; SUN et al., 2016).  

Assim, o TGF-β da superfície celular está presente em alta concentração nas Tregs e 

contribui para a atividade supressora. O TGF-β tem um papel vital na indução e manutenção da 

expressão de Foxp3, diferenciação de células T virgens em células Foxp3+ na periferia e 

potencialização da função supressora dessas células (YAMAGUCHI et al., 2011). 

As células Tregs expressam constitutivamente CD25, que é o receptor de alta afinidade 

de IL-2, e através desse mecanismo prejudicam a ativação e expressão das células T por 

depletarem IL-2 do microambiente (BUSSE et al., 2010; YAMAGUCHI et al., 2011). As 

células Tregs também podem induzir diretamente a apoptose de células T através da produção 

de granzimas (A e B) e perforina (GONDEK et al., 2005), do ligando indutor de apoptose 

relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL) da via do ligante Fas/Fas (VERMIJLEN et 

al., 2001), da via da galectina-9/imunoglobulina de células T e do domínio de mucina-3 (TIM-

3) (SILVA et al., 2017), ou com a produção de galectina-1 produzir efeitos apoptóticos nas 

células T (Figura 5) (SAFINIA et al., 2015).  

 

https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/tgf-beta
https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/cytokines
https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/il-2-receptor
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Figura 6: Mecanismo de imunossupressores da célula T reguadora.  A) inibição das vias metabólicas através 

de CD39 e CD73. (B) Modulação da maturação e função da APC.  (C) produção de citocinas anti-

inflamatórias. (D) Indução de apoptose. (SAFINIA et al., 2015).  

 

Verificou-se também que as Treg expressam níveis elevados de monofosfato de 

adenosina cíclico (AMPc) intracelular, que pode ser transferido para células T efetoras através 

de junções comunicantes levando a regulação positiva de repressor precoce de cAMP indutível 

(ICER) e, por sua vez, à inibição da transcrição do fator nuclear de células T ativadas (NFAT) 

e IL-2, que pode culminar com apoptose pela privação de IL-2 (Figura 6) (SAFINIA et al., 

2015). 

Células T reguladoras também expressam um receptor de semaforinas de classe II e 

coreceptor para fator de crescimento endotelial denominado neuropilina (Nrp1).  A Nrp-1 

quando expressada, promove interações duradouras entre as células Treg e as DCs imaturas, 

promovendo a supressão da proliferação das células Teffs (SHEVACH, 2009). 

Todos os mecanismos citados anteriormente podem levar a deleção, a anergia e a 

regulação das células T efetora alo-específicas e estão associados à tolerância operacional no 

transplante (ROUSSEY‐KESLER et al., 2006; BRAZA et al., 2015). Estudos com paciente 

tolerantes operacionais, revelaram que nestes pacientes há um aumento na frequência de células 

T reguladoras que estão envolvidas com a indução e manutenção da tolerância, sendo assim um 

alvo importante de estudo para terapia associada a indução de tolerância operacional (BRAZA 
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et al., 2015). O desenvolvimento de células T reguladoras (Tregs) como novas terapias é, 

portanto, baseado na necessidade de uma alternativa ao atual tratamento clínico de receptores 

de transplantes (SAGOO et al., 2011). Hoje sabe-se que as células T reguladoras humanas 

podem ser identificadas, isoladas e expandidas em culturas ex vivo a curto prazo, possibilitando 

assim o desenvolvimento de produto terapêutico eficaz, seguro e em doses relevantes (TANG 

& BLUESTONE, 2013). 

 

7 TERAPIA CELULAR COM CÉLULAS T REGULADORAS 

 

Uma terapia celular que usa transferência adotiva de células T reguladora (Treg) CD4+ 

CD25hi CD127low FoxP3+ como estratégia de indução de tolerância operacional tem sido alvo 

de estudos em vários modelos de transplantes (TODO et al., 2016).  Uma análise da regulação 

da aloreatividade da via direta em receptores de transplantes de fígado tolerantes sugeriu que a 

função da Treg específica ao aloantígeno do doador em conjunto com outros mecanismos pode 

favorecer a sobrevivência do enxerto de fígado (YOSHIZAWA ET AL., 2005). Acredita-se que 

o uso da terapia com Treg, como evidenciado por estudos clínicos e experimentais, pode ser 

uma promessa para a indução de tolerância operacional (SAGOO et al., 2012). Porém, os 

mecanismos imunorreguladores desempenhados pelas diferentes populações de células Tregs 

ainda necessitam ser elucidados para biossegurança do paciente e potencialização dos efeitos.  

O uso de drogas imunossupressoras é muito importante para controlar ou evitar a 

rejeição (SAGOO et al., 2011; SAGOO et al., 2012; MEIER‐KRIESCHE et al., 2004, LODHI 

et al., 2011; SCOTTÀ et al., 2016). Entretanto, vários estudos já foram realizados mostrando 

que alguns imunossupressores promovem uma ação negativa sobre a função das Tregs 

(SCOTTÀ et al., 2016) e outros potencializam a sua função supressora e aumentam a sua 

frequência no sangue do receptor (DE SERRES et al., 2009). Por exemplo, os inibidores da 

calcineurina (CNI) em camundongo inibem completamente a conversão de novo de Tregs 

específicas aos aloantígenos e em humanos inibem significativamente a expressão de mRNA 

de FoxP3 e diminuem os níveis de Tregs circulantes (BAAN et al., 2005; SAN SEGUNDO et 

al., 2006; GAO et al., 2007; PASCUAL et al., 2008; LEVITSKY et al., 2009DE SERRES et 

al., 2009; SCOTTÀ et al., 2016). Lim et al., 2007, em seu estudo com o Micofenolato de 

Mofetila, observaram que não houve expansão de células Tregs em ratos in vitro. Por outro 

lado, outros imunossupressores como a Rampamicina, Globulina anti-timócitos, Alemtuzumab 

e anti-IL-2R, mostraram ser indutores da expansão e potencializadores da função supressora 

das células Tregs (BATTAGLIA et al., 2005; LOPEZ et al., 2006; COENEN et al., 2006; DE 
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SERRES et al., 2009; SCOTTÀ et al., 2016).  Assim, é de extrema importância o estudo 

detalhado do efeito dos agentes imunossupressores sobre a frequência e a função das Tregs em 

receptores de transplantes, e a escolha da combinação, tempo de uso e dosagem dos fármacos 

para o uso das células Tregs como terapia. 

Uma abordagem detalhada da função das células T reguladoras neste contexto, permitirá 

atingir um entendimento amplo dos mecanismos moleculares na promoção de tolerância 

operacional e contribuir para o sucesso terapêutico. Portanto, o estudo funcional de células T 

reguladoras em uma reação mista de linfócitos (MLR, do inglês Mixed Lymphocyte Reaction) 

pode trazer informações importantes para uma melhor compreensão dos aspectos imunológicos 

na obtenção da tolerância operacional e no desenvolvimento de uma terapia celular promissora 

que seja eficaz e segura, a fim de evitar rejeição crônica de órgãos. Também é necessário 

determinar se a presença de drogas imunossupressoras afeta a capacidade supressora e a 

expansão das células T reguladoras. 
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8 JUSTIFICATIVA       

O estudo sobre a imunologia de transplante poderá trazer grandes contribuições para o 

conhecimento dos mecanismos imunológicos que estão envolvidos na rejeição e tolerência de 

transplante. Uma abordagem detalhada da função das células T reguladoras neste contexto, 

permitirá atingir um entendimento amplo dos mecanismos moleculares na promoção de 

tolerância operacional e permitir o sucesso terapêutico. Portanto, o estudo funcional de células 

T reguladoras alogênicas (ou heterotípicas) e autólogas (ou homotípicas) durante a MLR pode 

trazer informações importantes para uma melhor compreensão dos aspectos imunológicos da 

rejeição e de desenvolvimento de uma terapia celular promissora que seja eficaz e segura, a fim 

de evitar rejeição crônica de órgãos. 
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9 OBJETIVO 

Avaliar o potencial imunossupressor das células T reguladoras homotípicas ou 

heterotípicas em relação a célula apresentadora de antígeno (APC) sobre as células T efetoras 

em uma MLR. 

  

9.1 Objetivos Específicos 

1. Estabelecer um modelo in vitro para investigar a capacidade de células Tregs 

homotípicas ou heterotípicas à APCs em suprimir MLR. 

2. Avaliar o efeito imunossupressor das células T reguladoras ativadas em várias 

proporções de número de células para a escolha da melhor condição a ser usada. 

3. Verificar como as células T reguladoras homotípicas e heterotípicas alterão a produção 

de citocinas como Interferon-γ, IL-10, TNF-α no MLR. 
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10 MATERIAIS E MÉTODOS 

10.1 Doadores saudáveis 

Para a realização deste estudo as PBMCs foram obtidas de 20 doadores saudáveis dispares 

recrutados na comunidade. Os critérios de inclusão para este estudo foram doadores acima de 

18 anos que não tenham nenhum tipo de doença inflamatória que possa influenciar nos 

resultados obtidos e que concordaram em participar do estudo e assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ver ANEXO). Esse projeto foi aprovado pelo CEP 

do Hospital Felício Rocho (CAAE: 77877417.9.0000.5125). 

 

10.2 Isolamento das células mononucleadas do sangue periférico 

As células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a partir de 90 ml 

de sangue total heparinizado por centrifugação em gradiente de densidade Ficoll-Paque. 

Basicamente, foram usados tubos de prolipropileno de 50 ml, onde 20 mL de Ficoll-Paque 

foram utilizados para cada 30 ml de sangue total. Em seguida, foram centrifugados a 1100 por 

40 minutos a 10-15° C, sem freios (Figura 3). Após centrifugação o plasma foi descartado e a 

camada referente a PBMCs foi coletada com cuidado e transferida para um segundo tubo de 

polipropileno, estéril, contendo 5-7 ml de PBS 1x e o volume foi completado para 50 ml e 

novamente as células foram centrifugadas à 1400 rpm por 10 minutos. As PBMCs foram 

lavadas mais duas vezes com meio RPMI completo. Ao final das lavagens, as células foram 

ressuspendidas em 1mL de RPMI completo para contagem de células vivas em câmara de 

Neubawer, utilizando azul de trypan 0,1% em PBS. As células foram acondicionadas em 

geladeira para separação das subpopulações como descritas no próximo item. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7:  Processo de separação da porção células polimorfononucleares do sangue periférico. 

http://www.stemcell.com/product_catalog/rosettesep.asp 

PBMC 

PBMC 

http://www.stemcell.com/product_catalog/rosettese
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10.3 Purificação dos subconjuntos de células por FACS 

A purificação das células T CD4+CD25-, células T reguladoras e células apresentadoras 

de antígenos foi realizada a partir de preparações de PBMCs de doadores díspares saudáveis 

(dois voluntários por vez), através da separação (Sorting) no citômetro FACSAria II (BD) na 

Plataforma de Citometria do Instituto de Pesquisas René Rachou (FioCruz, Belo-Horizonte, 

MG). A marcação foi realizada ex vivo para células T CD4 (CD4 PercP), APCs (CD11c APC, 

CD14 APC) e Treg (CD4 PercP, CD25 PE, CD127 APC-Cy7), no gelo por 30 minutos e as 

células foram separadas conforme apresentado na figura 7. (Detalhes dos anticorpos ver 

ANEXO 4).  

 

Figura 8: Dot plot representativo da estratégia de sorteamento das células APCs, T 

CD4+ e Treg. 

 

10.4 Reação Mista de Linfócitos in vitro 

Para o MLR, 2,5x104 de células APCs (estimuladoras) do doador 1 foram incubadas 

com 1,0 x 105 células T CD4+ marcadas com CFSE (respondedoras) do doador 2 (ou vice-versa) 

e células Tregs do doador 1 e 2, em diferentes proporções, foram adicionadas ou não a essas 

culturas, em placas de 96 wells com fundo em U (Figura 9). As células foram mantidas em meio 

RPMI 1640 suplementado com 10% SBS (Soro Fetal Bovino) e 1% de penicilina e 

streptomicina e deixadas em cultura por 7 dias em estufa à 37ºC, 5% CO2. A proliferação das 

células T CD4+ foi avaliada pela diluição do CFSE por citometria de Fluxo no citômetro 

FORTESSA no Instituto René Rachou (Fio Cruz MG), Belo Horizonte. 
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Figura 9: Esquema representativo da cultura mista de linfócitos (MRL) de 7 dias: A) MLR sem 

Treg. B) MLR com Treg alogênica. C) MLR com Treg autóloga. 

 

10.5 Análise da proliferação por citometria 

Após cultura por 4-7 dias, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80° C para 

futuras dosagem de citocinas em ensaio imunoenzimático (ELISA) e as células foram marcadas 

com anticorpos de superfície (CD3 PeCy7, CD4 AmCyAm) e intracelular (FoxP3) e a aquisição 

foi realizada no FORTESSA na Fio Cruz MG (Instituto René Rachu), Belo Horizonte. Nesta 

etapa verificou-se o índice de proliferação das Teff de acordo com a intensidade de fluorecêcia 

do CFSE. Células negativas para CFSE foram excluídas das análises por ser difícil diferenciar 

entre células que proliferaram ou Tregs não marcadas. Os dados de citometria de fluxo foram 

analisados pelo software FlowJo™ (figura 10). 
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Figura 10: Dot plot representativo da estratégia de análise da proliferação de linfócitos CD4+Foxp3- realizada no 

software FlowJo™. Detalhes explicados no texto. 

 

10.6 Produção de Citocinas 

A produção de citocinas IFN-γ, IL-10 e TNF foi avaliada no sobrenadante das culturas 

celulares através de kits de ELISA comerciais (todos da Biolegend) conforme instruções do 

fabricante.  

 

10.7 Análise Estatística 

Os dados obtidos com os experimentos foram analisados pelo programa GraphPrism 

6.0, considerando * indica P<0.05 pelo Teste Wilcoxon pareado. 
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11 RESULTADOS 

11.1 As células T reguladoras são capazes de imunossuprimir a proliferação de células T 

CD4+ em um MLR in vitro 

As células T reguladoras inicialmente foram rastreadas para atividade supressora em 

MLRs. Após 7 dias de cultura, a proliferação de células T efetoras foi avaliada por citometria 

de fluxo. A estratégia de análise está descrita na figura 7, e basicamente, foi delimitação dos 

singlets, delimitação de linfócitos de acordo com tamanho e granulosidade, análise apenas em 

células CD3+ CD4+ vivas. A proliferação celular foi realizada através da diluição de CFSE. 

Nas figuras 11 e 12 está a representação gráfica do ensaio de proliferação de linfócitos 

T autólogas ou alogênicas à APC, em diferentes proporções de células T reguladoras (1:4:4; 

1:4:2; 1:4:1; 1:4:0,5; 1:4:0,25; 1:4:0,012; 1:4:0,05 respectivamente). Pode-se observar que, ao 

adicionar as populações de Tregs alo e auto, observou-se a supressão da proliferação das células 

respondedoras. 

A supressão das células respondedoras pode ser visualizada pela diminuição da 

fluorescência de CFSE nas análises dos resultados da citometria de fluxo (figura 11). Os focos 

de proliferação nas diferentes condições, inclusive na ausência de Tregs, podem ser 

visualizados na figura 12. Na figura 12A está representado a MLR na ausência de célula Treg, 

onde observou-se um alto grau de proliferação celular na cultura. No MLR na presença de célula 

Treg alogênica (figura 12B) e autóloga (figura 12C) pode-se observar uma diminuição da 

proliferação das células T CD4+. E ainda comparando MLR com Treg alo (figura 12B) com 

MLR com Treg auto (figura 12C), parece sugerir que as células Treg alogênicas possuem uma 

maior capacidade imunossupressora em um MRL in vitro. 
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Figura 11: Análise da proliferação de linfócitos T CD4+ em um MLR por citometria de fluxo. Dot plots 

representativos da estratégia de análise utilizada. Após a delimitação dos Singlets, delimitação da população de 

linfócitos por tamanho e granulosidade, análise de linfócitos vivos (CD3+VIVID-), distinção de linfócitos CD4+, 

sequencialmente dentro dessa população usando o marcador intracelular FoxP3 e CFSE, pode-se delimitar células 

T CD4+FoxP3- e dentro dessa subpopulação avaliar a proliferação das células T CD4+CFSElow. A perda da 

florescência de CFSE foi considerada células proliferativas. A) MLR sem Tregs. B) MLR na presença de Treg 

alogênica. C) MLR na presença de Treg autóloga. A análise foi feita com a utilização do software FlowJo 10.0 

(Tree Stars Inc.).  
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Figura 12: Foto representativa do ensaio de supressão da proliferação de linfócitos T CD4+ em um MLR. Os focos 

de proliferação estão indicados pelas setas vermelhas. A) Proliferação de células T células T CD4+ na ausência de 

células Tregs. B) Diminuição da proliferação células T células T CD4+ na presença de células Tregs alogênicas. 

C) Diminuição da proliferação células T células T CD4+ na presença de células Tregs autólogas. Foto adquirida 

no microscópio Thermo Fisher Scientific EVOS XL do Departamento de Bioquímica e Imunologia da 

Universidade Federal de Minas Gerais UFMG. 

 

 

11.2 As células T CD4+FoxP3+ alogênicas são melhores indutoras de supressão da 

proliferação em MLR. 

Quando quantificamos a proliferação na ausência e presença de Tregs, observamos a 

capacidade supressora das células T CD4+FoxP3+ na proliferação das células T CD4+ no MLR 

(Fig 13A) comprovando a eficiência das células Tregs (CD4+CD127LowCD25hi) em suprimir a 

ativação da célula T CD4+ no MLR. Observou-se também que à medida que se diminui a 

concentração de células Tregs em relação às estimuladoras e respondedoras a porcentagem de 

proliferação aumentou. Por fim, não observamos que as Treg alo apresentaram melhor 

desempenho em inibir a proliferação das células T CD4+ quando comparado a Tregs auto na 

proporção 1:4:2 (APC:Teff:Treg) (Fig 13 A e B, p=0,06).  

APC + Teff + Treg ALO 

APC + Teff 

APC + Teff + Treg AUTO 
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Figura 13: Análise do perfil de proliferação de células T CD4+ no MLR induzido por APCs na presença ou não 

de células T CD4+FoxP3+ alo e/ou auto.  (A) Análise do percentual de células T CD4+ na co-cultura; (B) 

porcentagem de células CD4+ FoxP3- que proliferaram N= 5-8.  * representa P<0,05 pelo Teste Wilcoxon pareado. 

 

11.3 Células Tregs suprimiram a produção de IFNγ e TNF em MLR, mas não induziu 

secreção de IL-10 

A secreção das citocinas IL-10, IFN-γ e TNF-α e foi determinada pelo ensaio 

imunoenzimático (ELISA) a partir de sobrenadantes coletados no 7º dia de cultura (Fig 14A). 

Na figura A tem-se a representação da concentração de IL-10 produzida em cada grupo 

analisado e não foram observadas diferenças significativas nas concentrações de IL-10. O 

mesmo resultado é visto quando comparamos a produção de IL-10 entre os grupos de Tregs 

alogênicas com as Tregs autólogas. Este resultado é consistente com o que foi visto Godfrey et 

al., 2004, quando em seus experimentos avaliaram o mecanismo supressor efetivado pelas 

Tregs em um MLR (GODFREY et al., 2004).  
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Observou-se na Fig 13B que a presença de Tregs, tanto autólogas como alogênicas, 

inibiram a produção de TNF na cultura quando em maiores proporções no MLR. À medida que 

se dilui a concentração das Tregs, elas perdem eficiência nessa regulação, embora a Treg 

alogência apresente melhor desempenho em inibir a produção de TNF especialmente na 

proporção de 1:4:2 (APC:Teff:Treg) (Fig 13B). 

Essa tendência torna-se ainda mais clara na dosagem de IFN-y. Observa-se uma 

diminuição da concentração de IFN-γ no sobrenadante do MLR onde foram adicionadas células 

Treg alo e auto em comparação com o controle sem Treg (Fig 13C). Pode-se observar que as 

células Tregs alogênicas são mais eficientes do que as células Tregs autólogas em suprimir a 

produção de IFN-γ no MLR (Figura 13C). Essa redução significativa de IFN-γ é justificada 

pela diminuição da ativação e proliferação de células T CD4+ devido à presença das células 

Treg que promove mecanismos de supressão que modulam a interação entre APCs e células T 

CD4+. 
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Figura 13 - Quantificação de citocinas IL-10 (A), TNF (B) e IFN-γ (C) por ELISA no sobrenadante 

de MLRs na presença ou ausência de Treg auto ou alo. APCs e células TCD4+ de doadores diferentes 

foram incubadas por 7 dias conforme descrito em M&M na presença de diferentes proporções de 

Tregs Auto (homotípicas às APCs) ou Alo (heterotípicas às APCs). O sobrenadante foi recolhido e 

usado para ELISA. N=8-20 por condição. * indica P<0.05 pelo Teste Wilcoxon pareado. 
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12 DISCUSSÃO 

A rejeição de aloenxertos se inicia quando as células T receptoras reconhecem antígenos 

derivados do doador que, uma vez ativadas, passam por expansão clonal, diferenciam-se em 

células efetoras e migram para o enxerto, onde promovem a destruição do tecido (INGULLI, 

2010). As APCs são potentes estimuladores das células T virgens através da apresentação de 

antígenos através do MHC classe I e classe II e de moléculas co-estimuladoras. Em um contexto 

de rejeição de transplantes, os aloantígenos são apresentados por APCs do doador ou receptor 

para as células T virgens que uma vez ativadas iniciam uma resposta aloimune que costuma ser 

excepcionalmente robusta, em parte devido à alta frequência de células T aloreativas. Estudos 

têm demostrado que as células T CD4+CD25hiCD127lowFOXP3+ estão envolvidas na tolerância 

específica ao enxerto após transplante de órgão sólido. Há dados que sugerem que Tregs 

específicas do enxerto são potencialmente mais imunossupressoras do que as Tregs 

poliespecíficas (WOOD et al., 2012; FERRER et al., 2014; TODO et al., 2016). Essa 

constatação sugere que a indução de um grande número de Tregs aloespecíficas de grau clínico 

pode ser interessante do ponto de vista de tolerância. 

Para analisar a função supressora de células T CD4+CD25+, um ensaio in vitro simples 

foi estabelecido em que células T CD4+CD25+ foram cultivadas com células T CD4+CD25- e o 

grau de supressão foi avaliado medindo-se a proliferação de células culturas após estimulação 

antigênica na presença de APCs. 

 A reação mista linfocitária (MLR) é um processo complexo que envolve a participação 

de células com diferentes atividades funcionais e possui uma configuração confiável permitindo 

que o papel de cada célula individual seja facilmente determinado, incluindo o tipo de ativação, 

número de células e grau de proliferação. Com a compreensão de como ocorre o 

reconhecimento do complexo MHC-antígeno pelo receptor de célula T (TCR), confirmou-se 

que a base da aloreatividade de células T na MLR era essencialmente parecida com o 

reconhecimento dos epítopos peptídicos nominais apresentados por moléculas de MHC 

próprias (MANGI et al., 1975). O princípio básico de uma MLR é que as células T de um 

doador proliferam na presença de células apresentadoras de antígeno (APCs) alogênicas. Esta 

proliferação é provocada pelo reconhecimento de diferenças entre o antígeno leucocitário 

humano (HLA) de dois doadores não relacionados. Vários ensaios de MLR são realizados 

cultivando linfócitos respondedores (MANGI et al., 1975) ou com as APCs irradiadas ou 

tratadas com mitomicina-C (GODFREY et al., 2004). Neste trabalho as células APCs não 

sofreram nenhum tipo de tratamento, além da separação baseada em citometria de fluxo 

(Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS). Na MLR a resposta imunológica é específica aos 
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antígenos do HLA alogênico, e não requer sensibilização prévia a esses antígenos (MANGI et 

al., 1975). A investigação de interações reguladoras na MLR é uma abordagem interessante 

para responder sobre os mecanismos de regulação de células T auto-reativas e o papel que as 

APCs desempenham nas interações reguladoras entre as células T (DOZMOROV et al., 1995). 

Neste estudo, padronizamos uma MLR para testar a capacidade de supressão da 

proliferação das células T CD4+Foxp3- por populações de células Tregs autólogas ou alogênicas 

à APC. Observamos que na MLR ocorreu um alto grau de proliferação das células T CD4+, o 

que já é esperado devido a interação entre o complexo MHC-antígeno nas APCs com o receptor 

de célula T (TCR).  Ao adicionar-se as populações de Tregs alo e auto ao MLR verificou-se 

uma diminuição global da capacidade de indução da proliferação, pelas células T CD4+, 

comprovando a eficiência das células Tregs (CD4+CD127LowCD25hi) em suprimir a ativação da 

célula T CD4+ no MLR. Observou-se também que à medida que se diminui a concentração de 

células Tregs em relação às estimuladoras e respondedoras, a porcentagem de proliferação 

aumentou. Por fim, observamos que não houve diferenças significativas na capacidade de 

inibição da proliferação das células T CD4+ no MLR pela presença das células T CD4+FoxP3+ 

alogênicas em comparação com as autólogas.  

Além disso, observamos que a presença de células Tregs inbiram a produção de 

citocinas na MLR. Avaliamos a produção das citocinas IL-10, TNF-α e IFN-γ. Embora não 

tenhamos observado diferenças significativas nas concentrações de IL-10 nos grupos avaliados, 

observamos que a presença de Tregs, tanto autólogas como alogênicas, inibiram a produção de 

TNF-α e IFN-γ na cultura quando em maiores proporções no MLR. À medida que se diluiu a 

concentração das Tregs, elas perderam eficiência nessa regulação, embora a Treg alogência 

apresente melhor desempenho em inibir a produção destas citocinas em diluições maiores. A 

presença das células T reguladoras bloqueou a proliferação e ativação, medida pela produção 

de citocinas, das células T efetoras no MLR provavelmente por um mecanismo que 

independente de IL-10 e serão necessários estudos posteriores para melhor elucidação deste 

mecanismo.  

As células Tregs tem sido estudada como mecanismo de tolerância em transplantes já 

há algum tempo com bons resultados. Entretanto, uma grande dificuldade é a obtenção de 

quantidades de células Tregs suficientes para se atingir grau clínico de uso. Godfrey 2004, 

avaliou se Tregs expandidas in vitro manteriam a capacidade de supressão em cultura e para 

isso testou a imunossupressão de células T em MLR. Foi observado que a proliferação foi quase 

completamente inibida em MLRs suprimidas pela linhagem de células Tregs que eles 

expandiram em relação ao controle Teff:APC (GODFREY et al., 2004) e que houve uma 
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profunda supressão do acúmulo de citocinas IL-2, IL-10, IFN-γ, TNF-α e IL-6 nos 

sobrenadantes (GODFREY et al., 2004). Em nossos resultados, a supressão da MLR não foi 

tão dramática, embora os resultados sejam coerentes, e acreditamos que diferenças 

metodológicas, como o uso de APCs ativadas com PAMPs e uma razão diferente de 

APC:Teff:Treg (GODFREY et al., 2004), possam justificar as diferenças de magnitude. 

Neste trabalho viu-se que as células Tregs alogênicas parecem ser mais eficientes do 

que as células Tregs autólogas em suprimir a produção de IFN-γ no MLR. Essa redução 

significativa de IFN-γ pode ser justificada pela diminuição da ativação e proliferação de células 

T CD4+ devido a presença das células Tregs que promovem mecanismos de supressão que 

modulam a interação entre APCs e células T CD4+.  O IFNγ induz o aumento da expressão de 

MHC, ativa mecanismos efetores tanto na imunidade inata quanto na adaptativa e ainda fornece 

um um forte sinal para proliferação de linfócitos Th1, amplificando mecanismos de imunidade 

adaptativa. Vários trabalhos concordam que IFN-γ possui um papel central na rejeição (LIU 

etal., 2013). Por exemplo, células T produtoras de IFN-γ são encontradas em pacientes 

transplantados sofrendo processos de rejeição aguda e, acredita-se que sua capacidade de 

induzir hiperpensibilidade do tipo tardia (DTH), ativar a producão de anticorpos e induzir a 

atividade de células T CD8+ contribuam em vários aspectos dos mecanismos de rejeição de 

transplante alogênico (LIU etal., 2013).  

Foi demostrado que o IFN-γ pode atuar como um fator tardio de crescimento para 

células T CD4+CD25+ mediadoras da tolerância específica e que pode ter um papel importante 

para a indução e manutenção da tolerância (WOOD & SAWITZKI 2006). Outro estudo mostrou 

que a expressão do fator de transcrição Th1 T ‐ bet foi regulada positivamente em Tregs após 

exposição a IFN-γ em ambiente inflamatório controlando sua migração, homeostase e função 

supressora. (KOCH et al., 2009; FERRER et al., 2014).  

Também já foi relatado que Tregs ativadas por aloantígenos são induzidas a expressar 

receptores IFNGR para IFN-γ. Em culturas com células T estimuladas com aloantígenos, o 

IFN-γ pode aumentar a conversão de células T em Tregs específicas de aloantígeno que 

suprimem a resposta imune efetora e promover a expansão destas células para evitar a 

destruição do aloenxerto e manter a tolerância (NOMURA et al., 2017).  

No contexto aqui estudado, foi possível visualizar no MLR padronizado que as células 

T CD4+CD25+ suprimiram a proliferação de células T CD4+CD25- ativadas e a produção de 

citocinas associadas ao processo de rejeição, como IFN-γ e TNF, quando foram co-cultivadas 

in vitro. Neste trabalho, não investigamos mecanismos que possam estar associados a esses 

processos, mas especulamos que possam ser mecanismos comuns envolvidos na supressão da 
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proliferação das células T efetoras, como a depleção de citocina proliferativa, como IL-2, ou 

mesmo a produção de outras citocinas anti-proliferativa como o TGF-β, como observado nos 

estudos de GODFREY et al., 2004. Os receptores CTLA-4, GITR, CD39, CD73, LAP, GARP, 

LAG3 expressos pelas células Tregs também podem ter um papel e serão estudados 

posteriormente para que outros mecanismos de interagem com APCs e células T para a 

promoção da supressão seja compreendidos. Análises sobre células Tregs expandidas também 

trarão enriquecimento para o entendimento de mecanismos efetores da supressão, já que para 

uma terapia Treg é necessária uma quantidade grande de células que não são encontradas na 

corrente sanguínea para a infusão no indivíduo. 
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13 CONCLUSÃO  

 

O estudo dos mecanismos efetores da supressão induzidos pelas células T reguladoras 

na reação mista de linfócitos trouxe informações importantes para uma melhor compreensão 

dos aspectos imunológicos na obtenção da tolerância operacional. Muitos detalhes ainda 

precisam ser elucidados, já que muitos outros mecanismos estão envolvidos no processo de 

tolerância. Os resultados mostram um ensaio adequado para o estudo do comportamento das 

células Tregs, APCs e células TCD4+, no que diz respeito à co-estimulação, interação entre 

TCR e MHC e a produção de citocinas. Viu-se através das análises das citocinas e da 

proliferação, que as células Tregs foram capazes de suprimir a proliferação das células T CD4+ 

e a produção de citocinas relevantes para a rejeição  

  Este estudo é relevante, pois procura responder qual a origem da Treg mais relevante 

para a indução de tolerância operacional, Treg do próprio receptor ou do doador. A resposta 

adequada a essa pergunta permitirá a canalização de esforços adequados para o 

desenvolvimento de uma terapia celular mais promissora.   
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