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RESUMO  
  

MORAES-VIEIRA, PM. Leptina: um modulador central das respostas imunes. 2011.143 
f. Tese (Doutorado em Imunologia). São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2011. 

  
A   leptina   é  um  mediador   tanto  de   respostas  neuroendócrinas   como   imunes,   e   tem  
sido  associada  a  diversas  autoimunidades.  O  nosso  objetivo  foi  estudar  a  importância  
da  leptina  na  modulação  da  resposta  imunológica  no  transplante  experimental,  com  
especial  atenção  ao  seu  papel  na  plasticidade  de  linfócitos  T  e  de  células  dendríticas  
(DC).   Observamos   que   os   animais   deficientes   em   leptina   têm   uma   sobrevida  
aumentada  do  enxerto  de  pele,  uma  menor  porcentagem  de  células  T  CD4+,  CD8+  e  
células  T  CD4+IFN-‐‑γ+.  Uma  maior  frequência  de  células  T  reguladoras,  de  células  Th2  
e  de  células  Th17  também  foram  encontradas.  Observamos  uma  maior  diferenciação  
de  células  T  CD4  naive   em  células  T   reguladoras  e  Th17   tanto  em  condições  de  co-‐‑
cultivo   com   DC   como   em   condições   livres   de   DC,   na   ausência   de   leptina.   A  
deficiência  de  leptina  acarretou  em  uma  menor  capacidade  proliferativa  de  linfócitos  
T  CD4  in  vivo.  A  transferência  de  células  T  CD4  de  animais  deficientes  em  leptina,  em  
seu   receptor  e  de  animais  normais  em  animais  Rag-‐‑/-‐‑   transplantados  mostrou  que  a  
sinalização  via   receptor  de   leptina   é   importante  na   resposta  alogênica.  Além  disso,  
nossos   dados   indicam   que   a   geração   de   DC   derivadas   de   medula   óssea,   tanto  
imaturas   como   maduras,   é   comprometida   na   ausência   de   leptina.   Essas   células  
induziram  uma  menor  proliferação  de  linfócitos  CD4+  e  maior  geração/expansão  de  
células   T  CD4+Foxp3+,   CD4+IL-‐‑17+   e   CD4+IL-‐‑4+,   tanto   in   vitro   como   in   vivo.     Nossos  
resultados  indicam  que  a  ausência  de  leptina  resultou  num  predomínio  de  células  T  
reguladoras  e  num  padrão  Th2  que,  em  conjunto  com  o  perfil  tolerogênico  das  DC,  
poderiam  ser  um  dos  mecanismos   responsáveis  pela   resposta   imune  alogênica  nos  
camundongos  Lepob/ob.    
  

Palavras-‐‑chave:  Leptina.  Célula  T  reguladora.  Th17.  Transplante.  Célula  dendrítica.    



 

 

ABSTRACT  
  

MORAES-VIEIRA, PM. Leptin: a central modulator of imune responses. 2011. 143 p. 
Thesis (Doctor in Imunologia). São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2011. 

  

Leptin  is  a  mediator  of  both  neuroendocrine  and  immune  responses  and  it  has  been  
associated  with  several  autoimmune.  Our  goal  was  to  study  the  importance  of  leptin  
in  modulating  the  alloimmune  response  and  its  role  in  T  cell  plasticity.  We  observed  
that  leptin  deficient  animals  have  an  increased  skin  graft  survival,  lower  percentages  
of   CD4+,   CD8+,   CD4+IFN-‐‑γ+   T   cells   and   a   higher   frequency   of   regulatory   T   cells  
(CD4+Foxp3+),   Th2   cells   (CD4+GATA-‐‑3+   and   CD4+IL-‐‑4+)   and   Th17   cells.   A   higher  
genratiom  of  both  regulatory  and  Th17  T  cells  from  naïve  precursors  was  observed  in  
the  absence  of   leptin,  both   in  dendritic  cells  co-‐‑culture  and  dendritic  cells-‐‑free.  The  
deficiency   of   leptin   signaling   led   to   a   lower   proliferative   fitness   of   CD4+   T  
lymphocytes  in  vivo.  The  transfer  of  CD4+  T  cells  from  leptin  deficient,  leptin  receptor  
deficient   and   normal   mice   into   Rag-‐‑/-‐‑   transplant   recipients   showed   that   leptin  
receptor  signaling  pathway  was  important  in  allogeneic  response.  Furthermore,  our  
data   showed   that   the   generation   of   immature   and   mature   bone   marrow   derived  
dendritic  cells  was  compromised  in  the  absence  of  leptin.  These  cells  induced  a  lower  
CD4+   T   lymphocyte   proliferation   and   increased   ability   to   induce   the  
generation/expansion  of  CD4+Foxp3+,  CD4+IL-‐‑17+  and  CD4+IL-‐‑4+  T  cells,  both   in  vitro  
and  in  vivo.  Our  results  indicated  that  the  lack  of  leptin  resulted  in  higher  frequency  
of   regulatory  T  cells  and  a  Th2   immune  response  deviation,  which   together  with  a  
tolerogenic  dendritic  cells  profile  could  account  for  the  mechanisms  involved  in  the  
Lepob/ob  mice  graft  immune  response.  
  

Key   words:   Leptin.   Regulatory   T   cell.   Th17.   Transplantation.   Dendritic   cell.
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Lepob/ob     Camudongo  deficiente  em  leptina  
Lepdb/db     Camundongo  deficiente  no  receptor  de  leptina  
LN      Linfonodo  
LPS        Lipopolissacarídeo  
MCP-‐‑1     “Monocyte  chemoattractant  protein-‐‑1”  
mDC      Célula  dendrítica  madura  
MHCII     Complexo  principal  de  histocompatibilidade  II  
MLR        Reação  linfocitária  mista  
NFκB       Fator  nuclear  κB  
MOG       “Myelin  Oligodendrocyte  Glycoprotein”  
NK        “Natural  killer”  
NPY      Neuropeptídeo  Y  
ObRb      Forma  longa  do  receptor  de  leptina  
PBS        Solução  salina  de  tampão  fosfato  



   

 

POMC   “Pro-‐‑opiomelanocortin  
RAG        Recombination  activating  gene  
TGF-‐‑β     “Transforming  groth  fator  β  “  
Th1        Célula  T  auxiliar  tipo  I  
Th2        Célula  T  auxiliar  tipo  2  
Th17      Célula  T  auxiliar  tipo  17  
Rlep        Leptina  recombinante  
RORC     “Related  orphan  receptor  gene”  
RORγT   “Related  orphan  receptor  γ”  
SSC        “Side  scatter”  
STAT      “Signal  transducer  and  activator  of  transcription”  
Treg        Célula  T  reguladora  
TNF        Fator  de  necrose  tumoral  
WT        “Wild  Type”  
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1                  INTRODUÇÃO  
  

Inicialmente   considerado   como   um   tecido   inerte   e   com   função   de  

armazenamento   de   energia,   o   tecido   adiposo   tem   se   mostrado   importante   na  

regulação  de  diversos  processos  patológicos  e  fisiológicos.    

A   obesidade,   um   dos   problemas   mais   comuns   de   saúde   pública   nos   dias  

atuais,   é   um   fator   de   risco   para   o   desenvolvimento   de   diversas   patologias,   como  

arteriosclerose,  diabetes  e   síndrome  metabólica   (Djiane  e  Attig,  2008;  Feuerer  et  al.,  

2009).   Além   da   associação   entre   a   obesidade   e   algumas   doenças,   interações  

importantes  existem  entre  o  metabolismo  e  o  sistema  imune,  sendo  essas  interações  

orquestradas  por  uma  complexa  rede  de  fatores  solúveis  derivados  tanto  de  células  

do  sistema  imune  como  do  tecido  adiposo.    

A   obesidade   está   associada   a   um   estado   pró-‐‑inflamatório   sendo   que   alguns  

marcadores  de  inflamação  mostram-‐‑se  elevados  em  indivíduos  obesos  (Posey  et  al.,  

2008).  Dentre  esses  fatores,  destacam-‐‑se  algumas  adipocinas  que  contribuem  para  um  

estado  de  leve  inflamação  em  indivíduos  obesos,  como  leptina,  IL-‐‑6  e  TNF  (Bastard  

et   al.,   2006).   O   termo   adipocina   é   usado   para   descrever   uma   citocina   produzida  

principalmente  por  adipócitos  (Maclaren,  Cui  e  Cianflone,  2008).  As  adipocinas,  além  

de  serem  produzidas  pelos  adipócitos,  são  moduladas  e  produzidas  por  macrófagos  

infiltrantes   (Li  et   al.,   2007).  Dentre   as   adipocinas,   a   leptina   tem  despertado   grande  

interesse   pela   comunidade   científica   devido   a   sua   capacidade   de  modular   tanto   o  

metabolismo  e  o  consumo  alimentar  como  o  sistema  imunológico.  

  

1.1   LEPTINA  

 
Em  meados  da  década  de   50,  Gordon  Kennedy   foi   o  primeiro   a  propor  que  

fatores  circulantes  gerados  proporcionalmente  à  quantidade  de  depósitos  de  gordura  

influenciavam  o  consumo  de  alimentos  e  o  gasto  energético  de  forma  a  regularem  o  

peso   corpóreo   (Kennedy,   1953).   Contudo,   apenas   em   meados   da   década   de   90,   a  
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leptina   foi  descrita  por  Zhang   e   colaboradores   (Zhang   et   al.,   1994)   e   seu   estudo   se  

iniciou  de  fato,  com  a  descrição  de  dois  modelos  de  camundongos,  um  deles  obeso  

(ob)   e   o   outro   diabético   (db)   (Flier,   1995;   Friedman   e   Halaas,   1998).   Mutações   em  

homozigose   nesses   locus   (ob/ob   e   db/db)   causam   hiperfagia   e   diminuição   da   taxa  

metabólica.   Embora   estudos   genéticos   tenham   mapeado   esses   genes   em   loci  

diferentes  (Chung  et  al.,  1996;  Geffroy  et  al.,  1995;  Isse  et  al.,  1995),  sua  correlação  foi  

sugerida   por   estudos   de   parabiose.   Nesses   estudos,   a   parabiose   de   animais   ob/ob  

tanto   com   animais   selvagens   como   db/db   acabavam   com   o   fenótipo   observado   em  

animais   ob/ob,   sugerindo   que   o   produto   do   gene   ob   era   um   fator   circulante  

encontrado  em  animais  selvagens  e  db/db  (Coleman,  1973;  Coleman  e  Hummel,  1969).  

Esses  autores  observaram  que,  ao  contrário  do  observado  para  os  animais  ob/ob,  os  

animais   db/db   não   tinham   seu   fenótipo   revertido,   sugerindo   que   os   animais   db/db,  

apesar  de  possuírem  esse  fator,  eram  insensíveis  a  ele.  Isso  levou  a  suposição  de  que  

o  receptor  do  gene  ob  não  era  funcional  no  animal  db/db.  

A  hipótese  levantada  por  esses  experimentos  clássicos  foi  confirmada  quando  

o  gene  ob   foi   clonado  e   seu  produto   identificado  como  sendo  a   leptina   (Flier,   1995;  

Friedman  e  Halaas,  1998).  Logo  após  a  clonagem  e  identificação  do  produto  do  gene  

ob,  o  receptor  da  leptina  foi  clonado  (Tartaglia  et  al.,  1995).  Após  a  clonagem  do  gene  

deste  receptor,  observou-‐‑se  que  o  gene  responsável  por  sua  transcrição  possuía  uma  

mutação  no  animal  db/db  (Chua  et  al.,  1996).    

Os  receptores  de  leptina  são  produtos  de  um  único  gene  denominado  de  lepr  

(do   inglês;   leptin   receptor)   e   existem   sob   várias   formas   resultantes   de   splicing  

alternativo   e   clivagens   proteolíticas   (Chua   et   al.,   1997).   Os   receptores   de   leptina  

podem   ser   subdivididos   em   três   categorias:   forma   secretada,   forma   curta   e   forma  

longa  (Chua  et  al.,  1997;  Tartaglia,  1997).  Enquanto  que  as  funções  dos  receptores  de  

leptina  de  forma  curta  não  são  bem  conhecidas,  a  forma  longa,  ObRb,  é  fundamental  

para  a  função  da  leptina.  O  ObRb  é  um  receptor  que  ativa  Jaks  quinases  induzindo  a  

fosforilação   e   ativação   de   STAT3   (do   inglês;   signal   transducer   and   activator   of  

transcription  3)  (Baumann  et  al.,  1996)  (Figura  1).      
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Figura  1.  Via  de  sinalização  desencadeada  pela  ligação  da  leptina  ao  seu  receptor  e  possíveis  alvos  de  

STAT-‐‑3  ativada  pela  ligação  da  leptina  ao  seu  receptor  (ObRb)  em  linfócitos  T.    A  ligação  da  
leptina  ao  seu  receptor  induz  o  recrutamento  de  SHP-‐‑2  (do  inglês,  Src  homology  2-‐‑containing  
tyrosine  phosphatase)  e  Jak2  (Janus  quinase  2).  A  Jak2  é  fosforilada  e  recruta  e  fosforila  STAT-‐‑
3.  O  homodímero  de  STAT-‐‑3  migra  para  o  núcleo  e  promove  a  transcrição  de  genes  alvo.  A  
SHP-‐‑2  quando  recrutada  e  ativada  liga-‐‑se  a  Jak2  que  também  recruta  e  ativa  IRS2,  levando  a  
ativação  da  via  PI3K/Akt   (do   inglês,  Phosphatidylinositol  3-‐‑kinases/Protein  kinaes  B   –  PTB).  A  
via   PI3K/Akt   culmina   com   a   ativação   do   complexo   mTor   (do   inglês,  mammalian   target   of  
rapamycin).   A   ativação   via   receptor   de   leptina   também   induz   a   transcrição,   por   regulação  
negativa,  de  SOCS3  (do  inglês,   suppressor  of  cytokine  signaling  3)  que  promove  a   inibição  da  
fosforilação   de   STAT-‐‑3.   Foxp3   -‐‑   forkhead   box   P3;   RORC   -‐‑      retinoid-‐‑related   orphan   receptor  
gamma,  codifica  a  proteina  RORγT.  

  

Após   esses   estudos   iniciais,   sabe-‐‑se,   hoje,   que   a   leptina   é   um   hormônio  

peptídico,   não   glicosilado,   pertencente   a   classe   I   da   superfamília   das   citocinas,  

sintetizado  principalmente  por  adipócitos  e  que,  via  sua  ação  no  hipotálamo,    regula  

o   apetite   e   o   gasto   energético   (Halaas   et   al.,   1995).   Níveis   circulantes   de   leptina  

correlacionam-‐‑se  diretamente  com  a  quantidade  de  tecido  adiposo  (Considine  et  al.,  
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1996).  A  leptina  é  uma  citocina  com  características  hormonais  e  funções  pleiotrópicas  

(Lago  et  al.,  2007).    

  

1.2     LEPTINA  E  O  CONTROLE  DA  FOME  

  

Especulações   filosóficas   antigas   sugeriam   que   o   instinto   de   sentir   fome   que  

controlava  o  consumo  de  alimento  se  originava  na  cavidade  abdominal  uma  vez  que  

esse   canal   alimentar   tornava-‐‑se   vazio.   Hipóteses   mais   específicas   foram   feitas   por  

Galen  (A.D.  138-‐‑201),  o  qual  descreveu  o  estômago  como  o  responsável  pelo  controle  

do   apetite,   conforme   referenciado   por   Meyer   e   colaboradores   (Mayer   e   Thomas,  

1967).   Essas   idéias   perpetuaram   até   o   fisiologista   Haller   escrever,   em   1901,   pela  

primeira  vez,  sobre  o  instinto  de  sentir  fome  e  sede  como  sendo  uma  dor  intolerável  

devido   ao   estômago   vazio,   conforme   também   referenciado   por   Mayer   e   Thomas  

(Mayer  e  Thomas,  1967).      

Ainda,   o   hipotálamo   foi   inicialmente   implicado   no   controle   do   consumo  

alimentar   e   obesidade   pela   primeira   descrição   clínica   de   que   uma   lesão   no   eixo  

hipotálamo-‐‑pituitária   resultou   em   obesidade,   há   mais   de   170   anos   por   Bernhard  

Mohr  (Brobeck,  1946).  Na  virada  do  século  passado,  Joseph  Babinski  e  Alfred  Frolich  

também   descreveram   que   uma   condição   de   obesidade   e   desenvolvimento   sexual  

retardado   era   atribuído   a   lesão   neste   eixo   (Williams   e   Elmquist,   2011).  

Posteriormente,  Camus  e  Roussey   em  1913,   e,  Bailey   e  Bremer   em  1921,   sugeriram  

que  obesidade  extrema  em  pacientes  com  a  síndrome  de  Frohlich  (também  conhecida  

como   distrofia   adiposo-‐‑genital)   era   devido   a   lesões   hipotalâmicas,   conforme  

referenciado   por   Brooks   (Brooks,   1988).   Embora   esses   achados   indicassem   o  

hipotálamo  como  centro  controlador  do  consumo  de  alimentos,  somente  na  década  

de   40,   Hetherington   e   Ranson   descreveram   que   lesões   hipotalâmicas   no   núcleo  

paraventricular   levavam   a   obesidade   (Brooks,   1988).   Anand   e   colaboradores  

denominaram  esse  efeito  de  síndrome  de  hiperfagia  hipotalâmica  (Anand  e  Brobeck,  

1952;  Anand  e  Brobeck,  1951).    
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Nos   dias   atuais,   sabe-‐‑se   que   a   leptina   diminui   o   consumo   de   alimento   e  

aumenta  o  gasto  energético  por  meio  da  sua  ação  no  hipotálamo  (Boguszewski,  Paz-‐‑

Filho   e   Velloso,   2010).   O   núcleo   arqueado   hipotalâmico   é   o   principal   sítio   de  

sinalização   da   leptina   e,   consequentemente,   da   resistência   a   leptina   (Mercer   et   al.,  

1996a;  Mercer  et  al.,  1996b;  Velloso,  Araujo  e  De  Souza,  2008).  No  núcleo  arqueado  

hipotalâmico,   existem   duas   populações   de   neurônios   responsivos   a   leptina   (Cone,  

2005).   A   primeira   população   neuronal   expressa   dois   potentes   peptídeos  

estimuladores  do  apetite  (orexigeno),  o  AgRP  (do  inglês;  agonist  Agouti-‐‑related  peptide)  

e   o  Neuropeptídeo   Y   (NPY).      A   segunda   classe   de   neurônios   expressa   o   peptídeo  

POMC   (do   inglês,   pro-‐‑opiomelanocortin)   e   transcritos   regulados   pela   anfetamina   e  

cocaína   (CART;  do   inglês,  cocaine- and amphetamine-regulated transcript)   (Flier,   2004).  

Esses   neurônios   se   projetam   para   neurônios   tidos   como   de   “segunda   ordem”  

localizados  no  núcleo  paraventricular.    

A   leptina   inibe   os   neurônios   NPY/AgRP   e   o   déficit   energético      aumenta  

significantemente  a  expressão  de  NPY  e  AgRP,  os  quais  estimulam  o  comportamento  

alimentar   (Coll,   Farooqi   e   O'ʹrahilly,   2007).   Em   contrapartida   aos   neurônios  

NPY/AgRP,   os   neurônios   POMC/CART   são   estimulados   pela   leptina   e   o   déficit  

energético   diminui   a   expressão   de   POMC   (Lopez,   Lelliott   e   Vidal-‐‑Puig,   2007).  

Embora   a   deficiência   em   CART   não   pareça   influenciar   o   balanço   energético,  

peptídeos  POMC  desempenham  um  papel  central  no  comportamento  alimentar  em  

humanos   e   em   camundongos,   sendo   sua   deficiência   relacionada   a   hiperfagia   e  

obesidade  (Coll,  Farooqi  e  O'ʹrahilly,  2007).  

  

1.3     LEPTINA  E  O  SISTEMA  IMUNE  

  

A   leptina,   devido   a   sua   ação   na   regulação  do  metabolismo,   é   um  mediador  

tanto  de   respostas   neuroendócrinas   como   imunes   (Guzik   et   al.,   2007).     No   sistema  

imune,  a  ausência  da  leptina  ou  a  incapacidade  dessa  adipocina  em  sinalizar  via  seu  

receptor  provoca  diversas  alterações  no  sistema  imunológico.  Animais  Lepdb/db  (Chua  
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et   al.,   1996)   possuem   atrofia   tímica   e   animais   Lepob/ob   possuem   tendência   a   se  

tornarem   imunodeficientes   por   apresentarem   respostas   de   células   B   e   células   T  

comprometidas   em   diferentes  modelos,   como   na   artrite   autoimune   experimental   e  

EAE   (encefalomielite   autoimune   experimental,   do   inglês:   experimental   autoimmune  

encephalomuelitis)  (Busso  et  al.,  2002;  De  Rosa  et  al.,  2006;  Howard  et  al.,  1999;  Lord  et  

al.,   1998),   com   mecanismos   ainda   não   completamente   compreendidos.   Algumas  

ações  da   leptina  no  sistema   imune   incluem  a  modulação  de  monócitos/macrófagos,  

neutrófilos,   eosinófilos,   basófilos,   células   NK   (do   inglês;   natural   killer),   células  

dendríticas  e  linfócitos  (Busso  et  al.,  2002;  Dovio  et  al.,  2004;  Fujita  et  al.,  2002;  Li  et  

al.,   2007;   Macia   et   al.,   2006).   A   leptina   pode   induzir   a   ativação   de   células   T   e  

modificar  o   equilíbrio   entre   as   células  produtoras  de   citocinas  de  perfil  Th1   e  Th2,  

favorecendo   a   produção   de   citocinas   do   padrão   Th1,   mostrando   um   papel   pró-‐‑

inflamatório   da   leptina   (Busso   et   al.,   2002).   A   leptina   é   produzida   por   células  

inflamatórias   e   a   transcrição   e   tradução   do   gene   da   leptina   são   aumentadas   por  

estímulos  inflamatórios  como  o  lipopolissacarídeo  (LPS),  a  IL-‐‑1β  e  a  IL-‐‑6  (Landman  

et  al.,  2003;  Sarraf  et  al.,  1997).    

  

1.4     LEPTINA  E  IMUNIDADE  INATA  

  

Na   imunidade   inata,   a   leptina   parece   atuar   na   ativação   de   monócitos   e  

macrófagos,   favorecendo   sua   função   fagocítica   e   a   secreção   de   leucotrieno   B4,  

cicloxigenase,  oxido  nítrico  e  citocinas  pró-‐‑inflamatórias  como  TNF  e  IL-‐‑1β  (Mancuso  

et   al.,   2002;   Zarkesh-‐‑Esfahani   et   al.,   2001).   Nos   neutrófilos,   a   leptina   induz  

quimiotaxia  e  liberação  de  radicais  de  oxigênio,  sendo  que  em  humanos  esses  efeitos  

parecem  ser   indiretos  via  a  produção  de  TNF  pelos  macrófagos  (Caldefie-‐‑Chezet  et  

al.,  2001;  Caldefie-‐‑Chezet,  Poulin  e  Vasson,  2003;  Zarkesh-‐‑Esfahani  et  al.,  2004).  Além  

disso,   animais   obesos   apresentam   uma   resposta   inflamatória   prolongada   e  

aumentada  na  peritonite  induzida  por  zimozan,  caracterizada  por  elevados  níveis  de  

IL-‐‑6   (Pini   et   al.,   2008).   Também   foi   relatado,   por   esses  mesmos   pesquisadores,   no  
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mesmo  modelo,  um  maior  infiltrado  neutrofílico  nos  animais  obesos,  deficientes  em  

leptina,   e   maior   produção   IL-‐‑17   na   cavidade   peritoneal,   sendo   os   neutrófilos   os  

principais   produtores   de   IL-‐‑17.   Essa   produção   de   IL-‐‑17   contribui   para   o   processo  

inflamatório,  sendo  inibida  pela  adição  de  leptina  recombinante  em  animais  Lepob/ob  

(Pini  e  Fantuzzi,  2010).      

Nas  células  NK,  a  leptina  afeta  a  sua  ativação  e  desenvolvimento,  tanto  in  vitro  

como   in   vivo   (Tian   et   al.,   2002;   Zhao   et   al.,   2003).   Como   as   células  NK   expressam  

ObRb  e  camundongos  Lepdb/db  possuem  um  déficit  de  células  NK  é  provável  que  a  

leptina   influencie   tanto   o   desenvolvimento   como   a   manutenção   dessas   células,   in  

vivo.  Um  importante  papel  de  ObRb  nas  células  NK  é  promover  sua  função  citotóxica  

via  a  ativação  de  STAT3,  além  da  transcrição  de  IL-‐‑2  e  perforinas  (Siegmund  et  al.,  

2002;  Tian  et  al.,  2002;  Zhao  et  al.,  2003).    

Outra   população   celular   de   grande   importância   na   regulação   da   resposta  

imune,   que   também   tem   a   sua   função   modulada   pela   leptina,   são   as   células  

dendríticas   (DC;   do   inglês,   dendritic   cell).   Dois   trabalhos,   um   utilizando   animais  

Lepob/ob  e  outro  animais  Lepdb/db,  relataram  diferentes  resultados  em  relação  a  ação  da  

leptina  na  modulação  de  DC  obtidas  de  medula  óssea  (Lam  et  al.,  2006;  Macia  et  al.,  

2006)   .  Macia  e  colaboradores,  usando  medula  óssea  de  animais  Lepob/ob  mostraram  

que  não  havia  diferenças  fenotípicas  entre  DC  de  animais  Lepob/ob    comparativamente  

a   animais   selvagens   (Macia   et   al.,   2006).   Em   contrapartida,   Lam   e   colaboradores  

descreveram  que  DC  derivadas  de  medula  óssea  de  animais  Lepdb/db   apresentavam  

menor   expressão   de   moléculas   coestimuladoras   comparativamente   a   animais  

selvagens  (Lam  et  al.,  2006).    

Outros   dados   foram   encontrados   em   relação   à   ação   da   leptina   nas   DCs.  

Conforme  descrito,  apesar  das  DCs  de  animais  Lepob/ob  apresentarem  características  

fenotípicas   normais,   essas   DCs   eram   menos   potentes   na   indução   de   proliferação  

alogênica   de   células   T   e   animais   Lepob/ob   tinham  um  número   diminuído   de  DC  da  

epiderme,   as   células   de   Langerhans,   sendo   essa   quantidade   restaurada   pela    

administração   de   leptina   exógena         (Macia   et   al.,   2006).   Esse   estudo,   apesar   de  
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sugerir,  não  atribuiu  um  efeito  direto  da  leptina  nas  DC.  Posteriormente,  observou-‐‑se  

que  o  receptor  da  leptina,  ObRb,  era  expresso  em  DC  e  que  as  originadas  da  medula  

óssea   de   animais   Lepdb/db   tinham   reduzida   sobrevivência   e   maturação   (Lam   et   al.,  

2006).    

  

1.5   LEPTINA  E  IMUNIDADE  ADAPTATIVA  

  

Na  imunidade  adaptativa,  a  influência  da  leptina  tem  sido  mais  estudada  nas  

células  T  CD4+.  A  leptina  aumenta  a  ativação  de  células  T  CD4+  e  sua  migração  para  

sítios  de  inflamação,  possivelmente  devido  a  um  aumento  na  expressão  de  moléculas  

de  adesão,  como  ICAM  (do  inglês,  intercellular  adhension  molecules)  e  VLA2  (do  inglês,  

very  late  antigen  2)  em  resposta  ao  IFNγ  (Lord  et  al.,  1998).    

A   privação   de   energia   em   camundongos   Lepob/ob   causa   uma   diminuição   da  

concentração  sérica  da  leptina  que  é  acompanhada  por  uma  redução  nas  reações  de  

hipersensibilidade   do   tipo   tardia   e   atrofia   tímica,   as   quais   são   revertidas   pela  

administração   de   leptina   (Howard   et   al.,   1999;   Lord   et   al.,   2001).   Observou-‐‑se,  

posteriormente,   que   a   leptina   inibe   a   atrofia   tímica   possivelmente   por   inibir   a  

apoptose  de  timócitos  independentemente  da  via  JAK-‐‑2  e  dependentemente  das  vias  

IRS-‐‑1  e  PI3K  (Mansour  et  al.,  2006).    

Animais  Lepob/ob   secretam  menos   IL-‐‑2,   IFNγ,  TNF  e   IL-‐‑18  e  mais   IL-‐‑4  e   IL10,  

após  estímulo  mitogênico,   fator  que  pode   levar   esses  animais  a   serem  resistentes  a  

algumas   doenças   autoimunes   induzidas   experimentalmente   (Busso   et   al.,   2002;  

Faggioni  et  al.,  2000),  como  a  EAE  (Matarese  et  al.,  2001a),  o  diabetes  do  tipo  1  (Wang  

et   al.,   2010)   e   a   artrite   induzida   por   antígeno   (Ozata,   Ozdemir   e   Licinio,   1999),  

embora   atualmente   sabe-‐‑se   que   as   células   Th17   desempenham   um   papel   central  

nessas  doenças  autoimunes,  conforme  será  descrito  posteriormente.    

Apesar  da  leptina  ser  tida  como  uma  adipocina  que  favoreça  um  perfil  Th1  e,  

sua  ausência  a  uma  mudança  para  um  perfil  Th2,   recentemente   foi   investigado,  de  

fato,   o   papel   da   leptina   na   polarização   Th1   versus   Th2   (Batra   et   al.,   2010).   Batra   e  
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colaboradores   descreveram   que   a   presença   de   leptina   induzia   um   aumento   na  

produção  de  IFN-‐‑γ  durante  a  polarização  Th1  e,  durante  a  polarização  Th2,  suprimia  

a   produção   de   IL-‐‑4.   Apesar   desses   dados   obtidos   com   experimentos   in   vitro,   a  

ausência   de   leptina   em   animais   Lepob/ob   induziu   proteção   tanto   da   inflamação  

intestinal  mediada  por  células    Th1  como  por  células  Th2  (Batra  et  al.,  2010).  

  

1.6   LEPTINA,  CÉLULAS  T  REGULADORAS  E  TH17  

  

O  paradigma   entre   as   células  Th1/Th2   forneceu  uma   importante  descrição   a  

respeito  da   regulação  mútua   entre   esses   dois   subtipos   celulares   no   sistema   imune,  

contudo   existem  muitos   dados   que   não   podem   ser   explicados   por   essa   relação.   A  

descoberta   das   células   Th17   e   sua   participação   nas   doenças   autoimunes   foi   um  

importante  fator  na  quebra  desse  paradigma.    

As   células   Th1   foram   implicadas   na   patogênese   de   muitas   doenças  

autoimunes,   como   esclerose   múltipla   e   artrite   reumatóide.   Entretanto,   resultados  

obtidos   com  a  neutralização  da   IL-‐‑12   e  do   IFN-‐‑γ   ou  mesmo   com  o  uso  de   animais  

knockouts   para   essas   citocinas   mostraram   diferentes   efeitos   na   indução   de   EAE,  

modelo   animal   para   a   doença   humana   esclerose   múltipla   (Cua   et   al.,   2003).   Foi  

mostrado  que  animais  knockouts  para  a  subunidade  p40  da  IL-‐‑12  eram  resistentes  ao  

desenvolvimento   da   EAE,   enquanto   que   animais   knockouts   de   IFN-‐‑γ   eram   mais  

sensíveis.     A  identificação  da  IL-‐‑23,  que  é  constituída  pela  subunidade  p40  da  IL-‐‑12  

em  conjunto  com  a  cadeia  p19,   levou  a  vários  questionamentos  a  respeito  do  papel  

da  IL-‐‑12,  IL-‐‑23  e  das  células  Th1  no  desenvolvimento  da  EAE  (Cua  et  al.,  2003).  Foi  

verificado,  posteriormente,  que  a  IL-‐‑23  desempenha  um  papel  central  na  indução  da  

EAE  e,  devido  à  relação  entre  a  IL-‐‑23  e  a  expressão  de  IL-‐‑17,  uma  nova  linhagem  de  

célula  T  foi  identificada,  a  Th17  (Harrington  et  al.,  2005;  Park  et  al.,  2005).    

As  células  Th17  são  distintas  das  células  Th1  e  Th2  baseada  na  evidência  de  que  

as   células   Th17   não   produzem   as   citocinas   clássicas   de   um   perfil   Th1   ou   Th2   e  

expressam   níveis   baixos   de   T-‐‑bet   (fator   de   transcrição   de   células   Th1)   e   GATA-‐‑3  
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(fator   de   transcrição   de   células   Th2)   (Zhou   e   Littman,   2009).   Outro   ponto   é   as  

citocinas  IL-‐‑4  e  IFN-‐‑γ  suprimirem  a  diferenciação  de  células  Th17  (Harrington  et  al.,  

2005;   Park   et   al.,   2005).   Seguindo-‐‑se   esses   estudos   iniciais,   o   fator   de   transcrição  

RORγT   (do   inglês,   Related   Orphan   Receptor   γ)   foi   identificado   como   regulador   de  

células  Th17  (Ivanov  et  al.,  2006).    

As  células  Th17  são  inibidas  por  IFN-‐‑γ  e  IL-‐‑27,  citocinas  secretadas  por  células  

Th1,   e   atuam   como   mediadoras   do   recrutamento   de   neutrófilos   para   os   sítios   de  

inflamação,   sendo   dependentes   de   IL-‐‑23   para   sua   sobrevivência   e   manutenção  

(Ivanov,   Zhou   e   Littman,   2007;   Mcgeachy   e   Cua,   2008).   Apesar   de   alguns  

pesquisadores  apontarem  a  IL-‐‑23  como  um  fator  importante  apenas  para  a  expansão  

de  células  Th17,   foi  mostrado  que  a   IL-‐‑23  é  necessária  para  promover  um   fenótipo  

patogênico   às   células   Th17,   confirmando   os   estudos   iniciais   sobre   a   função  

indispensável   de   IL-‐‑23   nos   modelos   de   doenças   autoimunes   induzidas   por   Th17  

(Gyulveszi,  Haak  e  Becher,  2009;  Segal,  2009;  Stritesky,  Yeh  e  Kaplan,  2008).    

Dentro  deste  contexto,  uma  dicotomia  foi  observada  entre  a  diferenciação  de  

células  T  reguladoras  e  Th17  (Bettelli  et  al.,  2006;  Mucida  et  al.,  2007).  A  diferenciação  

de   células   Th17,   in   vitro,   pode   ser   induzida,   a   partir   de   células   T   CD4+,   por  

estimulação  do  TCR  em  conjunto  com  fator  de  crescimento  transformador  β  (TGF-‐‑β;  

do  inglês,  Transforming  Growth  Factor  )  e  IL-‐‑6  (Bettelli  et  al.,  2006;  Mangan  et  al.,  2006;  

Veldhoen  et  al.,  2006)  e  a  diferenciação  de  células  T  reguladoras  por  estimulação  do  

TCR  em  conjunto  com  TGF-‐‑β  (Tone  et  al.,  2008).  Entretanto,  recentemente  foi  descrito  

que  TGF-‐‑  não  é  essencial  para  o  desenvolvimento  de  células  Th17,  sendo  necessário  

apenas  para  suprimir  os  fatores  de  transcrição  T-‐‑bet  e  GATA-‐‑3  (Das  et  al.,  2009)  e  que  

células  Th17  podem  ser  induzidas  apenas  pela  IL-‐‑6  (Ghoreschi  et  al.,  2010).  

O  papel  das  células  Th17  no  processo  de  rejeição  do  enxerto  ainda  não  foi  bem  

avaliado.   Contudo,   sua   relevância   em  modelos   de   hipersensibilidade  mediada   por  

células,  como  em  doenças  auto-‐‑imunes,  já  havia  sido  bem  descrita  (Busso  et  al.,  2002;  

De   Rosa   et   al.,   2006).   Também   não   existem   dados   na   literatura   de   como   a   leptina  

poderia  modular  a  diferenciação  de  células  T  reguladoras  e  Th17,  uma  vez  que,  como  
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a  IL-‐‑6,  ativa  STAT3,  podendo  modular  a  ontogenia  de  ambos  os  tipos  celulares,  Th17  

e  célula  T  reguladora  (Figura  1).    

As  células  T,  com  papel  regulador,  foram  sugeridas  inicialmente  por  Gershon  

e   Kondo   na   década   de   70,   sendo   denominadas   de   células   supressoras   (Gershon   e  

Kondo,   1970).   Porém,   foi   somente   a   partir   dos   anos   90,   com   a   identificação   das  

células  T  reguladoras  CD4+CD25+,  que  a  existência  destas  células  supressoras  passou  

a  ter  uma  aceitação  maior  por  parte  dos  pesquisadores  (Sakaguchi  et  al.,  1995).    

Os   diversos   mecanismos   responsáveis   pela   manutenção   da   homeostase  

imunológica  têm  despertado  interesse  da  comunidade  científica.  Uma  variedade  de  

células   tem   sido   descritas   por   apresentarem   uma   atividade   reguladora.   Groux   e  

colaboradores  descreveram  que   células  T   antígeno-‐‑específicas   têm  a   capacidade  de  

suprimir  a  proliferação  de  células  T  CD4+,  em  resposta  a  um  determinado  antígeno,  

prevenindo   a   ocorrência   de   colite   auto-‐‑imune   em   camundongos   SCID   (modelo   de  

imunodeficiência   severa   combinada,   em   camundongos;   do   inglês,   Severe   combined  

immunodeficiency).  Essas  células  foram  chamadas  de  células  T  reguladoras  tipo  1  (Tr-‐‑

1)   (Groux   et   al.,   1997).   Em   1994,   Chen   e   colaboradores   descreveram   outro   tipo   de  

célula   T   com   característica   reguladora,   células   T   auxiliares   do   tipo   3   (do   inglês,  T  

helper   3,   Th3),   capazes   de   inibir   a   proliferação   de   clones   de   células   T   por  meio   do  

TGF-‐‑β   (Chen  et  al.,  1994).  Posteriormente,  Sakaguchi  e  colaboradores   identificaram,  

em  1995,  um  terceiro  tipo  de  células  T  CD4+,  expressando  a  cadeia  α  do  receptor  de  

IL-‐‑2,  com  capacidade  de  controlar  células  T  auto-‐‑reativas  in  vitro  e  in  vivo.    

A   essas   células   foi   atribuído   o   nome   de   células   T   reguladoras   naturais   e,  

atualmente,   é   a   população   de   células   com   atividade   reguladora   mais   estudada   e  

melhor   caracterizada.   As   células   T   CD4+CD25+   naturais   originam-‐‑se   no   timo   e  

constituem   cerca   de   5-‐‑15%   de   todas   as   células   T   periféricas,   no   sistema   murino,  

exibindo  uma  potente  atividade  reguladora  tanto  in  vivo  como  in  vitro  (Sakaguchi  et  

al,1995).  Essas  células  T  reguladoras  suprimem  a  proliferação  e  a  resposta  efetora  de  

células   T   CD4+CD25-‐‑,   células   T   CD8+,   células   B,   células   NK,   mastócitos,   DC,  

neutrófilos,   entre   outros,   tanto   in   vitro   como   in   vivo   (Piccirillo   e   Shevach,   2001;  
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Shevach,   2009).   Logo,   células   T   com   características   reguladoras   também   foram  

encontradas  em  humanos  (Dieckmann  et  al.,  2001).    

As  células  T  reguladoras  possuem  uma  alta  expressão  do  fator  de  transcrição  

chamado   Foxp3   (do   inglês,  Forkhead   Box   P3)   (Hori,  Nomura   e   Sakaguchi,   2003).  O  

Foxp3   é   um   fator   da   proteína   escurfina   pertencendo   à   família   de   fatores   de  

transcrição  forkhead  (Li,  Weidenfeld  e  Morrisey,  2004).    

A  manutenção  e  sobrevivência  das  células  T  CD4+  CD25+Foxp3+  é  regulada  por  

IL-‐‑2.    O  uso  de  anticorpos  anti-‐‑IL-‐‑2  anula  completamente  a  função  supressora  destas  

células,   in  vitro   (Setoguchi  et  al.,   2005).  Esses  autores   também  demonstraram  que  a  

neutralização   de   IL-‐‑2,   in   vivo,   inibe   a   proliferação   homeostática   de   células   T  

CD4+CD25+  periféricas  em  animais  linfopênicos.    

Diversas  moléculas  de  superfície  foram  identificadas  e  associadas  com  células  

T   reguladoras   murinas   e   humanas,   como   o   CTLA-‐‑4   (Read,   Malmstrom   e   Powrie,  

2000),   neutropilina-‐‑1   (Bruder   et   al.,   2004),   LAG-‐‑3   (do   inglês:   Lymphocyte   activation  

gene-‐‑3)   (Huang   et   al.,   2004)   GITR   (do   inglês:  Glucocorticoid   Induced   Tumor   Necrosis  

Factor  Family-‐‑Releted  Receptor)  (Mchugh  et  al.,  2002),  receptores  de  quimiocinas  CCR4  

e  CCR8  (Iellem  et  al.,  2001),  L-‐‑selectina  (Taylor  et  al.,  2004),    CD73,  CD39,  galectina-‐‑1,  

FR4   (do   inglês,   folate   receptor   4)   (Yamaguchi   et   al.,   2007),   dentre   outras   (Ohkura   e  

Sakaguchi,  2010).    

As  células  T  reguladoras  podem  atuar  suprimindo  a  resposta  imune  tanto  por  

meio   de   fatores   solúveis   como   o   TGF-‐‑β   e   a   IL-‐‑10   quanto   por   um   mecanismo  

dependente  de  contato  célula  a  célula,  como  mediados  pelo  CTLA-‐‑4  (Kingsley  et  al.,  

2002;  Read  et  al.,  2006;  You  et  al.,  2007).  Novos  mecanismos  de  supressão,  mediados  

pelas   células   T   reguladoras,   têm   surgido.   Uma   forma   de   supressão   baseia-‐‑se   na  

capacidade   dessas   células   consumirem   os   fatores   de   crescimento   presentes   no  

microambiente,  como  a  IL-‐‑2,  privando  as  células  efetoras  desses  fatores.  A  depleção  

de   IL-‐‑2   realizada   pelas   células   T   reguladoras   induz   apoptose   em   células   efetoras  

(Pandiyan  et  al.,  2007).  As  células  T  reguladoras  possuem  uma  maior  quantidade  de  

receptores  de  alta  afinidade  para  a  IL-‐‑2,  o  que  as  dá  uma  vantagem  competitiva  com  
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outras   células   do   sistema   imune,   além   de   fornecer   um   mecanismo   de   supressão  

adicional,   a   secreção   de   IL-‐‑10   induzida   por   IL-‐‑2   (De   La   Rosa   et   al.,   2004).   Outro  

mecanismo  de  supressão  descrito  é  mediado  pelo  cAMP  (do  inglês,  Cyclic  adenosine  

monophosphate).   Nesse   modelo   de   supressão   contato-‐‑dependente,   células   T  

reguladoras  têm  altas  concentrações  de  cAMP  e,  por  meio  de  junções  do  tipo  Gap,  o  

cAMP  presente  nas  células  T  reguladoras  é  transportado  a  outra  célula,  suprimindo  

sua   resposta   (Bopp   et   al.,   2007).  O  mecanismo   pelo   qual   o   cAMP   age   ainda   não   é  

completamente  conhecido,  mas  parece  estar  relacionado  com  a  inibição  da  produção  

de   IL-‐‑2  mediada  pela   ICER   (do   inglês:   cAMP   inducible   early   repressor)   (Bodor   et   al.,  

2007a;  Bodor  et  al.,  2007b;  Bodor  et  al.,  2001).    

O  metabolismo  de  adenosina  também  foi  relatado  como  presente  no  processo  

de   supressão   mediado   pelas   células   T   reguladoras.   A   regulação   do   catabolismo  

extracelular   de   ATP,   pelas   células   T   reguladoras,   leva   à   geração   de   adenosina.   O  

passo   inicial   é   realizado   pelo  CD39   que   quebra  ATP   em  ADP   e  ADP   em  AMP.  O  

AMP  é   rapidamente  degradado  em  nucleotídeo  pelo  CD73.  A  adenosina  gera   seus  

efeitos  supressores  ao  se  ligar  em  receptores  purinérgicos  acoplados  à  proteína  G,  o  

receptor  A2A,  presente  em  células  T,  (Deaglio  et  al.,  2007).  

Novos   trabalhos   associaram  mais   complexidade   às   funções   supressoras   das  

células  T  reguladoras.  Sugeriu-‐‑se  que  a  célula  T  reguladora,  para  exercer  sua  função  

supressora  e  migrar  para  o  foco  inflamatório  frente  a  respostas  do  padrão  Th1,  Th2  

ou  Th17,  precisa  co-‐‑expressar  o  Foxp3  e  os  fatores  de  transcrição  T-‐‑bet  (padrão  Th1),  

IRF-‐‑4  (padrão  Th2)  ou  STAT-‐‑3  (padrão  Th17),  de  acordo  com  o  padrão  inflamatório  

presente  no  tecido  alvo  (Chaudhry  et  al.,  2009;  Koch  et  al.,  2009;  Zheng  et  al.,  2009).  

Como   pode   ser   observado   pela   grande   variedade   de   mecanismos   supressores,  

diversos  são  os  caminhos  para  a  tolerância  e  para  a  regulação  imune.    

Recentemente,   dois   estudos   descreveram   a   ação   da   leptina   nas   células   T  

reguladoras.  Taleb   e   colaboradores  mostraram  que   a  deficiência  de   leptina   levou  a  

um  aumento  da   expressão  de   Foxp3   e   células  T  CD4+CD25+,   na   quantidade  dessas  

células   no   baço   de   animais   Lepdb/db   e   a   uma   maior   capacidade   supressora.   A  
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transferência   de   células   T   reguladoras   de   um   animal   Lepdb/db   juntamente   com  

esplenócitos  de  animais  deficientes  em  células  T  reguladoras  para  um  animal  Rag-‐‑/-‐‑  

resultou   em  uma   redução   da   lesão   vascular   e   uma   inibição   da   produção   de   IFN-‐‑γ  

quando   comparado   a   células   T   reguladoras   provenientes   de   um   animal   selvagem  

(Taleb  et  al.,  2007).  

De   Rosa   e   colaboradores   descreveram   que   células   T   reguladoras   humanas  

expressam  maiores  quantidades  de  ObRb  do  que  células  T  CD4+CD25-‐‑  e  que  a  leptina  

inibe  a  proliferação  de  células  T  reguladoras.  A  neutralização  de   leptina  aumenta  a  

proliferação  de  células  T  reguladoras  estimuladas  in  vitro  com  anti-‐‑CD3  e  anti-‐‑CD28,  

dependentemente   de   IL-‐‑2   e,   in   vivo,   a   deficiência   de   leptina   promoveu  uma  maior  

proliferação   de   células   T   reguladoras   e  manutenção   de   sua   função   supressora   (De  

Rosa  et  al.,  2007).    

Apesar   das   células   T   reguladoras   estarem   relacionadas   à   indução   e   à  

manutenção   de   tolerância   ao   enxerto,   inexiste   na   literatura   dados   de   como   a  

deficiência  de  leptina  poderia,  por  meio  das  células  T  reguladoras,  levar  a  um  estado  

de   tolerância   a   um   órgão   transplantado.   O   estudo   da   interação   da   leptina   com   a  

função   e  manutenção   das   células   T   reguladoras,   no   contexto   do   transplante,   pode  

ajudar  no  estabelecimento  de  novas  imunoterapias  para  condições  caracterizadas  por  

uma  redução  do  número  de  células  T  reguladoras,  como  observado  em  processos  de  

rejeição  crônica  (Moraes-‐‑Vieira  et  al.,  2010).    

  

1.7   mTOR,  LEPTINA  E  SISTEMA  IMUNE  

  

A   proteína   quinase   mTOR   (do   inglês,  mammalain   target   of   rapamycin)   é   um  

membro   filogeneticamente   conservado   da   família   das   quinases   PI3K  

(fosfatidilinositol-‐‑3-‐‑OH   quinase)   possuindo   um   papel   central   na   regulação   do  

metabolismo,   síntese   protéica,   balanço   energético,   proliferação   e   sobrevivência  

celular   (Maya-‐‑Monteiro   e   Bozza,   2008;   Papatriantafyllou,   2011;   Powell   e   Delgoffe,  

2010).  A  quinase  mTOR  detecta  alterações  e  moléculas  no  microambiente  extracelular  
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e  intracelular  como  aminoácidos,   insulina,  fatores  de  crescimento,  como  a  leptina,  e  

integra  esses   sinais  para   regular  o  metabolismo  celular   (Hay  e  Sonenberg,  2004).  O  

mTOR   forma   o   núcleo  de  dois   complexos  distintos   de   sinalização,   sendo   que   suas  

ativações  são  reguladas  de  formas  distintas.  O  complexo  mTORC1  contém  a  proteína  

Raptor  (do  inglês,  regulatory  associated  protein  of  mTOR),  assim  como  as  subunidades    

mLST8   (conhecida   como,   GβL),   PRAS40   (conhecida   como   AKT1S)   e   DEPTOR  

(conhecido   como  DEPDC6;   do   inglês,  DEP   domain-‐‑containing   protein   6)   (Laplante   e  

Sabatini,   2009).  A   ativação  de  mTORC1   é  mediada  pelas   quinases  PI3K,  PDK1   (do  

inglês,  Pyruvate  dehydrogenase  kinase  isozyme  1)  e  Akt.  Esse  complexo,  quando  ativado,  

promove  a   fosforilação  de  reguladores   traducionais  S6   (proteína  ribossômica)  e  4E-‐‑

BP1  (do  inglês,  Eukaryotic  translation  initiation  factor  4E-‐‑binding  protein  1)  e  é  tido  como  

tendo   um   papel   central   na   regulação   do   crescimento   celular   e   proliferação   por  

modular  o  metabolismo  celular.  Enquanto  S6,  quando  fosforilada  (pS6)  é  ativada,  a  

proteína  4E-‐‑BP1  quando  fosforilada  por  mTOR  é  direcionada  para  a  degradação.  O  

segundo   complexo   de   sinalização   de   mTOR,   mTORC2,   consiste   de   mLST8,   da  

proteína   Rictor   (do   inglês,   rapamycin-‐‑insensitive   companion   of   mTOR)   e   das  

subunidades   mSIN1   (do   inglês,  mammalian   stress-‐‑activated   protein   kinase   interacting  

protein  1)  e  Protor  (do  inglês,  protein  observed  with  Rictor-‐‑1)  (Laplante  e  Sabatini,  2009).  

A   ativação   de   mTORC2   pode   ser   mensurada   pela   fosforilação   de   um   resíduo  

hidrofóbico  de  Akt  na  serina  473  e  em  outras  quinases  da  família  AGC  (quinases  A,  

G  e  C)   (Guertin  et   al.,   2006).  A  via  de   sinalização  que   leva  a  ativação  do  mTORC2  

ainda   não   é   conhecida,   assim   como   as   conseqüências   fisiológicas   distintas   de   cada  

complexo  de  mTOR.    

Um   importante   papel   de   mTOR   na   percepção   do   “microambiente”  

imunológico   vem   ganhando   destaque.   Células   T   CD4+   que   não   são   capazes   de  

sinalizar  via  mTOR  não  se  diferenciam  em  células  efetoras  e  condições  polarizantes  

(Delgoffe  et  al.,  2009).  Em  contrapartida,  esses  autores  mostraram  que  na  ausência  de  

sinalização   via   mTOR,   as   células   T   CD4+   se   tornam   reguladoras.      Essa   menor  

eficiência  em  se  diferenciar  em  células  T  efetoras  é  relacionada  a  uma  menor  ativação  
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de   STAT4,   STAT6   e   STAT3   em   resposta   as   citocinas   IL-‐‑12,   IL-‐‑4   e   IL-‐‑6,  

respectivamente   (Delgoffe   et   al.,   2009).   Recentemente,   foi   demonstrado   que   a  

diferenciação   tanto   de   células   Th1   como   de   células   Th2   efetoras   requerem   a  

sinalização  via  mTORC1,  enquanto  que  a  diferenciação  para  células  Th2  foi  mantida  

na  ausência  de  mTORC1  (Delgoffe  et  al.,  2011).  Esses  autores   também  descreveram  

que   na   ausência   de   mTORC1,   animais   ficam   resistentes   a   indução   de   EAE   e   que  

embora  as  células  se  diferenciem  mais  facilmente  para  um  perfil  Th1,  elas  mantêm  a  

capacidade  de  se  diferenciarem  tanto  para  Th1  como  Th17,  uma  vez  que  a  sinalização  

por  mTORC1   é   restabelecida.   Em   conjunto,   esses  dados   indicam  que  nas   células  T  

CD4+,  a  via  mTOR  regula  o  destino  das  células  T  através  do  balanço  da  ativação  dos  

complexos  mTORC1  e  mTORC2.    

Mudanças   no   microambiente   influenciam   diretamente   o   status   energético  

intracelular.   Nesse   contexto,   a   leptina   poderia   agir   como   um   fator   que   detectaria  

alterações   no   status   energético,   agindo   como   um   elo   essencial   entre   o   ambiente  

(disponibilidade  de  nutrientes),  metabolismo  e  resposta   imune.  Foi  mostrado  que  a  

leptina   inibe   a   proliferação   de   células   T   reguladoras   (De   Rosa   et   al.,   2007).   Além  

disso,   a   neutralização   da   leptina   ou   de   seu   receptor   durante   a   ativação   via   TCR  

rapida  e  eficientemente  reverte  a  hiporreatividade,  in  vitro,  das  células  T  reguladoras  

(De  Rosa  et  al.,  2007).    Foi  demonstrado  que  o  eixo  mTOR-‐‑leptina  é  responsável  pela  

hiporreatividade   das   células   T   reguladoras   (Procaccini   et   al.,   2010).   Esses   autores  

também  descreveram  que,   apesar  da   inibição   transiente  de  mTOR  pela   rapamicina  

reduzir   a   proliferação   de   células   T   efetoras   CD4+CD25-‐‑,   essa   condição   leva   a  

proliferação  de  células  T  reguladoras  funcionais.      

Ademais,   a   leptina  modula   a   sobrevivência   de   células   T   CD4+   autorreativas  

pela  da  via  de  sinalização  de  mTOR.  Nesse  contexto,  animais  Lepob/ob  são  protegidos  

da  EAE  induzida  pela  transferência  adotiva  de  células  T  CD4+  MOG35-‐‑55  autorreativas,  

devido   a   baixa   sobrevivência  dessas   células,   apresentando  uma  baixa  produção  de  

citocinas  Th1/Th17  (Galgani  et  al.,  2010).  Importante  ressaltar  que  essa  característica  

foi  acompanhada  por  uma  inativação  da  via  Akt-‐‑mTOR,  a  qual  poderia  ser  reativada  
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pela  administração,  in  vivo,  de  leptina  recombinante,  induzindo  a  ativação  de  mTOR  

em  células  T  CD4+  transferidas,  aumentando  sua  sobrevivência  (Galgani  et  al.,  2010).    

Assim,   a   ativação   de   mTOR   mediada   pela   leptina   indica   que   existe   um  

suprimento   energético   sistêmico   suficiente   para   manter   uma   resposta   imune  

adequada  e,   em  contrapartida,  baixos  níveis  de   leptina   sinalizariam  para  o   sistema  

que  as   reservas   energéticas   estariam  baixas   e,  por   isso,   limitar   as   respostas   imunes  

tornar-‐‑se-‐‑ia   essencial.   A   ação   da   leptina   nas   células   T   reguladoras   se   enquadraria  

perfeitamente  nessa  hipótese.  

A  via  de  sinalização  de  mTOR  tem  sido  amplamente  estudada  através  do  uso  

do   imunossupressor   rapamicina.   A   rapamicina,   um   produto   natural   da   bactéria  

Streptomyces   hydroscopicus,   foi   primeiramente   identificada   em   1975   como   um  

antifúngico   (Vezina,   Kudelski   e   Sehgal,   1975).  A   rapamicina   tem  uma   seletividade  

por  seu  alvo  molecular,  o  mTOR.  A  rapamicina  tem  uma  grande  importância  devido  

a   sua   capacidade   imunossupressora,   atribuída   essencialmente   a   inibição   da  

expansão/proliferação   de   linfócitos   (Janes   e   Fruman,   2009).   Entretanto,   mTOR  

também  é  encontrado  em  células  que  não  proliferam  ou  proliferam  pouco,  incluindo  

macrófagos  e  DC.       Nesse  contexto,  a  ativação  da  via  PI3k  em  macrófagos  e  em  DC  

mielóides  atenua  a  produção  de  citocinas  pró-‐‑inflamatórias  como  a  IL-‐‑12,  enquanto  

promove  a  produção  de  citocinas  anti-‐‑inflamatória,  como  a  IL-‐‑10  (Fukao  et  al.,  2002;  

Guha  e  Mackman,  2002).  Em  contraste,  a  via  PI3K  promove  a  síntese  de  interferons  

do   tipo   I   em  DC   plasmocitóides   (Guiducci   et   al.,   2008).   A   exposição   à   rapamicina  

prolongada   tanto   in   vitro   como   in   vivo   suprime   a   geração   de   DC   mielóides,   sua  

maturação  e  sua  capacidade  em  estimular  linfócitos  T  (Hackstein  et  al.,  2003;  Taner  et  

al.,  2005;  Turnquist  et  al.,  2007).    

Células  dendríticas  derivadas  de  medula  óssea  (BMDC;  do  inglês,  bone  marrow  

derived  dendritic  cells)  maduras  geradas  na  presença  de  rapamicina  expressam  baixos  

níveis  de  MHC-‐‑II  e  moléculas  co-‐‑estimuladoras,  mesmo  após  ativação  com  agonistas  

de  TLR  (receptores  do  tipo  toll;  do  inglês,  toll   like  receptor)  e  CD40  (Hackstein  et  al.,  

2003;   Turnquist   et   al.,   2007).   Apesar   dessas   características,   BMDC   geradas   na  
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presença  de  rapamicina  induzem  maiores  quantidades  de  células  T  reguladoras.  Em  

discordância  com  esses  dados,  a  inibição  de  mTOR  foi  implicada  com  a  secreção  de  

citocinas   pró-‐‑inflamatórias.   A   exposição   à   rapamicina   antes   da   ativação   de   TLR  

reduz  a  secreção  de  IL-‐‑10,  promovendo  uma  elevação  na  produção  de  IL-‐‑12  (Ohtani  

et  al.,  2008;  Schmitz  et  al.,  2008).  DC  ativadas  nesse  contexto  são  potentes  indutores  

de  células  Th1  e  Th17  (Weichhart  et  al.,  2008).  Entretanto,  outros  dados  mostram  que  

DC   tratadas   com   rapamicina   e   ativadas   com   LPS,   apesar   de   produzirem   maiores  

quantidades  de  IL-‐‑12,  especialmente  em  células  CD86low,  não  são  capazes  de  induzir  

células  Th1  (Turnquist  et  al.,  2010).  Esses  autores  ainda  descreveram  que  a  atividade  

aumentada  de  GSK-‐‑3  (do  inglês,  glycogen  synthase  kinase-‐‑3)  e  a  produção  de  IL12  eram  

essenciais  para  que  as  DC  ativadas  com  LPS  e  tratadas  com  rapamicina  induzissem  a  

expressão   de   Foxp3   em   células   T   CD4+   (Turnquist   et   al.,   2010).   Assim,   o   efeito   da  

rapamicina  na  função  das  DC  ainda  parece  ser  pouco  conhecida  bem  como  sua  via  

de  sinalização  ativada  pela  leptina  envolvida  na  modulação  da  função  destas  células.  

  

1.8   TRANSPLANTE  

 
   Diversos   protocolos   para   indução   de   tolerância   ao   aloenxerto   têm   sido   bem  

sucedidos   em   modelos   experimentais   animais.   Além   disso,   os   avanços   do  

conhecimento   celular   e   molecular   sobre   a   imunobiologia   da   reposta   ao  

alotransplante,   tanto  na   rejeição   como  em  estados  de  não   rejeição  e   tolerância,   têm  

contribuído   para   a   melhor   compreensão   sobre   os   mecanismos   envolvidos   na  

regulação   da   resposta   inflamatória   ao   enxerto.   Diversos   protocolos   para   induzir  

tolerância  no  contexto  do   transplante   já   foram   testados  em  modelos  experimentais,  

como  por  exemplo,  transfusão  doador-‐‑específica,  injeção  intratímica  de  aloantígeno,  

administração   endovenosa   e   oral   de   aloantígeno,   assim   como   o   uso   de   diversos  

anticorpos  monoclonais  como  anti-‐‑CD4,  anti-‐‑CD8  e  anti-‐‑moléculas  coestimuladoras,  

revisado  por  Rossini  e  colaboradores  (Rossini,  Greiner  e  Mordes,  1999).    
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A   tolerância   ao   aloenxerto   parece   ser   induzida   e  mantida   através   de   vários  

mecanismos   que   podem   atuar   em   conjunto,   como   anergia,   deleção   periférica   e  

mecanismos  ativos,  mediados  por   células   reguladoras   (Jiang   et   al.,   2006;  Lechler   et  

al.,  2001;  Lechler,  Ng  e  Camara,  2001;  Li,  2010).  A  tolerância  ao  aloenxerto  mediada  

por  células  reguladoras  tem  sido  caracterizada  em  vários  modelos  de  transplante.  Há  

relatos  de  que  a  supressão  mediada  por  estas  células  pode  ser  alcançada  através  de  

diversos   mecanismos,   como   pela   ação   de   citocinas   anti-‐‑inflamatórias   e   tolerância  

infecciosa,  caracterizada  pela  capacidade  que  determinados  linfócitos  tolerizados  têm  

de   “infectar”,   de   tornar   tolerante   outros   linfócitos   de   animais   naïve      (Cobbold   e  

Waldmann,   1998;   Waldmann   et   al.,   2006).   Devido   à   ausência   de   dados   sobre   a  

homeostase   de   células   T   reguladoras   na   ausência   de   leptina   em   modelos   de  

transplante,   o   estudo   de   células   T   reguladoras   em   animais   Lepob/ob   e   Lepdb/db  

transplantados  pode  fornecer  importantes  indícios  e  mecanismos  de  como  o  sistema  

neuroendócrino  pode  atuar  na  modulação  da  resposta  imune  ao  enxerto.  

No  contexto  do  transplante,  o  equilíbrio  Th1/Th2  tem  se  mostrado  importante  

no   desfecho   do   órgão   transplantado,   seja   em   rejeição   ou   tolerância.   As   células   do  

padrão  Th2  são  descritas,  por  diversos  pesquisadores,  como  tendo  um  efeito  protetor  

em  relação  a  processos  de  rejeição  do  enxerto  (Davidson  et  al.,  2007;  Lee  et  al.,  2000;  

Waaga   et   al.,   2001).   Esses   dados   indicam   um   possível   papel   das   células   Th2   no  

processo   de   homeostase   do   enxerto.  Apesar   disso,   não   há   na   literatura   estudos   de  

como   a   ausência   da   leptina   e/ou   sua   modulação   poderia   agir   no   contexto   do  

transplante.  Uma  polarização  para  um  perfil  Th2,  na  ausência  da  leptina  ou  por  meio  

de   sua   neutralização,   poderia   auxiliar   no   estabelecimento   de   um   estado   de   não  

agressão  ao  enxerto  e   fornecer   subsídios  que  auxiliem  no  entendimento  de   como  a  

resposta  alogênica  é  regulada  em  indivíduos  obesos.  

Finalmente,   do   ponto   de   vista   experimental,   a   ausência   de   leptina   pode   ser  

revertida  com  o  transplante  de  tecido  adiposo.  Como  a  principal  fonte  de  leptina  é  o  

tecido  adiposo,  o  transplante  de  adipócitos  de  um  animal  normal  para  um  recipiente  

Lepob/ob  promove  uma  redução  do  peso  e  ingestão  de  alimento,  redução  de  insulina,  
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glicose  e  corticosteróides  e  restabelecimento  da  fertilidade  em  animais  Lepob/ob,  apesar  

dos  níveis  de  leptina  séricos  serem  apenas  20%  de  um  animal  saudável  (Barros  et  al.,  

2009;   Klebanov   et   al.,   2005).   O   transplante   de   adipócitos   também   foi   capaz   de  

melhorar  a  celularidade  do  timo  e  do  baço  e  de  restaurar  a  inflamação  intestinal  em  

animais  Lepob/ob  (Sennello  et  al.,  2006).    
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2                  JUSTIFICATIVA  
    

Estudos   têm   sido   realizados   buscando   entender   como   os   fatores  

neuroendócrinos   poderiam   influenciar   as   respostas   imunes.  Dentre   esses   fatores,   a  

leptina   tem  despertado  grande   interesse  por   controlar  o   consumo  de  alimentos  e  o  

gasto  energético  e,  recentemente,  por  atuar  de  diversas  formas  modulando  a  resposta  

imune.   Sabe-‐‑se   que   a   obesidade   causa   diversas   perturbações   na   homeostase  

imunológica   e   que   indivíduos   obesos   possuem   elevadas   concentrações   de   leptina.  

Entretanto,   embora   a   obesidade   seja   um  problema  mundial   crescente,   o   estudo   de  

fatores   imunológicos   relacionados   com  essa  doença   ainda   é   escasso.  A   leptina,  por  

atuar  em  células  centrais  do  sistema  imune,  como  DC  e  células  T  CD4+,  pode  afetar  

diretamente   a   forma   com  a  qual   respostas   imunológicas   são  montadas,  mantidas   e  

orquestradas.  

Dados   indicam   que   a   obesidade   é   um   fator   de   risco   para   o   transplante   de  

órgãos,   sendo   a   sobrevida   tanto   do   paciente   como   do   enxerto   diminuídas   em  

indivíduos   obesos   (Bumgardner   et   al.,   1995;   Chang,   Coates   e   Mcdonald,   2007;  

Ghahramani,  Reeves  e  Hollenbeak,  2008).  A  indução  de  tolerância  em  transplante  de  

órgãos  ainda  representa  um  grande  desafio  na  prática  clínica  e  a  crescente  obesidade  

mundial  um  desafio  ainda  maior  a  esse  processo.  Dados  experimentais  demonstram  

que   a   tolerância   pode   ser   atingida   usando-‐‑se   células   com   potencial   regulador.  

Devido  às  ações  da   leptina  no  favorecimento  de  uma  polarização  Th1  e  na   inibição  

da  proliferação  de  células  T  reguladoras  é  provável  que  a  ausência  dessa  adipocina  

favoreça  um  estado  de   imunorregulação  que   tenha  como  desfecho  um  aumento  da  

sobrevida  do  enxerto,  mesmo  em  um  indivíduo  obeso,  mas  leptina  deficiente.    

Frente  a  essas  lacunas  de  conhecimento  nosso  objetivo  é  avaliar  a  importância  

da   leptina   na   resposta   aloimune   e   suas   implicações   imunológicas.  
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3   OBJETIVOS  
  

3.1   OBJETIVO  GERAL  

  

Avaliar   a   importância   da   leptina   na   modulação   da   resposta   imunológica  

alogênica,  seu  papel  na  plasticidade  de  células  T  reguladoras/Th17  e  sua  função  na  

geração   e   função   de   células   dendríticas.   Visou-‐‑se   assim   contribuir   para   a  

compreensão   de   mecanismos   envolvidos   na   imunorregulação   da   leptina   e   sua  

participação  na  resposta  aloimune.    

  

3.2   OBJETIVOS  ESPECÍFICOS  

  

Num  modelo   experimental  de   transplante  alogênico  de  pele   e  protocolos  de  

imunização,  intencionou-‐‑se:    

a)  Analisar   a   importância   da   leptina   na   resposta   alogênica,   estudando   a   sobrevida  

dos  enxertos  de  pele;  

b)  Caracterizar  o  fenótipo  das  células  do  linfonodo  drenante  do  enxerto  e  a  expressão  

de  citocinas  produzidas  por  elas;  

c)   Investigar   o   balanço   Th1/Th2   e   o   papel   das   células   T   reguladoras   na   resposta  

aloimune  nos  animais  Lepob/ob;  e    

d)  Analisar  o  papel  da  leptina  na  indução  de  respostas  imunes  antígeno-‐‑específicas.    

  

Num  modelo  de  ativação  celular  in  vitro,  intencionou-‐‑se:  

a)   Caracterizar   o   fenótipo   e   a   função   de   células   dendríticas   derivadas   de   medula  

óssea  de  animais  deficientes  em  leptina  e  em  seu  receptor;  

b)  Estudar  a  ação  da  leptina  na  plasticidade  de  células  T  CD4;  

c)  Avaliar   a  proliferação   celular  de   células  T  CD4   induzida  por   células  dendríticas  

derivadas  de  medula  óssea  derivadas  com  e  sem  leptina;    
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d)  Analisar   a   capacidade  de   células  dendríticas  derivadas  de  medula   óssea,   com   e  

sem  leptina,  em  modular  a  geração  de  células  Th17,  Th1,  Th2  e  T  reguladoras;  e  

e)   Analisar   os   possíveis   mecanismos   moleculares   pelo   qual   a   leptina   poderia  

modular  a  função  de  células  dendríticas.  
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4   MATERIAL  E  MÉTODOS    
  

4.1   ANIMAIS    

  

Os   animais   foram   divididos   em   grupos   para   responder   aos   objetivos  

propostos:   Para   os   experimentos   com   transplante   de   pele   foram   usados  

camundongos  com  o  background  H-‐‑2b  e  H-‐‑2k,  isogênicos,  machos  e  fêmeas,  com  idade  

entre   8   e   12   semanas.   Os   seguintes   animais   foram   utilizados:   C57BL/6,   CBA,  

C57BL/6-‐‑Lepob/ob,  C57BL/6-‐‑Foxp3gfp,    2D2  C57BL/6-‐‑Foxp3gfp,  C57BL/6-‐‑Rag-‐‑/-‐‑,  C57BL/6-‐‑

Lepdb/db,  BALBc,  BALBc-‐‑Lepdb/db  e  BALBc-‐‑Foxp3gfp.  Os  animais    C57BL/6  e  CBA  foram  

fornecidos  pelo  Biotério  de  Camundongos  Isogênicos  da  Universidade  de  São  Paulo  

e   os   C57BL/6-‐‑Foxp3gfp   e   2D2   C57BL/6-‐‑Foxp3gfp   pela   Universidade   Federal   de   São  

Paulo.  Os  C57BL/6-‐‑Rag-‐‑/-‐‑   foram   fornecidos   pelo   Instituto   Ludwig   de   Pesquisa   e   os  

animais  C57BL/6,  C57BL/6-‐‑Lepob/ob,  C57BL/6-‐‑Lepdb/db,  BALBc,  BALBc-‐‑Lepdb/db,  BALBc-‐‑

Foxp3gfp   e   C57BL/6-‐‑Rag-‐‑/-‐‑      foram   adquiridos   da   Jackson   Laboratory   (Boston,   MA,  

EUA)   e  mantidos   no   Biotério   de   experimentação   animal   do   Beth   Israel   Deaconess  

Medical  Center,  Harvard  Medical  School.  Antes  e  após  os  procedimentos  cirúrgicos,  

os  animais  foram  acondicionados  em  microisoladores  coletivos,  contendo  no  máximo  

cinco   animais,   com   ciclo   artificial   claro/escuro   de   12   horas,   a   uma   temperatura  

ambiente  constante  de  22  oC  e  com  suprimentos  de  água  e  alimento  autoclavados  ad  

libitum.  O  trabalho  foi  aprovado  pela  Comissão  de  Ética  em  Experimentação  Animal,  

do  Instituto  de  Ciências  Biomédicas  da  Universidade  de  São  Paulo,  CEEA.08.09.  

  

4.2   TRANSPLANTE  DE  PELE  

    

O   transplante   de   pele   foi   realizado   segundo   a   técnica   descrita   por  Markees  

(Markees   et   al.,   1997).   Os   camundongos   doadores   foram   eutanasiados   e,   com   o  

auxílio  de  um  bisturi,  a  pele  da  cauda  foi  removida,  seccionada  em  quadrados  de  2  
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cm2,   sendo   os   cantos   abaulados.  A   secção  de   tecido   foi  mantida   em   solução   salina  

tamponada  (PBS,  do  inglês,  phosphate  buffered  saline),  no  gelo,  até  o  momento  do  uso.  

Os  camundongos  receptores  foram  anestesiados  com  350  µμL  (i.p.,  intraperitoneal)  de  

uma  mistura  de  cloridrato  de  ketamina  (0,5%,  Fort  Dodge,  Fort  Dodge,  Iowa,  EUA)  e  

cloridrato   de   xilazina   (0,3%,   Fort   Dodge)   em   PBS.   Os   animais   tiveram   seu   dorso  

depilado,   e   a   assepsia   realizada   com   etanol   70%.   Uma   “cama”   para   o   enxerto   na  

região  dorsal  foi  preparada  removendo-‐‑se  uma  área  da  epiderme  e  derme  até  o  nível  

do   músculo   intrínseco,   do   tamanho   do   enxerto.   Os   enxertos   foram   colocados   na  

“cama”   e   suturados   com   fio   de   nylon   6.0   de   agulha   triangular.   A   sobrevida   do  

enxerto   foi  monitorada   5   vezes   na   semana   por   avaliação   visual   e   de   tato,   por   um  

período   de   até   100   dias.   O   aceite   foi   definido   a   partir   do   dia   em   que   o   enxerto  

incorporou-‐‑se  a  pele  do  camundongo.  Considerou-‐‑se  como  perda  do  enxerto  quando  

apenas  10%  do   implante  permaneceu  no  animal.  As  análises  patológicas  dos  cortes  

histológicos   foram   realizadas   na   UFTM   (Universidade   Federal   do   Triângulo  

Mineiro).  Na  eutanásia  dos  animais,  dias  6  e  10  pós-‐‑transplante,   foram  retirados  os  

linfonodos  drenantes  axilares  e  a  pele  transplantada,  respectivamente,  para  análises  

posteriores.    

  

4.3   TRATAMENTO  DOS  ANIMAIS  TRANSPLANTADOS  COM  RAPAMICINA  

  

Os   animais  WT   e   Lepob/ob   transplantados   foram   tratados   diariamente   com   3  

mg/kg  de   rapamicina   (i.p.)   (LC   laboratories,  Woburn,  MA,  EUA).  A  rapamicina   foi  

diluída  em  uma  concentração  de  10  mg/mL  em  uma  solução  de  carboximetilcelulose  

de  sódio  (  2  mg/mL  e  0,3%  Tween  20).    

  

4.4   IMUNIZAÇÃO   PARA   INDUÇÃO   DE   HIPERSENSIBILIDADE   DO   TIPO  

TARDIO  (DTH)  
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4.4.1   IMUNIZAÇÃO  
  

Os   animais  C57BL/6   Foxp3gfp   e   2D2  C57BL/6-‐‑Foxp3gfp   foram   imunizados,   na  

base  da  cauda,  com  CFA  (adjuvante  completo  de  Freund;  do  inglês,  complete  freund’s  

adjuvante)  (Sigma  Aldrich,  St.  Louis,  MO,  EUA)  emulsificada  com  200  µg  do  peptídeo  

MOG35-‐‑55.  Em  um  dos  grupos  adicionou-‐‑se  a  emulsão  100  µg  de  leptina  recombinante  

(Peprotech,  Rocky  Hill,  NJ,  EUA).    

  

4.4.2   DTH  
  

A  DTH   ao   peptídeo  MOG35-‐‑55   foi   quantificada   pelo   inchaço   relativo   da   pata  

posterior,  em  um  período  de  6-‐‑72  h.  Os  animais  imunizados  foram  desafiados,  7  dias  

após   a   imunização,   com   100   µg   do   peptídeo  MOG35-‐‑55   em   50   µL   de   PBS,      na   pata  

posterior   direita.   Apenas   PBS   foi   injetado   na   pata   posterior   contralateral   como  

controle.   O   inchaço   da   pata   posterior   direita   relativa   à   pata   contralateral   foi  

mensurado  em  intervalos  de  6,  12,  24,  48  e  72  h,  após  o  desafio,  com  o  auxílio  de  um  

paquímetro  (Insize,  São  Paulo,  SP,  Brasil).     Os  resultados  foram  apresentados  como  

mm   de   inchaço   da   pata   desafiada   com   o   antígeno   MOG35-‐‑55   relativamente   a   pata  

contralateral  controle.  

  

4.5   INDUÇÃO  DE  EAE  E  AVALIAÇÃO  DA  SEVERIDADE  DA  DOENÇA  

    

Os   animais  C57BL/6  Lepob/ob   e  C57BL/6   normais   (WT)   foram   imunizados,   no  

dia   0,   na   base   da   cauda,   com   CFA   (Sigma   Aldrich)   emulsificada   com   200   µg   do  

peptídeo   MOG35-‐‑55   e   200   ng   de   toxina   pertussis   (i.p.)   (Sigma   Aldrich).   No   dia   2,  

administrou-‐‑se   novamente   200   ng   de   toxina   pertussis   (i.p.).   Os   animais   foram  

avaliados   diariamente   para   os   sinais   clínicos   da   EAE   até   o   trigésimo   dia   após   a  

imunização.  Os  animais   foram  avaliados  de  acordo  com  a  severidade  dos  sintomas  

numa  escala  de  0  a  5,  com  0,5  pontos  de  intervalo  entre  os  sinais  clínicos:  0  –  nenhum  
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sinal  da  doença;  0,5  –  perda  parcial  do  tônus  da  cauda;  1  –  reduzido  tônus  da  cauda  e  

perda  parcial  da  mobilidade  das  patas  posteriores;  2  –  perda  completa  do  tônus  da  

cauda,  perda  moderada  da  mobilidade  das  patas  posteriores,  perda  da  habilidade  de  

virar   para   um   determinado   lado;   3   -‐‑   fraqueza   ou   paralisia   parcial   dos   membros  

posteriores;   4   –   paralisia   completa   dos   membros   posteriores   ou   fraqueza   nos   4  

membros;   5   –   tetraplegia   ou   estado   moribundo.   Os   dados   foram   analisados  

diariamente  como  média  dos  pontos  dos  sinais  clínicos.  Nenhum  animal  chegou  ao  

escore  de  4.    

  

4.6   OBTENÇÃO   DE   LINFÓCITOS   ESPLÊNICOS   E   PRESENTES   NOS  

LINFONODOS  

  

  Os   linfonodos   (LN)   drenantes   e   o   baço   foram   removidos   cirurgicamente   e  

acondicionados   em  meio  DMEN   (GIBCO,  CA,   EUA).   Em   seguida,   o   baço   e   os   LN  

foram  macerados   e   centrifugados   a   600   g   por   5   min.   Após   a   lise   de   eritrócitos   o  

sobrenadante  foi  descartado  e  o  sedimento  ressuspendido  em  3  mL  de  meio  DMEN.  

As  células  foram  contadas  na  câmara  de  Neubauer  e  utilizadas  em  seus  respectivos  

ensaios.      

  

4.7   ANÁLISE   DE   LINFÓCITOS   T   CD4+   DE   ANIMAIS   2D2   ANTÍGENO  

ESPECÍFICOS  

  

Os  animais  2D2  C57BL/6-‐‑Foxp3gfp  (animais  transgênicos  com  o  TCR  específico  

para   o   antígeno  MOG35-‐‑55)   foram   imunizados,   na   base   da   cauda,   com  CFA   (Sigma  

Aldrich)   emulsificada   com   200   µg   do   peptídeo   MOG35-‐‑55.   Em   um   dos   grupos  

adicionou-‐‑se  a  emulsão  100  µg  de   leptina   recombinante   (Peprotech).  Após  7  dias  o  

LN  drenante  foi  obtido  e  as  células  mononucleares  isoladas.  Um  total  de  3.106  células  

foram   cultivadas   por   3   dias   na   presença   de   1  µg/mL  de  MOG35-‐‑55.  No   terceiro   dia,  

adicionou-‐‑se  brefeldina  (Sigma  Aldrich)  aos  poços,  incubou-‐‑se  as  células  à  37o  por  5  
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horas   e   avaliou-‐‑se   a   produção   intracelular   de   IL-‐‑17,   IFN-‐‑γ   por   células   T   CD4+   e   a  

frequência  de  células  T  CD4+Foxp3gfp+  por  citometria  de  fluxo.    

  

4.8   SEPARAÇÃO  DE  LINFÓCITOS  T  POR  ESFERAS  MAGNÉTICAS  

  

As   células   obtidas   do   baço   ou   dos   LNs,   dependendo   do   ensaio,   foram  

submetidas  à  separação  por  microesferas  magnéticas  (Miltenyi  Biotec,  Auburn,  CA,  

EUA).   Dois   processos   de   separação   foram   utilizados,   um   de   separação   positiva   e  

outro   de   separação   negativa.   Para   os   experimentos   de   diferenciação   de   células   T  

reguladoras  e  Th17,  usou-‐‑se  primeiramente  a  separação  negativa  e  posteriormente  a  

separação   positiva   com   o   kit   CD4+CD62L+   T  Cell   Isolation   Kit   II,   conforme   descrito  

pelo   fabricante   (Miltenyi   Biotec).   Nos   ensaios   de   proliferação   e   de   transferência  

adotiva   usou-‐‑se   o   kit   CD4   (L3T4)  MicroBeads   (Miltenyi   Biotec)   para   obtenção   de  

células  T  CD4+,   conforme   instruções  do   fabricante.  Para  a   realização  da  purificação  

celular   por   citometria   de   fluxo,   as   células   foram   primeiramente   enriquecidas   por  

separação  magnética  negativa  com  o  Kit  de  purificação  de  células  T  CD4+  (Miltenyi  

Biotec),  conforme  descrito  pelo  fabricante.  Para  a  realização  de  purificação  celular  de  

células   dendríticas   esplênicas   e   derivadas   de   medula   óssea,   as   células   foram  

purificadas   por   separação  magnética   negativa   com   o  Kit   de   purificação   de   células  

CD11c+  (Miltenyi  Biotec),  conforme  indicado  pelo  fabricante.  

  

4.9   GERAÇÃO,   IN   VITRO,   DE   CÉLULAS   DENDRÍTICAS   DERIVADAS   DE  

MEDULA  ÓSSEA  

  

As  células  dendríticas  imaturas  e  maduras  foram  geradas  a  partir  da  medula  

óssea   de   animais   C57BL/6-‐‑Lepob/ob,   C57BL/6-‐‑Lepdb/db,   BALBc-‐‑Lepdb/db   e   selvagens  

C57BL/6   e   BALBc,   conforme   descrito   previamente   (Cao   et   al.,   1998).   Ambos   os  

fêmures  e   tíbias  dos  animais   foram  obtidos  e  a  medula   lavada  com  10  mL  de  PBS.  

Centrifugou-‐‑se  por  5  min  a  600  g  e  realizou-‐‑se  a  depleção  de  eritrócitos  com  tampão  
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de   lise   (Sigma  Aldrich).  Após  essa  depleção  as   células   foram  contadas  e   cultivadas  

em  meio  DMEN  Low-‐‑glucose  (GIBCO)  suplementado  com  10  %  de  soro.  No  caso  dos  

Lepob/ob   animais,   o   meio   foi   suplementado   com   soro   autólogo,   para   excluirmos  

contaminação  por   leptina  presente  no  soro   fetal  bovino.  Adicionou-‐‑se  20  ng/mL  de  

GM-‐‑CSF  (R&D  system,  Minneapolis,  MN,  EUA)  e,  dependendo  do  ensaio,  1  µg/mL  

de  leptina  recombinante  (Peprotech)  foi  adicionada.  No  quinto  dia  de  cultura,  trocou-‐‑

se  metade  do  meio  de  cultura,  adicionando-‐‑se  novo  meio  de  cultura  e  GM-‐‑CSF.  No  

sétimo  dia  de  cultura,  células  não  aderentes  eram  em  sua  maioria  células  dendríticas  

imaturas  (iDC).  A  maturação  dessas  células  foi  realizada  adicionando-‐‑se  100  ng/mL  

de   LPS   (Sigma)   e   cultivada   por   2   dias.   No   dia   9,   as   células   dendríticas   maduras  

(mDC)  foram  obtidas  e  utilizadas  nos  ensaios.  Ambas  as  células  dendríticas  imaturas  

e  maduras  foram  analisadas  por  PCR  em  tempo  real  array  e  por  citometria  de  fluxo.  

Os   sobrenadantes   das   cultuas   foram   coletados   nos   dias   7   e   9   para   estudo   da  

produção  de  citocinas.  

  

4.10   PCR  EM  TEMPO  REAL  ARRAY  

  

No   sétimo  dia  de  derivação  de  BMDC  de   animais  C57BL/6  WT  e  Lepob/ob   na  

ausência  de  leptina  ou  com  a  adição  de  leptina  recombinante,  células  CD11c    foram  

purificadas  por  beads  magnéticas.  O  mRNA  das  BMDC  foram  extraídos  pelo  RNeasy  

Mini   Kit   (Qiagen,   Valencia,   CA,  USA)   e   tratadas   com  DNase   com   o   kit   RNase-‐‑Free  

DNase   set   (Qiagen),   conforme  descrito  pelo   fabricante.  Após   extração,   o  mRNA   foi  

transcrito   em   cDNA   com   o   kit   High   Capacity   RNA-‐‑to-‐‑cDNA   (Applied   Biosystems,  

Foster   City,   CA,   USA),   conforme   instruções   do   fabricante.   O   cDNA   de   BMDC  

imaturas  de  animais  C57BL/6  WT  e  Lepob/ob  na  ausência  de  leptina  ou  com  a  adição  de  

leptina   recombinante   foram  usados  para  a   realização  do  PCR  em   tempo   real  array.  

Dois  Kits  de  PCR  array  foram  usados:  (i)  Mouse  Dendritic  and  Antigen  Presenting  Cell  

RT2   ProfilerTMPCR   Array   (Qiagen)   e   o   mTOR   signaling   RT2   ProfilerTMPCR   Array  

(SAbiosciences,  Frederick,  MD,  USA),  conforme  descrito  do  fabricante.  Na  reação  de  
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PCR  em  tempo  real  usou-‐‑se  a  enzima  RT2Real-‐‑TimeTMSYBR  GREEN/ROX  PCR  master  

mix  PCR  Array  (SAbiosciences).  A  placa  foi  lida  no  aparelho  de  PCR  em  tempo  real  

StepOnePlus   (Applied   Biosystems).   A   análise   dos   dados   foi   realizada   pelo   software  

RT2  Profiler  PCR  Array  Data  Analysis  (SAbioscience).    

  

4.11   PURIFICAÇÃO   DE   POPULAÇÕES   CELULARES   POR   CITOMETRIA   DE  

FLUXO  

  

As   células   T   naive   e/ou   T   CD4+   totais   purificadas   por   citometria   de   fluxo  

foram   previamente   enriquecidas   por   beads   magnéticas,   conforme   descrito.   Para   a  

separação  de  células  T  CD4+  totais  de  animais  C57BL/6  WT,  Lepob/ob,  Lepdb/db  e  BALBc,    

as   células   foram   inicialmente   enriquecidas   por   separação   magnética   usando  

anticorpo   anti-‐‑CD4  Pacific  Blue   (Biolegend,   San  Diego,  CA,  USA).  Na   separação  de  

células   T   CD4   naive,   duas   estratégias   de   separação   foram   utilizadas:   (i)   para   a  

purificação   de   células   naive   de   animais   C57BL/6   WT   e   Lepob/ob,   as   células   foram  

anteriormente  enriquecidas  por  separação  magnética  negativa,  conforme  descrito,  e  

marcadas  com  anticorpos  anti-‐‑CD4  Pacific  Blue,  anti-‐‑CD62L  Percp,  anti-‐‑CD44-‐‑PECy7  

e   antiCD25   FITC   (Biolegend)   com   pureza   superior   a   98%.  A   estratégia   e   a   pureza  

estão  mostrados  na  Figura  2A  e  2B;  (ii)  para  a  purificação  de  células  T  CD4  naive  de  

animais   C57BL/6   Foxp3GFP   e   BALBc   Foxp3gfp,   as   células   foram   anteriormente  

enriquecidas  por  separação  magnética  negativa,  conforme  descrito,  e  marcadas  com  

anticorpos  anti-‐‑CD4  Pacific  Blue,   anti-‐‑CD62L  Percp  e  anti-‐‑CD44-‐‑PECy7   (Biolegend),  

também   com   pureza   superior   a   98%.   A   estratégia   e   a   pureza   estão   mostradas   na  

Figura  C   e  D.  As   células   foram   separadas  no   citômetro  de   fluxo  ARIA   II   (BD,   San  

Jose,   CA,   USA)   da   Flow   Cytometry   Core,   Beth   Israel   Deacones   Medical   Center,  

Harvard  Medical  School.  
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Figura   2.   Purificação  de   células  T  CD4  naive   por   citometria  de   fluxo.   (A)  Dot   plot   representativo  da  
estratégia  de  separação  de  células  T  CD4+CD62L+CD44-‐‑CD25-‐‑.  (B)  Dot  plot  representativo  da  
pureza  obtida  da  separação  de  células  T  CD4+CD62L+CD44-‐‑CD25-‐‑.  (C)  Dot  plot  representativo  
da   estratégia   de   separação   de   células   T   CD4+CD62L+CD44-‐‑Foxp3gfp-‐‑.   (D)   Dot   plot  
representativo  da  pureza  obtida  da  separação  de  células  T  CD4+CD62L+CD44-‐‑Foxp3gfp-‐‑.  

  
4.12   ENSAIO  DE  PROLIFERAÇÃO  

  

As  células  T  CD4+  de  animais  C57BL/6  ou  BALBc  obtidas  por  purificação  por  

citometria  de  fluxo  foram  semeadas  em  placas  de  96  poços  juntamente  com  BMDC,  

de   animais   C57BL/6   ou   BALBc   Lepob/ob   e  WT,   respectivamente.   As   células   T   CD4+  

foram  marcadas  com  2  µμM  de  cell  tracer  violet  (Invitrogen,  Carlsbad,  CA,  USA).  A  co-‐‑

cultura  foi  mantida  durante  96  h  à  37  oC  com  atmosfera  contendo  5%  de  CO2.  Vinte  e  

cinco  microlitros   do   sobrenadante   foram   coletados   nos   dias   2   e   4   de   cultura   para  

avaliação   da   produção   de   citocinas   por  multiplex.   No   quarto   dia,   as   células   foram  

analisadas   por   citometria   de   fluxo.   O   índice   e   a   porcentagem   de   divisão   celular    

foram  avaliados  usando-‐‑se  o  software  FlowJo  8.7.6  (Tree  Star  inc.,  Ashland,  OR,  EUA).      
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4.13     CULTURA   MISTA   DE   LINFÓCITOS   –   REAÇÃO   LINFOCITÁRIA   MISTA  

(MLR)  

  

Os   esplenócitos   dos   animais   receptores   do   enxerto   de   pele   foram  utilizados  

como   células   respondedoras,   e   as   células   esplênicas   irradiadas   (5000   rads)   usadas  

como   células   estimuladoras,   de   acordo   com   seus   respectivos   doadores.   As   células  

respondedoras  foram  marcadas  com  2,5  µμM  de  CFSE  (do  inglês,  5,6  carboxyfluorescein  

diacetate   succinimidylester)   (Sigma).  A   co-‐‑cultura   foi  mantida  durante   5  dias   à   37   oC  

com  atmosfera  contendo  5  %  de  CO2.  No  quinto  dia,  as  células  foram  analisadas  por  

citometria   de   fluxo.  O   índice   e   a   porcentagem  de   divisão   celular      foram   avaliados  

usando-‐‑se  o  software  FlowJo  8.7.6  (Tree  Star  inc.).      

  

4.14 ENSAIOS   DE   DIFERENCIAÇÃO   DE   CÉLULAS   T   REGULADORAS,   TH1,  

TH2  E  TH17  

  

Células  T  naive,  purificadas  por  citometria  de  fluxo  (CD4+CD62L+CD44-‐‑CD25-‐‑,  

células   T   CD4+CD62L+CD44-‐‑Foxp3gfp-‐‑)   ou   por   beads   magnéticas   (CD4+CD62L+)   de  

animais   C57BL/6,   C57BL/6   Lepob/ob,   C57BL/6   Foxp3GFP,   2D2   C57BL/6   Foxp3GFP,   e  

BALBc   Foxp3gfp   foram   cultivadas   com   iDC  ou  mDC,   de   animais  C57BL/6   Lepob/ob   ,  

C57BL/6  Lepdb/db   ,   BALBc  Lepdb/db   e   seus   respectivos   controles  normais   (WT),  por   5  

dias.  Nos  ensaios  de  diferenciação  sem  APC  (células  apresentadoras  de  antígeno,  do  

inglês,   antigen   presenting   cells),   o   anticorpo   anti-‐‑CD3   (Biolegend,   Cidade,   Pais)   foi  

imobilizados   em   placas   de   96   poços   de   fundo   chato   em   uma   concentração   de   2  

µμg/mL.  Foram  semeadas  2.105  células  em  cada  poço  contendo  4  µμg/mL  de  anticorpo  

anti-‐‑CD28   (Biolegend),   citocinas   e   anticorpos   neutralizantes,   utilizados   de   acordo  

com   a   condição   em   que   se   queira   polarizar,   conforme  mostrado   na   tabela   1.   Nos  

ensaios  de  diferenciação  com  APC,  2.105  células  T  naive  foram  incubadas  com  0,5.105  

APC,   adicionando-‐‑se   2   µμg/mL   de   anticorpos   anti-‐‑CD3   (Biolegend)   e   citocinas  
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utilizadas  de  acordo  com  a  condição  em  que  se  queira  polarizar,  conforme  mostrado  

na  tabela  2.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

4.15   PCR  EM  TEMPO  REAL  

  

O  mRNA  da  pele  foi  extraído  pelo  método  descrito  por  Chomczynski  e  Sacchi    

(Chomczynski   e   Sacchi,   1987),   o   qual   utiliza   solução   de   Trizol   (Life   Technologies,  

Grand   Island,  NY,  USA)  para   isolamento  de  RNA   total.  O  mRNA  proveniente  das  

culturas   celulares   foi   extraído   com   o   kit   RNeasy   Mini   (Qiagen).   Quantificou-‐‑se   o  

mRNA   purificado   por   espectrofotometria   (Beckman,   Fullerton,   CA,   USA)   e   a   sua  
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integridade   foi   avaliada   por   gel   de   agarose   1,2%.   As   amostras   de   mRNA   foram  

tratadas   com   DNAse   com   o   kit   RNase-‐‑Free   DNase   set   (Qiagen)   para   evitar  

interferência   de   DNA   na   reação   de   PCR   em   tempo   real.   Após   a   constatação   da  

qualidade  e  pureza  do  RNA,  a  transcrição  reversa  do  mRNA  em  cDNA  foi  feita  com  

2   µμg   de   RNA   total   utilizando-‐‑se   o   Kit   High   capacity   RNA-‐‑to-‐‑cDNA   (Applied  

Biosystems),   conforme   descrito   pelo   fabricante.   As   reações   de   PCR   em   tempo   real  

foram  realizadas  em  tubos,  com  o  RT2Real-‐‑TimeTM  SYBR  Green/ROX  PCR  master  mix  

(SABioscience)   e   os   equipamentos   Perkin-‐‑Elmer  ABI   Prism   7500  Sequence  Detection  

System   ou   StepOnePlus   (Applied   Biosystems).   A   reação   foi   realizada   conforme  

instruções  do  fabricante.  O  cálculo  da  quantificação  relativa  (QR)  foi  realizado  pelo  

método   de   2-‐‑ΔΔCt   conforme   descrito   por   Livak   e   Schmittegen   (Livak   e   Schmittgen,  

2001)   e   utilizando   como  gene  de   referência   o  GAPDH   (do   inglês,  Glyceraldehyde   3-‐‑

phosphate  dehydrogenase).    

A  fórmula  utilizada  para  a  quantificação  relativa  (QR)  foi:  

  

  

Os  genes  avaliados  foram:  Foxp3,  GATA-‐‑3,  RORC,  Tbx-‐‑21,  IDO,  IL-‐‑10  e  PDL-‐‑

1,  usando-‐‑se  como  controle  endógeno  o  gene  GAPDH.  As  sequências  dos  iniciadores  

estão  representadas  na  tabela  3.  

  

  

  

  

QR=  2ΔΔCt,  onde  ΔCt=  Ct  alvo  –  Ct  referência,  e  ΔΔCt=  ΔCt  amostra  ΔCt  controle  
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4.16   CRITÉRIOS  DE  VALIDAÇÃO  

  

Os  critérios  de  validação  interna  das  reações  de  PCR  em  tempo  real  foram:  (i)  

RNA  íntegro  visualizado  em  gel  de  agarose  1,2%,  (ii)  presença  de  controles  brancos  

adequados,  sem  amplificação,  (iii)  curva  de  amplificação  com  padrão  exponencial  e  

com   platô,   com   o   seu   início   de   aumento   antes   do   Ct   de   30,   (iv)   ocorrência   de  

amplificação   do   gene   de   interesse   com  Ct   de   até   35,   (vi)   triplicatas   do   ensaio   com  

diferenças  entre  elas  <  1  Ct,  (v)  curva  de  dissociação  com  pico  único.    

  

4.17   CITOMETRIA  DE  FLUXO  -‐‑  MARCAÇÃO  DE  SUPERFÍCIE  

  

As   células   marcadas,   após   incubação   de   30   min   em   4   oC   no   escuro   foram  

analisadas  nos  citômetros  de  fluxo  FACSCanto  II,  FACSCalibur  ou  LSRII  (Becton  &  

Dickinson,   NJ,   EUA).   Foram   usados   anticorpos   marcados   com   isotiocinato   de  

fluoroceína  (FITC),  ficoeritrina  (PE),  ficoeritrina  conjugada  ao  flourocromo  Cy7  (PE-‐‑

Cy7),   complexo   protéico   peridina   clorofila   I   (PerCP)   conjugado   ou   não   ao  

fluorocromo   Cy-‐‑Chrome   5.5   (PerCP   Cy5.5),   aloficocianina   (APC)   e   Pacific   Blue,   na  

combinação   adequada   para   a   análise   da   população   celular   em   estudo   e   seus  

respectivos  controles  isotípicos.  Todos  os  anticorpos  foram  usados  na  diluição  1/200  

µL  e  adquiridos  da  BD  Bioscience  Pharmigen  ou  Biolegend.  Anticorpos  conjugados  

com  FITC:  anti-‐‑CD3,  anti-‐‑CD4,  anti-‐‑CD25  e  anti-‐‑IAb.  Anticorpos  conjugados  com  PE:  

anti-‐‑CD4,  anti-‐‑CD8,  anti-‐‑CD40,  anti-‐‑CCR4,  anti-‐‑CD62L,  anti-‐‑Gr1,  anti-‐‑NK1.1  e  anti-‐‑

CD19.   Anticorpos   conjugados   com   PE-‐‑Cy7:   anti-‐‑CD44.   Anticorpos   marcados   com  

PerCP:   anti-‐‑CD4,   anti-‐‑CD8,   anti-‐‑CD62L,   anti-‐‑CD80,   anti-‐‑CD86   e   Anti-‐‑CCR5.  

Anticorpos   marcados   com   APC:   anti-‐‑CD86,   anti-‐‑FR4   e   anti-‐‑CCR7.   Anticorpos  

marcados  com  Pacific  Blue:  anti-‐‑CD4,  anti-‐‑CD11c  e  anti-‐‑CD25.    
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4.18   CITOMETRIA   DE   FLUXO   -‐‑   DETECÇÃO   INTRACELULAR   DE   FOXP3,   DE  

CTLA-‐‑4  E  DE  GATA-‐‑3  

  

Neste   ensaio,   usou-‐‑se   o   kit   para   marcação   intracitoplasmática   Mouse  

Regulatory   T   Cell   Staining   Kit   (eBioscience,   San   Diego,   EUA).   Inicialmente,   2.105  

células   foram   ressuspensas   em   100   µμL   de   PBS   1X   2%   FCS   (Soro   fetal   bovino,   do  

inglês,  calf  fetal  serum,  da  Gibco,  EUA).  Fez-‐‑se  a  marcação  de  superfície  incubando-‐‑se  

por  30  minutos  a  4  ˚C  no  escuro.  Após  centrifugação  e  descarte  do  sobrenadante  as  

células  foram  fixadas  com  uma  solução  de  fixação/permeabilização  1x  fornecida  pelo  

kit.  Incubou-‐‑se  por  1  hora  no  escuro  à  4  oC  .  Após  esse  período,  adicionou-‐‑se  1  mL  de  

PBS   2%   FCS   gelado   e   centrifugou-‐‑se   por   5   minutos   a   600   g,   descartando-‐‑se   o  

sobrenadante.   Adicionaram-‐‑se   200   µμL   de   tampão   de   permeabilização   1x   e  

centrifugou-‐‑se   a   suspensão   por   5  minutos   a   600   g,   descartando-‐‑se   o   sobrenadante.  

Repetiu-‐‑se  esse  passo  mais  uma  vez.  Após  a  segunda  centrifugação,  descartou-‐‑se  o  

sobrenadante,   agitou-‐‑se   vigorosamente   o   tubo   e   adicionou-‐‑se   os   anticorpos   anti-‐‑

Foxp3   PE   ou  APC,   anti-‐‑CTLA-‐‑4   PE   ou   anti-‐‑GATA-‐‑3  APC,   dependendo   do   ensaio,  

incubando-‐‑se   por   30   minutos   no   gelo   e   no   escuro.   Após   essa   etapa,   lavaram-‐‑se   2  

vezes   as   células   com   200   µμL   de   tampão   de   permeabilização.   O   sedimento   foi  

ressuspendido  em  300  µμL  de  tampão  Facs  (PBS  1X  2%  FCS)  e  analisado  no  citômetro  

de  fluxo  FACSCanto  (Becton  &  Dickinson).  Um  total  de  1.105  células  foi  adquirido  na  

região  de  linfócitos.  A  análise  foi  realizada  no  software  FlowJo  8.7.6.  (Tree  Star  inc.).    

  

4.19   CITOMETRIA  DE  FLUXO  -‐‑  DETECÇÃO  INTRACELULAR  DE  CITOCINAS  

  

Neste   ensaio,   usou-‐‑se   o   kit   para   marcação   intracitoplasmática   da   BD®  

(Cytofix/Cytoperm).   Inicialmente,   as   células   foram   estimuladas   com   o   coquetel   de  

ativação:   Leucocyte   Activation   Cocktail,   with   GoldiPlug   (BD),   conforme   descrito   pelo  

fabricante,  incubando-‐‑se  por  um  período  de  4  h.  Após  esse  período,  as  células  foram  

suspensas  em  400  µμL  de  PBS  1X  2%  FCS.  Fez-‐‑se  uma  etapa  de  lavagem  e  seguiu-‐‑se  a  
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marcação  de  superfície  incubando-‐‑se  por  30  minutos  a  4  ˚C  no  escuro  com  os  devidos  

anticorpos.   Após   centrifugação   e   descarte   do   sobrenadante   as   células   foram  

permeabilizadas   e   fixadas   com   a   solução   Cytofix/cytoperm   1x   fornecida   pelo   kit.  

Incubou-‐‑se  por  20  min  no  escuro  em  4  oC.  Após  esse  período  adicionaram-‐‑se  400  µμL  

de   PBS   2%   FCS   gelado   e   centrifugou-‐‑se   por   5   min   a   600   g,   descartando-‐‑se   o  

sobrenadante.  Adicionaram-‐‑se   200  µμL  do   tampão     PermWash   1x   e   centrifugou-‐‑se   a  

suspensão  por  5  min  a  600  g,  descartando-‐‑se  o  sobrenadante.  Repetiu-‐‑se  esse  passo  

mais  uma  vez.  Após  a  segunda  centrifugação,  descartou-‐‑se  o  sobrenadante,  agitou-‐‑se  

vigorosamente   e   adicionaram-‐‑se   os   anticorpos   anti-‐‑citocinas,   incubando-‐‑se   por   30  

minutos  no  gelo  e  no  escuro.  Os  anticorpos  utilizados  foram:  anti-‐‑IL17  PE,  anti-‐‑IL17  

Pacific  Blue,  anti-‐‑IL-‐‑10  APC,  anti-‐‑IL-‐‑4  PE,  anti-‐‑IL-‐‑12(p40)  PE,  anti-‐‑IFNγ  FITC  ou  APC,  

anti-‐‑IL-‐‑6  PE  e  anti-‐‑TNF  APC.  Após  essa  etapa,  lavaram-‐‑se  duas  vezes  as  células  com  

200  µμL  de  tampão  de  permeabilização.  Após  a  segunda  lavagem,  o  sobrenadante  foi  

descartado   e   o   sedimento   ressuspendido   em   300   µμL   de   tampão   Facs   (PBS   1X   2%  

FCS).   Em   seguida,   fez-‐‑se   a   aquisição   nos   citômetros   de   fluxo   FACSCanto   II,  

FACScalibur  ou  LSR  II  (Becton  &  Dickinson).  Um  total  de  1.105  células  foi  adquirido  

na  região  de  linfócitos.  A  análise  foi  realizada  no  software  FloJo  8.7.6.  (Tree  Star  inc.).      

  

4.20   AVALIAÇÃO  DA  VIA  LEPTINA/STAT3  –  PHOSFLOW  

  

Um   total   de   1.105   células   foram   centrifugadas   por   5   minutos   a   600   g.  

Adicionaram-‐‑se  300  µμL  de  meio  RPMI  10%  SFC  pré  aquecido  a  37  ˚C.  Adicionou-‐‑se  

10  µμg  de  leptina  recombinante  (Peprotech),  incubando-‐‑se  por  15  min  à  37  oC.  Como  

controle  positivo  usou-‐‑se  6  ng  de  IL-‐‑6  (Peprotech).  Após  o  estímulo,  as  células  foram  

fixadas   acrescentando-‐‑se   300   uL   de   Lyse/Fix   Buffer   (BD   Bioscience   Pharmigen),  

incubadas   por   10  minutos   a   37   oC.  Após   lavagem,   adicionou-‐‑se   1  mL  de  Phosflow  

Perm  Buffer  III  (BD  Bioscience  Pharmigen)  e  incubou-‐‑se,  no  gelo,  por  30  minutos.  Em  

seguida,   adicionaram-‐‑se   10   mL   de   Stain   Buffer   (BD   Bioscience   Pharmigen)   e  

centrifugou-‐‑se   a   suspensão   celular   por   5   minutos   a   600   g.   Após   descarte   do  
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sobrenadante,  adicionaram  100  µμL  de  Stain  Buffer   incubando-‐‑se  a  suspensão  celular  

por  15  minutos,  à  temperatura  ambiente,  para  reidratação.  Seguindo-‐‑se  a  reidratação,  

acrescentaram-‐‑se  200  µμL  de  Stain  Buffer  e  centrifugou-‐‑se  a  suspensão  por  5  minutos  a  

600  g,  repetindo-‐‑se  essa  etapa  uma  vez.  Descartou-‐‑se  o  sobrenadante,  resuspendeu-‐‑se  

o   sedimento   celular   e   acrescentaram-‐‑se,   tanto   nas   células   estimuladas   como   não  

estimuladas,   o   anticorpo   PE   anti-‐‑STAT3   pY705   (BD   Bioscience   Pharmigen)   e   o  

marcador   de   superfície   anti-‐‑TCR-‐‑β   APC   (BD   Bioscience   Pharmigen).   Incubou-‐‑se   a  

suspensão  celular  por  30  minutos  no  gelo  e  no  escuro.  Após  esse  período,  realizaram-‐‑

se   3   lavagens   com   Stain   Buffer   (BD   Bioscience   Pharmigen)   e,   após   a   última  

centrifugação,   resuspendeu-‐‑se   o   sedimento   celular   em   400   µμL   de   Stain   Buffer   (BD  

Bioscience  Pharmigen).  A  aquisição  da  amostra   foi   realizada  no   citômetro  de   fluxo  

FACSCanto   (Becton   Dickinson).   A   análise   dos   dados   foram   feitas   no   programa  

FlowJo  8.7.6.  (Tree  Star  inc.)  .  Um  total  de  50.000  eventos  foram  adiquiridos  na  região  

de  linfócitos.    

  

4.21   ANÁLISE   DA   PRODUÇÃO   DE   CITOCINAS   E   QUIMIOCINAS   POR  

BIOPLEX  

  

A   concentração   de   citocinas   e   quimiocinas   presentes   no   soro   e   no  

sobrenadante  de  culturas  foi  analisada  usando-‐‑se  o  kit  Bio-‐‑Plex  Pro  Mouse  Cytokine  23-‐‑

plex  Assay   (Biorad,  CA,  EUA)   contendo  as   citocinas   e  quimiocinas   IL-‐‑2,   IL-‐‑6,   IL-‐‑10,  

IL-‐‑12(p40),   IL-‐‑17,   IFN-‐‑γ,  MCP-‐‑1  e  TNF.  O  ensaio   foi  realizado  no  equipamento  Bio-‐‑

Plex  200  Systems  com  o  software  Bio-‐‑Plex  Manager  5.0  (Biorad,  Hercules,  CA,  USA),  

conforme  descrito  pelo  fabricante.    
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4.22   ANÁLISE  DA  PRODUÇÃO  DE  TGF-‐‑β  

  

A   presença   de   TGF-‐‑b1   bioativo   (Promega,   Madison,   WI,   EUA),   no  

sobrenadante  de  cultura,   foi  quantificada  pelo  método  de  ELISA,  em  placa  plástica  

de  96  poços  de  fundo  chato,  com  anticorpos  monoclonais  (mAbs)  apropriados  e  com  

os  anticorpos  secundários  biotinilados,   segundo  especificação  do   fabricante  e   como  

descrito  por  Russo  e  colaboradores  (Russo  et  al.,  2001).  

  

4.23   ENSAIO  DE  NEUTRALIZAÇÃO  DE  TGF-‐‑Β  DURANTE  O  CO-‐‑CULTIVO  DE  

BMDC  E  CÉLULAS  T  CD4+CD62L+  

  

As   células  T  naive  CD4+CD62L+  de   animais  C57BL/6  Foxp3gfp,   purificadas  por  beads  

magnéticas,  foram  co-‐‑cultivadas  com  iDC  de  animais  C57BL/6  WT,  Lepob/ob  e  Lepdb/db  

por   um   período   de   5   dias.   A   esse   ensaio   foi   adicionado   2   ng/mL   do   anticorpo  

neutralizante   anti-‐‑TGF-‐‑β   (R&D)   e   a   frequência   de   células   T   CD4+Foxp3+   foram  

avaliadas  por  citometria  de  fluxo.  

  

4.24   TRANSFERÊNCIA   ADOTIVA   DE   CÉLULAS   T   CD4+   EM   ANIMAIS   RAG-‐‑/-‐‑  

TRANSPLANTADOS  

  

Células   T   CD4+   esplênicas   foram   separadas   magneticamente,   conforme  

descrito  anteriormente,  de  animais  normais  (WT),  animais  Lepob/ob  e  animais  Lepdb/db.  

Um   total   de   2.105   células   T   CD4+   foram   transferidas   para   animais   Rag-‐‑/-‐‑   pela   veia  

caudal.   No   mesmo   dia   em   que   foi   realizada   a   transferência   adotiva   fez-‐‑se   um  

transplante  de  pele  de  doadores  da  linhagem  CBA  nos  animais  Rag-‐‑/-‐‑  reconstituídos.  

A  sobrevida  do  enxerto  de  pele  foi  acompanhada  por  um  período  de  23  dias.  No  fim  

de   23  dias,   o   baço   e   os   linfonodos   axilares   dos   animais  Rag-‐‑/-‐‑   reconstituídos   foram  

retirados  cirurgicamente  e  a  porcentagem  de  células  T  CD4+  e  CD8+  foi  analisada  por  

citometria  de  fluxo.    
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4.25   PROLIFERAÇÃO  HOMEOSTÁTICA   COMPETITIVA   DE   CÉLULAS   T   CD4+  

DE  ANIMAIS  WT,  LEPOB/OB  E  LEPDB/DB  EM  ANIMAIS  RAG-‐‑/-‐‑    

  

Células  T  CD4+  esplênicas  foram  enriquecidas  inicialmente  magneticamente  e  

posteriormente   isoladas   por   citometria   de   fluxo,   de   animais  WT,   animais   normais  

expressando   constitutivamente   a   proteína  GFP   (do   inglês,   green   fluorescent   protein),  

animais  Lepob/ob  e  animais  Lepdb/db.  Um  total  de  1.106  células  T  CD4+  de  animais  WT  

GFP   foi  misturado   com  1.106   células   T  CD4+   de   animais  WT,      Lepob/ob   ou  Lepdb/db   e  

transferido   para   animais   Rag-‐‑/-‐‑   pela   veia   caudal.   A   proliferação   homeostática  

competitiva   entre   células   T   CD4+   GFP+   e   CD4+GFP-‐‑   foi   avaliada   10   dias   após   a  

transferência  por  citometria  de  fluxo.    

  

4.26   DETERMINAÇÃO   DA   CONCENTRAÇÃO   PROTÉICA   DE   LISADOS   DE  

CULTURA  DE  BMDC  

  

As  células  foram  lavadas  2x  com  PBS  e  ressuspendidas  em  tampão  de  lise  (10  

mM  EDTA,  2  mM  phenylmethylsulfonyl  fluoride  (PMSF),  1  mM  iodoacetamida  diluído  

em  PBS  a  1  %  de  Triton  X-‐‑100  e  0,5%  de  dioxicolato  de   sódio)   e   rompidas  por   lise  

mecânica   com   o   auxílio   do   pipetador.   As   amostras   de   sobrenadante   foram  

separadamente   concentradas   com   o   auxílio   de   SpeedVac   Concentrator   Savant  

SPD131DDA  (Thermo  Electron  Corporation,  San  Diego,  CA,  EUA).  A  concentração  

protéica  foi  determinada  pelo  método  de  Bradford,  utilizando-‐‑se  o  reagente  (Biorad)  

diluído   em   água   (1:5).   As   amostras   do   lisado   foram   diluídas   a   1:50   e   1:10,  

respectivamente,   antes   da   determinação   da   concentração   protéica.   Equivalentes  

concentrações   protéicas   das   culturas   de   DC   foram   submetidas   à   eletroforese   de  

proteína   em   gel   de   poliacrilamida   na   presença   de   dodecil-‐‑sulfato   de   sódio   (SDS-‐‑

PAGE)  a  10%.  As  amostras  de  lisado  celular  foram  aplicadas  nas  concentrações  de  12  

µμg  e  2  µμg  de  proteínas  totais,  respectivamente.    
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4.27   WESTERN  BLOTTING    

  

Culturas  celulares  contendo  106  DC  foram  lisadas  e  a  concentração  protéica  do  

lisado  obtida.  Após  normalização  da  concentração  protéica  das  amostras,  procedeu-‐‑

se  a  separação  protéica  em  SDS-‐‑PAGE  a  10%.  Ao  término  da  corrida,  as  proteínas  do  

gel  foram  transferidas  para  membrana  de  nitrocelulose,  utilizando-‐‑se  folhas  de  papel  

de   filtro   embebidas   em   tampão   de   transferência   [48  mM  Tris-‐‑HCl   pH   7,5,   39  mM  

glicina,   0,037%   SDS   (p/v)].   Com   auxílio   da   placa   de   transferência  Hoefer   Semiphor  

(Amersham  Phamacia  Biotech,  Piscataway,  NJ,  EUA),  a  preparação  foi  submetida  a  

uma  corrente  de  50  mA  por  1  h.  A  membrana  foi  lavada  com  20  mM  Tris-‐‑base,  0,1%  

Tween20,   140   mM  NaCl   (TBST)   sob   agitação   por   10   min   à   temperatura   ambiente  

(TA),  seguida  por  bloqueio  com  tampão  TBST  contendo  5%  de  leite  desnatado,  a  4  °C  

por  18  h.  Feito  isto,  a  membrana  foi  lavada  3x  com  tampão  TBST,  sob  agitação,  à  TA  

por  5  min  e  incubada  com  anti-‐‑pS6  feito  em  coelho,  ou  anticorpo  policlonal  anti-‐‑4E-‐‑

BP1   feito   em   cabra   (Cell   Signaling,  Danvers,  MA,   EUA),   ambos   diluídos   em  TBST  

contendo  5%  de  leite  desnatado  (1:10.000)  por  4  h  à  TA.  Ao  término  da  incubação,  a  

membrana  foi  lavada  3  vezes  com  TBST  e  incubada  com  anti-‐‑IgG  de  coelho  ou  anti-‐‑

IgG  de  cabra  conjugados  com  peroxidase  de   raiz   forte   (Cell  Signaling)  diluídos  em  

TBST  a  5%  de  leite  desnatado  (1:10.000  e  1:40.000,  respectivamente)  por  1  h  à  TA.  A  

membrana   foi   novamente   lavada   com   TBST   e   incubada   por   1min   com   solução   de  

substrato   ECL   plus   fornecida   pelo   fabricante   do   kit   Amersham   ECL   plus   Western  

blotting   detection   system   (GE   Healthcare,   Munich,   Alemanha).   A   membrana   foi  

exposta   a   filme   de   alta   sensibilidade   Hyperfilm   (GE   Healthcare,)   até   atingir   a  

intensidade   desejada,   empregando-‐‑se   revelador   e   fixador   da   KODAK   ou   com   o  

auxílio  do  GBox  (Syngene,  Frederick,  MD,  EUA).    
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4.28   ANÁLISE  ESTATÍSTICA  DOS  DADOS  

  

Para   a   análise   dos   resultados,   utilizou-‐‑se   os   seguintes   testes:   student   T   test,  

para  comparação  entre  dois  grupos  e  one-‐‑way  ANOVA,  para  comparação  entre  mais  

de   dois   grupos   de   estudo.   A   análise   estatística   da   curva   de   DTH   e   de   EAE   foi  

realizada   ponto   a   ponto   pelo   student   T   test.   A   análise   estatística   de   sobrevida   do  

enxerto  foi  realizada  pelo  método  de  Kaplan-‐‑Meier.  A  comparação  entre  grupos  foi  

realizada  utilizando-‐‑se  o  teste  do  "ʺlog-‐‑rank"ʺ.  As  análises  estatísticas  foram  feitas  com  

o  programa     Prism  5.0   (GraphPad  Software   inc.,  La   Jolla,  CA,  EUA).  Os  dados  são  

apresentados   como   media   e   erro   padrão.   As   seguintes   diferenças   foram  

consideradas  estatisticamente   significativas  entre  os  grupos:   *  p>0,05;   **  p>0,01;   ***  

p>0,001.  
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5   RESULTADOS  
  

5.1   A   LEPTINA   MODIFICA   A   RESPOSTA   IMUNE   AO   TRANSPLANTE   E  

CONTRIBUI  PARA  UMA  MAIOR  SOBREVIDA  DO  ENXERTO  

  

Iniciamos   o   estudo   avaliando   a   sobrevida   do   enxerto   de   pele   alogênico   em  

animais   Lepob/ob   comparativamente   a   animais   selvagens   (WT),   em   conjunto   com  os  

possíveis   mecanismos   envolvidos   em   uma   resposta   aloimune.   Primeiramente,  

transplantamos   peles   provenientes   da   cauda   de   camundongos   da   linhagem   CBA  

(doadores)   em   camundongos   C57BL/6   (receptores)   tanto  WT   como   Lepob/ob.   Como  

controles,   realizamos   transplantes   de   pele   isogênicos,   nos   quais   a   pele   de   um  

camundongo  C56BL/6   Lepob/ob   e   CBA   normais   foram   enxertadas   em   camundongos  

C57BL/6  Lepob/ob  e  CBA,  respectivamente.  O  transplante  de  pele  foi  acompanhado  por  

um  período   de   100   dias   e   consideramos   perda   do   enxerto   quando   apenas   10%  da  

pele   enxertada  permaneceu  no  animal,   conforme  descrito  nos  materiais   e  métodos.  

Observamos  que  os  animais  Lepob/ob  apresentaram  uma  maior  sobrevida  do  enxerto  

de   pele   quando   comparada   a   dos   animais  WT   (Figura   3A).   Os   receptores   Lepob/ob,  

além   de   terem   uma   maior   sobrevida   do   aloenxerto,   apresentaram   uma   menor  

concentração   sérica   das   citocinas   pró-‐‑inflamatórias   IL-‐‑17,   IL-‐‑12   (p40),   TNF   e   IFN-‐‑γ  

(Figura   3B).   A   análise   histológica   do   enxerto   indicou   que   os   animais   WT  

apresentaram   afinamento   intenso   do   enxerto,   com   redução   da   espessura   e   maior  

hemorragia  da  derme,  epiderme  afinada  e  não  aderida  à  derme  e   intenso  infiltrado  

inflamatório.   Em   contrapartida,   animais   Lepob/ob   enxertados   apresentaram   área   do  

enxerto  com  preservação  da  espessura  da  epiderme  e  da  derme  e  discreto  infiltrado  

inflamatório  (Figura  3C).  Os  animais  WT  transplantados  também  apresentaram  uma  

maior  deposição  de  colágeno  e,   consequentemente,  maior   índice  de   fibrose  quando  

comparados  aos  animais  Lepob/ob  transplantados  (Figura  3D).    
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Figura  3.  Sobrevida  do  enxerto  de  pele  e  citocinas  presentes  no  soro.  (A)  A  pele  de  camundongos  CBA  

foram   transplantadas   em   ambos   os   camundongos   WT   e   Lepob/ob   e   os   enxertos   avaliados  
diariamente   por   sinais   de   rejeição.   Transplantes   isogênicos   foram   também   realizados.   Foi  
considerado  perda  do  enxerto  quando  apenas  10%  do  enxerto  permaneceu  no  animal.  (B)  As  
citocinas   IL-‐‑17,   TNF,   IL-‐‑12   (p40)   e   IFN-‐‑γ   foram   avaliadas,   no   soro   dos   animais  
transplantados,   7  dias   após   o   transplante  de  pele,   por   bioplex.   (C)  Análise  histológica  de   1  
animal   representativo   dos   grupos   Lepob/ob   e   WT,   as   setas   apontam   o   maior   infiltrado  
inflamatório   e   alterações   na   epiderme.   (D)   Percentual   de   fibrose   tecidual   analisado   pelo  
método  de  picro-‐‑sírius.  Dados  mostrados  como  media  ±  erro  padrão.  Dados  representativos  
de   1   dos   2   experimentos   independentes   realizados.   N   =   6   animais/grupo.   *   (p<0.05),   **  
(p<0.01),  ***(p<0.001).  

  

A  deficiência  de  leptina  resultou  em  uma  maior  sobrevida  do  enxerto  de  pele  

e,   frente   a   esse   resultado,   investigamos   os   possíveis  mecanismos   envolvidos   nesse  

processo.   Primeiramente,   avaliamos   frequência   de   células   T   CD4+,   CD8+   e   células  

CD11c+  no  linfonodo  drenante,  7  dias  após  o  transplante  de  pele.  Observamos  que  os  

animais  Lepob/ob  apresentaram  uma  menor  frequência  de  células  CD8+,  CD4+  e  CD11c+,  

no   linfonodo   drenante,   comparativamente   aos   animais  WT   transplantados   (Figura  

4A  e  4B).  Para  excluirmos  que  essa  não  era  uma  característica  intrínseca  dos  animais  

Lepob/ob,  avaliamos  a  frequência  de  células  T  CD4+,  CD8+  e  CD11c+  em  animais  naive  

com  10  semanas  de   idade  e  não  observamos  diferença  nas  populações  de  células  T  

CD4+  e  CD8+,  entre  animais  Lepob/ob  e  WT  (Figura  4C).  Entretanto,  quando  analisamos  
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C D

a   freqüência  de   células  CD11c+   em  animais   não   transplantados   observamos  que  os  

animais  Lepob/ob  possuíam  uma  menor  frequência  comparada  aos  animais  WT  (Figura  

4D).  No  animais  transplantados,  observamos  que  havia  um  aumento  na  porcentagem  

de   células   CD11c+   em   relação   aos   animais   não   transplantados   (Figuras   4B   e   4D),  

sugerindo   seu  maior   recrutamento.  Contudo,   os   animais  Lepob/ob  mantêm  o  mesmo  

perfil,   com   uma   menor   frequência   de   células   CD11c+.   Esse   dado   indica   que   os  

animais   Lepob/ob   parecem   possuir   um   defeito   intrínseco   na   população   de   células  

CD11c+,   sendo   que   essas   células   não   são   recrutadas   para   o   linfonodo  drenante   tão  

eficientemente  como  as  células  CD11c+  de  animais  WT.    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

  

  

  

  

  

Figura   4.   Frequência   de   células  CD4+   e  CD8+   e  CD11c+   foram   analisadas,   no   linfonodo  drenante   de  
animais  transplantados,  7  dias  após  o  transplante  .  (A)  Frequência  de  célula  T  CD8+  e  CD4+  
em  animais  deficientes  em   leptina   (Lepob/ob)   e  WT   transplantados.   (B)  Frequência  de   célula  
CD11c+  em  animais  deficientes  em  leptina  (Lepob/ob)  e  WT  transplantados.  (C)  Frequência  de  
célula  T  CD8+  e  CD4+  em  animais  deficientes  em  leptina  (Lepob/ob)  e  WT  não  transplantados.  
(D)   Frequência   de   célula   CD11c+   em   animais   deficientes   em   leptina   (Lepob/ob)   e   WT   não  
transplantados.  Resultado  representativo  de  1  dos  2  experimentos  independentes  realizados.  
N   =   5   animais/grupo.      Dados   mostrados   como   média   ±   erro   padrão.   MFI:   mediana   da  
intensidade  de  fluorescência  (do  inglês,  median  fluorescence  intensity).  *  (p<0.05).  
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Esses   resultados   podem   sugerir   que   essa   menor   frequência   de   células   T  

poderia   ser   resultado   de   uma   menor   aloreatividade   nos   animais   Lepob/ob,  

corroborando   com   a   maior   sobrevida   do   enxerto   encontrada.   Dessa   forma,  

realizamos   uma  MLR   para   investigar   a   resposta   alogênica   na   ausência   de   leptina.  

Incubamos  esplenócitos  irradiados  dos  camundongos  doadores  (linhagem  CBA)  com  

esplenócitos  de  camundongos  C57BL/6  WT  ou  Lepob/ob,  por  um  período  de  5  dias,  e  

analisamos  a  proliferação  pela  diluição  de  CFSE,  por  citometria  de  fluxo  (Figura  5A  e  

5B).  Para  assegurarmos  a  ausência  de  leptina  no  experimento,  usamos  soro  autólogo  

de  animais  Lepob/ob  para  fazermos  o  meio  de  cultura  a  10%  de  soro.  Em  conjunto  com  

a  maior  sobrevida  observada,  os  esplenócitos  dos  animais  Lepob/ob  apresentaram  uma  

menor  proliferação  (reação  alogênica)  quando  comparados  a  animais  WT.    

    

  
Figura   5.   Reação   linfocitária   mista.   Células   esplênicas   irradiadas   de   camundongos   CBA   foram  

incubadas   com   esplenócitos      de   camundongos  C57BL/6   normais   (WT)   ou  deficientes   em  
leptina  (Lepob/ob).  A  proliferação  foi  avaliada  por  citometria  de  fluxo  com  CFSE.    (A)  Density  
plot   representando   a   proliferação   de   esplenócitos   de   animais   deficientes   em   leptina  
(Lepob/ob)  e  animais  normais  (WT).  Está  representado  no  gráfico  a  porcentagem  de  células  
dentro   da   região   delimitada.   (B)   Porcentagem   de   esplenócitos   em   divisão   e   índice   de  
divisão   de   esplenócitos   em   proliferação.   A   porcentagem   de   esplenócitos   em   divisão   e   o  
índice  de  divisão  foram  calculados  pelo  software  FlowJo.  Resultado  representativo  de  1  dos  
2  experimentos   independentes  realizados,  com  5  animais/grupo.  Dado  apresentado  como  
média  ±  erro  padrão.  ***(p<0.001).  

  
Além   da   frequência   de   células   T   CD4   totais,   também   investigamos   a  

frequência   de   células   T   reguladoras   e   a   produção  das   citocinas   IL-‐‑10,   IL-‐‑4,   IL-‐‑17   e  

IFN-‐‑γ  por  células  T  CD4+,  no  linfonodo  drenante,  7  dias  após  o  transplante  de  pele,  

por   citometria   de   fluxo.   Uma   maior   frequência   de   células   T   reguladoras  
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(CD4+Foxp3+)   foram   observadas   no   linfonodo   drenante   de   animais   Lepob/ob  

transplantados   comparativamente   a   animais   WT   transplantados   (Figura   6).  

Consideramos  como  sendo  células  T  reguladoras,  as  células  T  CD4+  que  expressam  o  

fator  de  transcrição  Foxp3.  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
Figura  6.  Frequência  de  células  T   reguladoras  no   linfonodo  drenante,  7  dias  após  o   transplante.   (A)  

Dot   plot   representativo   de   células   T   CD4+Foxp3+   no   linfonodo   drenante   de   animais  WT   e  
Lepob/ob   transplantados.   (B)   Gráfico   em   barra   da   frequência   de   células   T   CD4+Foxp3+.  
Resultado   representativo   de   1   dos   2   experimentos   independentes   realizados,   com   3  
animais/grupo.    Dados  mostrados  como  média  ±  erro  padrão.  **  (p<0.01).  

  

Somando-‐‑se  a  maior   frequência  de   células  T   reguladoras,  os  animais  Lepob/ob  

enxertados  apresentaram  uma  maior  frequência  de  células  T  CD4+  produtoras  de  IL-‐‑4  

e  uma  menor  frequência  de  células  T  CD4+  produtoras  de  IFN-‐‑γ,  comparativamente  a  

animais  WT   (Figura   7A   e   7B).   Interessantemente,   observamos   que   animais   Lepob/ob  

tiveram  uma  maior   frequência  de  células  T  CD4+  produtoras  de   IL-‐‑17   (Figura  7A  e  

7B).  Não  observamos  diferenças  na  produção  de  IL-‐‑10.  Esses  dados  sugerem  que  um  

desvio   para   um   padrão   Th2,   observado   pela   relação   entre   IFN-‐‑γ/IL-‐‑4   (Figura   8A),  

pode   ter   um   efeito   positivo   em   relação   à   sobrevida   do   enxerto   de   pele.   Para  

confirmarmos  esse  achado,  analisamos  a  expressão  do  fator  de   transcrição  GATA-‐‑3  

em   células   T   CD4+.   Observamos   que   os   animais   Lepob/ob   apresentaram   uma  maior  

frequência  de  células  CD4+GATA-‐‑3+,  7  dias  após  o  transplante  (Figuras  8B  e  8C).    
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Figura   7.   Análise   da   produção   de   IFN-‐‑γ,   IL17,   IL-‐‑4   e   IL-‐‑10   no   linfonodo   drenante   de   animais  

enxertados,  7  dias  após  o  transplante  de  pele,  por  citometria  de  fluxo.  (A)  Dentro  da  região  
de  células  T  CD4+  analisou-‐‑se  a  produção  de  IFN-‐‑γ,  IL17,  IL-‐‑4  e  IL-‐‑10.    (B)  Gráfico  em  barra  
da   frequência   de   células   T   CD4+   produtoras   de   IFN-‐‑γ,   IL-‐‑17,   IL-‐‑4   e   IL-‐‑10   em   animais    
Lepob/ob   e   normais   (WT)   transplantados.   Dado   representativo   de   1   dos   2   experimentos  
realizados  com  3  animais/grupo.  Dados  mostrados  como  média  ±  erro  padrão.  *  (p<0.05),  **  
(p<0.01).  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

  

  

Figura  8.     Relação   entre   células   T   CD4+   produtoras   de   IFN-‐‑γ   e   de   IL-‐‑4   e   detecção   intracelular   de  
GATA-‐‑3  em  células  T  CD4+.  (A)  Razão  entre  células  T  CD4+  produtoras  de  IFN-‐‑γ  e  de  IL-‐‑4.  
A   detecção   intracelular   de   GATA-‐‑3   em   células   T   CD4+   foi   realizada   em   células   do  
linfonodo  drenante,  7  dias  após  o  transplante.  (A)  Dot  Plot  representativo  da  frequência  de  
células  T  CD4+GATA-‐‑3+.  (C)  Gráfico  em  barra  da  frequência  de  células  T  CD4+GATA-‐‑3+  no  
linfonodo   drenante.   Resultado   representativo   de      1   dos   2   experimentos   independentes  
realizados  com  3  animais/grupo.    Dados  mostrados  como  média  ±  erro  padrão.  *  (p<0.05).  
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Buscando-‐‑se   melhor   caracterizar   a   população   de   células   T   reguladoras,  

avaliamos   a   expressão   de   CTLA-‐‑4   e   de   CD25   por   essas   células.   Não   observamos  

diferenças  na  frequência  e  na  expressão  (MFI)  de  CTLA-‐‑4  pelas  células  T  reguladoras  

(CD4+CD25+Foxp3+)   entre   animais   Lepob/ob   e   WT   transplantados,   sugerindo   que   a  

leptina  possivelmente  não  afeta  a  expressão  dessa  molécula  nas  células  T  reguladoras  

(Figura   9).   Entretanto,   ao   analisarmos   a   expressão   de   CTLA-‐‑4   em   células   T   CD4+  

potencialmente   efetoras   (CD4+CD25+Foxp3-‐‑),   encontramos   uma  maior   expressão   de  

CTLA-‐‑4  nessa  população  celular  (Figura  10).    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
Figura  9.     Marcação  intracitoplasmática  para  detecção  de  CTLA-‐‑4  em  células  T  reguladoras.  (A)  Dot  

plot   representativo   de   células   obtidas   de   linfonodos   de   animais   deficientes   em   leptina  
(Lepob/ob)   e   animais   selvagens   (WT).  Delimitou-‐‑se   uma   região   de   células   T  CD4+CD25+   e,  
dentro   dessa   população,   analisou-‐‑se   a   porcentagem   de   células   T   Foxp3+CTLA-‐‑4+.   (B)  
Gráfico   em   barra   da   porcentagem   de   células   T   CD4+CD25+Foxp3+CTLA-‐‑4+.   Resultado  
representativo   de   1   dos   2   experimentos   independentes   realizados   com   3   animais/grupo.  
Resultado  demonstrado  como  média  ±  erro  padrão.    
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Figura  10.  Análise  da  expressão  de  CTLA-‐‑4  em  células  T  CD4+Foxp3-‐‑.   (A)  Dot  plot   representativo  de  
células  obtidas  de  linfonodos  de  animais  deficientes  em  leptina  (Lepob/ob)  e  animais  normais  
(WT),  6  dias  após  o  transplante  de  pele.  Delimitou-‐‑se  uma  região  de  células  T  CD4+Foxp3-‐‑  
e,   dentro   dessa   região,   analisou-‐‑se   a   porcentagem   de   células   T   CD4+Foxp3-‐‑   expressando  
CTLA-‐‑4   e   CD25.   (B)   Gráfico   em   barra   da   porcentagem   de   células   T   CD4+Foxp3-‐‑  
expressando   CD25   e   CTLA-‐‑4.   Resultado   representativo   de   1   dos   2   experimentos  
independentes   realizados   com   3   animais/grupo.   Resultado   demonstrado   como   média   ±  
erro  padrão.  *  (p<0.05).  

  
Até   o   momento,   analisamos   a   resposta   imune   ao   aloenxerto   apenas   no  

linfonodo  drenante.  Outro  ponto  importante  é  como  a  resposta  imune  observada  no  

linfonodo  poderia  modificar  o   infiltrado  celular  na  pele   transplantada.  Analisamos,  

por  PCR  em  tempo  real,  a  expressão  de  Foxp3  na  pele  enxertada,  com  o   intuito  de  

confirmar   se   o   aumento   observado   no   linfonodo   drenante   poderia   refletir   em   um  

aumento   desse   fator   de   transcrição,   presente   nas   células   T   reguladoras,   no   sítio  

inflamatório,   10   dias   após   o   transplante.   Os   animais   Lepob/ob   transplantados  

apresentaram  uma  maior   expressão   relativa   de   Foxp3   na   pele   em   comparação   aos  

animais  WT  (Figura  11).     !



RESULTADOS 

 

67 

  
Figura   11.   Expressão  gênica  de   Foxp3  no   enxerto  de  pele,   10  dias   após   o   transplante.  O  mRNA   foi  

normalizado  com  HPRT  e  a  expressão  relativa  realizada  comparativamente  a  expressão  no  
grupo  controle  (WT).  Resultado  representativo  de  1  dos  2  experimentos  realizados.  N  =  5  
animais/grupo.    Dados  mostrados  como  média  ±  erro  padrão.  *  (p<0.05).  

  

5.2   A   LEPTINA   DESEMPENHA   UMA   PAPEL   CENTRAL   NA   MODULAÇÃO  

DA  PLASTICIDADE  DE  CÉLULAS  T  CD4+    

  

Devido  as  alterações  observadas  nas  células  T  CD4+  pela  deficiência  em  leptina  

na   resposta   aloimune,   analisamos   a   expressão  do   receptor   de   leptina   em   células   T  

CD4+Foxp3gfp+   e   CD4+Foxp3gfp-‐‑,   assim   como   em   células   CD11c+.   Tanto   células   T  

CD4+Foxp3+  como  CD4+Foxp3-‐‑  (Figura  12A),  assim  como  células  CD11c+  expressam  o  

receptor  de  leptina  (Figura  12B).  A  forma  longa  do  receptor  de  leptina  é  responsável  

pela  ativação  da  via   Jak2/STAT-‐‑3,   e,  portanto,   após  a   confirmação  da  expressão  do  

receptor  de  leptina  em  leucócitos,  avaliamos  sua  funcionalidade.  Observamos  que  a  

leptina  induz  a  fosforilação  de    STAT-‐‑3  em  linfócitos  tanto  em  TCR-‐‑β  positivos  como  

negativos,  assim  como  em  células  presentes  na  região  de  monócitos,  compostos  em  

sua  maior  parte  por  macrófagos  e  células  dendríticas  (Figura  13),  indicando  que  além  

de  expressarem  o  receptor  de  leptina,  este  é  capaz  de,  quando  ativado  pela  leptina,  

fosforilar  STAT3.  
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Figura  12.  Análise  da  expressão  do  receptor  de  leptina  em  leucócitos.  (A)  A  expressão  do  receptor  de  

leptina   foi   analisado   em   células   T   CD4+   tanto   reguladoras   como   não   reguladoras,   por  
citometria   de   fluxo.   (B)   Expressão   do   receptor   de   leptina   em   células   CD11c+   obtidas   do  
baço  e  linfonodos  mesentéricos  e  axilares.  Resultado  representativo  de    1  experimento.  N  =  
3  animais/grupo.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura  13.  Análise  da  via  de  sinalização  Leptina/STAT3  em  células  esplênicas.  Os  esplenócitos  foram  
obtidos   conforme   descrito   em  material   e  métodos   e   a   análise   da   fosforilação   de   STAT-‐‑3  
realizada   15  minutos   após   o   estímulo   com   leptina.   (A)  Delimitou-‐‑se   primeiramente  uma  
região  de  linfócitos  e  outra  de  monócitos.  (B)  Dentro  da  região  de  linfócitos  obtiveram-‐‑se  as  
populações   de   células   TCR-‐‑β   positivas   e   negativas.   (C)   Fosforilação   de   STAT-‐‑3   em  
linfócitos  TCR-‐‑β   positivos,   frente   a   estímulo  pela   leptina.   (D)  Fosforilação  de  STAT-‐‑3   em  
linfócitos   TCR-‐‑β   negativos,   frente   a   estímulo   pela   leptina.   (E)   Dentro   da   região   de  
monócitos   observou-‐‑se   a   fosforilação   de   STAT-‐‑3,   frente   a   estímulo   pela   leptina.   Dado  
representativo  de  1  dos  2  experimentos  independentes  realizados.  N  =  3  animais/grupo.  
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A  análise  da  resposta  aloimune  nos  animais   lepob/ob   transplantados  indicaram  

que   as   células   T   reguladoras   podem   ter   um   importante   papel   na   sobrevida  

observada.  Na  literatura  é  descrito  que  a  ausência  de  leptina  promove  a  proliferação  

de  células  T  reguladas,  com  manutenção  de  sua  capacidade  supressora  (De  Rosa  et  

al.,   2007).   Dessa   forma,   buscamos   analisar   como   a   leptina   poderia   modular   a  

diferenciação  de  células  T  reguladoras  a  partir  de  precursores  naive.  Purificamos,  por  

citometria   de   fluxo,   células   T   CD4+   naive   de   animais   lepob/ob   e   WT.   Consideramos  

como   naive   células   T   CD4+CD62L+CD44-‐‑CD25-‐‑,   com   pureza   superior   a   98%.   Essas  

células  T  naive  foram  utilizadas  em  ensaios  de  polarização  para  células  T  reguladoras  

e   para   células   Th17.   Observamos   que   células   T   CD4+   naive   de   animais   lepob/ob  

diferenciaram-‐‑se  mais  eficientemente  em  células  T  reguladoras  quando  comparadas  

a   células   T   CD4+   naive  de   animais  WT   (Figura   14),   sendo   que   a   adição   de   leptina  

recombinante  pouco  afetou  a  geração  dessas  células  T  reguladoras  (Figura  14).      

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura   14.   Geração   de   células   T   reguladoras.   Células   T   naive,   purificadas   por   citometria   de   fluxo,  
provenientes   de   animais   Lepob/ob   e   WT,   ambos   C57BL/6,   foram   cultivadas   por   5   dias  
sozinhas  ou  com  a  adição  de  TGF-‐‑β  ou  TGF-‐‑β  e  leptina  e  analisadas  por  citometria  de  fluxo  
quanto   a   expressão   intracelular   de   Foxp3.  Dado   representativo   de   1   dos   2   experimentos  
independentes  realizados.    
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Também   tínhamos   observado   anteriormente   que   animais   lepob/ob  

transplantados   apresentaram,   no   linfonodo   drenante,   uma   elevada   frequência   de  

células  T  CD4+  produtoras  de   IL-‐‑17.  Assim,   realizamos  um  ensaio  de  diferenciação  

para   células  Th17   com  células  T  CD4+  naives   de   animais   lepob/ob   e  WT.  Observamos  

que  a  ausência  de  leptina  (lepob/ob)  resultou  em  uma  maior  indução  de  células  T  CD4+    

produtoras   de   IL-‐‑17   comparativamente   as   células   T   CD4+   naives   de   animais   WT  

(Figura  15A).  Destacamos  que,  diferentemente  do  observado  na  indução  de  células  T  

reguladoras,   a   adição   de   leptina   recombinante   ao   grupo   lepob/ob   resultou   em   uma  

inibição  na  geração  de  células  CD4+  produtoras  de  IL-‐‑17,  resultado  não  observado    no  

grupo  WT  (Figura  15A).  Esse  dado  indica  que  a  leptina  atua  diretamente  em  células  

T  CD4+  polarizadas  para  uma  resposta  Th17,  inibindo  sua  geração.  Para  certificarmos  

que  estávamos  gerando  uma  célula  com  o  perfil  Th17,     analisamos  a  expressão  dos  

fatores  de   transcrição  GATA-‐‑3,  Tbx21   (T-‐‑bet),   Foxp3   e  RORC   (RORγT),   por   células  

Th17  polarizadas   in  vitro.  Observamos  que  nas  condições  onde  houve  a  geração  de  

células   produtoras   de   IL-‐‑17,   houve   a   expressão   do  mRNA   do   fator   de   transcrição  

RORγT   e   uma   baixa   expressão   dos   outros   fatores   de   transcrição,   específicos   das  

células  Th1  (T-‐‑bet),  Th2  (GATA-‐‑3)  e  T  reguladora  (Foxp3)  (Figura  15B).    
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Figura  15. Geração  de  células  Th17.  Células  T  naive,  purificadas  por  citometria  de  fluxo,  provenientes  

de  animais  Lepob/ob   e  WT,  ambos  C57BL/6,   foram  cultivadas  por  5  dias,   com  a  adição  de:  
TGF-‐‑β   e   IL-‐‑6;   TGF-‐‑β,   IL-‐‑6   e   leptina   ou   IL-‐‑6   e   leptina.   (A)  Dot   plot   representativo   de   1  
experimento   de   diferenciação   de   células   para   um   perfil   Th17.   Dentro   da   região   de  
linfócitos  T  CD4+  avaliou-‐‑se   a   freqüência  de   células  positivas  para   IL-‐‑17   e   IFN-‐‑γ.   (B)  No  
quinto   dia   de   polarização,   as   células   T   foram   isoladas   e   o   expressão   gênica   de   RORC,  
Tbx21,  GATA-‐‑3  e  Foxp3  avaliada  por  PCR  em  tempo  real.  O  mRNA  foi  normalizado  com  
GAPDH   e   a   expressão   relativa   realizada   comparativamente   à   expressão   de   células  naive  
não   polarizadas.   Resultado   representativo   de      1   dos   3   experimentos   independentes  
realizados.    Dados  mostrados  como  média  ±  erro  padrão.    
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Esses   dados   indicam   que   leptina   pode   modular   a   resposta   aloimune  

possivelmente   por   atuar   na   geração   de   células   T   reguladoras   e   Th17.   Além   disso,  

observamos   que   os   animais   Lepob/ob   transplantados   possuem   uma   menor  

aloreatividade.   Essa   menor   aloreatividade   poderia   ser   tanto   devido   a   uma  menor  

capacidade  de  células  T  CD4+  proliferarem  na  ausência  de  leptina  como  uma  menor  

capacidade  das  células  dendríticas  ativarem  células  T  CD4+.  Para  analisarmos  a  ação  

da   leptina   na   capacidade   proliferativa   de   células   T  CD4+   isoladamente,   realizamos  

um   ensaio   de   proliferação   homeostática   de   linfócitos   T   CD4+   de   animais   lepob/ob,  

deficientes  no  receptor  de  leptina  (Lepdb/db)  e  WT  competitivamente  a  células  T  CD4+  

de   animais  WTgfp.      Purificamos   células   T   CD4+   de   animais   Lepob/ob,   Lepdb/db,  WT   e  

WTgfp  e  reconstituímos  animais  Rag-‐‑/-‐‑  com  células  T  CD4  purificadas  de  animais  WTgfp  

em  conjunto   com  células  T  CD4+  de  animais  Lepob/ob,  Lepdb/db   ou  WT.  Analisamos  a  

frequência  de  células  T  CD4gfp+  positivas  (correspondendo  a  células  CD4+  de  animais  

WTgfp)  e  negativas  (correspondendo  a  células  T  CD4+  de  animais  Lepob/ob,  Lepdb/db  ou  

WT),  10  dias  após  a  transferência.  Observamos  que  células  CD4+  Lepob/ob  proliferaram  

mais   eficientemente,   in   vivo,   comparativamente   a   células   CD4gfp+   (Figura   16),  

indicando  que  células  provenientes  de  animais  Lepob/ob  são  hiperresponsivas  a  níveis  

séricos   normais   de   leptina.   Contudo,   na   ausência   da   sinalização   do   receptor   de  

leptina  (Lepdb/db),  essas  células  tiveram  uma  menor  capacidade  proliferativa  frente  a  

células  CD4+  de  animais  WT  GFP   (Figura  16).  Frequências  similares  entre  células  T  

CD4gfp+  WT  e  WTgfp  foram  observadas  (Figura  16).  Esses  dados  indicam  que  a  leptina  

interfere  na  capacidade  proliferativa  de  células  T  CD4+,  in  vivo.    
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Figura  16.  Proliferação  homeostática  competitiva.  Animais  Rag-‐‑/-‐‑   foram  reconstituídos  com  células  T  
CD4+  de  animais  Lepob/ob,  Lepdb/db  ou  WT  em  conjunto  com  células  T  CD4+  de  animais  WT  
GFP  e  a  expansão  de  células  T  CD4+  GFP  positivas  e  negativas  foi  avaliada  10  dias  após  a  
reconstituição.   (A)   Contour   plot   representativo   de   1   animal/grupo   mostrando   a  
porcentagem   de   células   T   CD4+   GFP   positivas   e   negativas   no   baço   dos   animais   Rag-‐‑/-‐‑  
reconstituídos.   (B)   Gráfico   em   barra   da   porcentagem   de   células   T   CD4gfp+   e   CD4gfp-‐‑  
presentes  baço  dos  animais   reconstituídos.  Dados  mostrados   como  media  ±   erro  padrão.  
Resultado  representativo  de  1  experimento.  N  =  3  animais/grupo.    

  

Até  o  momento  observamos  diversas  ações  da  leptina  em  células  T  CD4+  que,  

em   conjunto,   poderiam   levar   a   um   aumento   da   sobrevida   do   enxerto.   Entretanto,  

para  confirmarmos  se  a  modulação  do  pool  de  células  T  CD4+,  na  ausência  da  leptina,  

é  responsável  pela  maior  sobrevida  do  enxerto  de  pele,  transferimos  células  T  CD4+  

esplênicas   de   animais   Lepob/ob,   Lepdb/db   ou   de   animais  WT   em   camundongos   Rag-‐‑/-‐‑  

C57BL/6   transplantados   com   enxerto   de   pele   proveniente   de   camundongos   CBA.  

Observamos   que   os   animais   reconstituídos   com   células   T   CD4+   provenientes   de  

animais  Lepdb/db  tiveram  uma  maior  sobrevida  do  enxerto  de  pele  comparativamente  

a   animais   reconstituídos   com   células   T   CD4+   de   animais  WT   e   de   animais   Lepob/ob  

(Figura  17A).  Também  observamos  uma  menor  porcentagem  de   células  T  CD4+  no  
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linfonodo   drenante   dos   animais   reconstituídos   com   células   T   CD4+   Lepdb/db  

comparativamente  a  animais  Rag-‐‑/-‐‑   reconstituídos  com  células  T  CD4+  Lepob/ob  e  WT  

(Figura  15B  e  15C).    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
Figura   17.   Sobrevida   do   enxerto   de   pele   em   animais   Rag-‐‑/-‐‑   reconstituídos   com   células   T   CD4+   de  

animais  Lepob/ob,  Lepdb/db  e  WT.   (A)  Peles  de  camundongos  CBA  foram  transplantadas  em  
camundongos   Rag-‐‑/-‐‑      reconstituídos   com   células   T   CD4+   provenientes   de   camundongos  
WT,   Lepob/ob   ou   Lepdb/db   e   os   enxertos   avaliados   diariamente   por   sinais   de   rejeição.   Foi  
considerado   perda   do   enxerto   quando   apenas   10%   do   enxerto   permaneceu   no   animal  
enxertado.   (B)  Dot   plot   representativo   de   1   animal/grupo   mostrando   a   porcentagem   de  
células  T  CD4+  presentes  no  linfonodo  dos  animais  transplantados.  (C)  Gráfico  em  barra  da  
porcentagem   de   células   T   CD4+   presentes   linfonodo   (LN)   dos   animais   transplantados.  
Dados   mostrados   como   media   ±   erro   padrão.   Resultado   representativo   de   1   dos   2  
experimento  independentes  realizados  com  3  animais/grupo.  *  (p<0.05),  ***  (p<0.001).  
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Em  conjunto,   esses  dados   indicam  que  a   leptina  é  um   importante  mediador  

da  resposta  aloimune  e  um  importante  regulador  da  homeostasia  de  células  T  CD4+.  

Entretanto,  ao  compararmos  a  sobrevida  do  enxerto  de  pele  entre  os  animais  Lepob/ob  

(Figura   3A)   e   os   animais  Rag-‐‑/-‐‑   reconstituídos   com  células  T  CD4+  provenientes  de  

camundongos  Lepdb/db  (Figura  17A),    observamos  que  a  sobrevida  do  enxerto  de  pele  

nos   camundongos   Lepob/ob   foi   maior.   Assim,   outros   mecanismos   somados   aos  

observados   nas   células   T   CD4+   parecem   contribuir   para   essa   maior   sobrevida  

observada.    

  

5.3   A   LEPTINA   MODIFICA   FENOTIPICAMENTE   E   FUNCIONALMENTE   AS  

CÉLULAS  DENDRÍTICAS    

  

Como   as   DC   são   as   grandes   responsáveis   por   ditar   como   a   imunidade  

adaptativa   será   montada   e   orquestrada,   decidimos   primeiramente   avaliar   como   a  

leptina  modularia   essa   população   celular.  Consideramos   como  DC   células  CD11c+.  

Embora  sem  diferença  estatística,  encontramos  que  animais  Lepob/ob  parecem  possuir  

diferenças   visíveis   na   frequência  de   células  CD11c+,   no   linfonodo   tanto  de   animais  

transplantados  como  não  transplantados  (Figura  4B  e  4D),  sugerindo  que  um  defeito  

na   função   de   DC   também   pode   ter   importância   na   resposta   aloimune.      Assim,  

derivamos  DC  de  medula  óssea  de  animais  Lepob/ob  e  WT.  No  sétimo  dia  de  cultura,  

DC   imaturas   (iDC)   foram   obtidas.   Para   obtenção   de  DC  maduras   (mDC),   as   iDCs  

foram   ativadas,   no   sétimo   dia   de   cultura,   com   LPS   por   48   horas,   conforme  

esquematizado  na  Figura  18.    
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Figura   18.   Protocolo   de   geração   de   células   dendríticas   derivadas   de   medula   óssea.   As   células   de        

medula   óssea   foram   cultivadas   por   um   período   de   4   dias   na   presença   de   GM-‐‑CSF.   No  
quarto   dia,   trocou-‐‑se   o   meio   e   adicionou-‐‑se   mais   GMCSF.   Ao   fim   de   7   dias   de   cultura  
células   dendríticas   imaturas   foram   obtidas.   No   sétimo   dia   uma   parte   das   células   foi  
avaliada   fenotipicamente,  por   citometria  de   fluxo,   e  usadas   em  ensaios  de  proliferação   e  
diferenciação   de   células   T   reguladoras   e   Th17.   No   sétimo   dia,   as   células   dendríticas  
imaturas   foram  maturadas  com  LPS  (lipopolissacarídeo)  e  posteriormente  utilizadas  para  
ensaios  de  proliferação.  

  
Foram   consideradas   como   DC   as   células   CD11c+MHCII+   e   a   eficiência   na  

geração  das  iDC  e  das  mDC  analisada  por  citometria  de  fluxo.  Em  todas  as  condições  

foi  possível  observar  a  geração  de  DC.  Entretanto,  na  ausência  de  leptina,  uma  menor  

eficiência  nessa  geração,  tanto  para  iDC  como  para  mDC,  foi  observada  (Figura  19).  

Confirmada  a  geração  de  BMDC,  iDCs  foram  purificadas    e  analisadas  quanto  ao  seu  

perfil   transcricional   por  PCR   em   tempo   real   array.  Utilizamos  uma  placa   contendo  

genes  relacionados  com  a  apresentação  de  antígenos  e  com  importantes  funções  nas  

DC.   Observamos   que   a   ausência   de   leptina   alterou   o   perfil   de   genes   relacionados  

com  apresentação  de   antígenos   e   com  a   função  de  DC  comparativamente   a  DC  de  

animais  WT   (Figura   20A).   Esse   perfil   de   genes   pode   ser   revertido   pela   adição   de  

leptina   recombinante   durante   o   processo   de   geração   das  DC   (Figura   20B).   Alguns  

dos   genes   regulados   positivamente   ou   regulados   negativamente   foram   analisados  

individualmente  e  observou-‐‑se  que  DC  de  animais  Lepob/ob  apresentaram  uma  menor  

expressão   de   genes   relacionados   ao   MHC-‐‑II   (H2-‐‑Dma),   à   co-‐‑estimulação   (CD40,  

CD80,   CD86),   à   sinalização   via   NF-‐‑κB   (NF-‐‑κB2   e   RelB)   e   de   citocinas   pró-‐‑

inflamatórias  (IL-‐‑6  e  IL-‐‑12)  (Figura  20C)  .  
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Figura  19.  Avaliação  da  eficiência  de  geração  de  células  dendríticas  derivadas  de  medula  óssea.  iDC  e  
mDC   foram   obtidas   nos   dias   7   e   9,   respectivamente,   de   animais   Lepob/ob,   derivadas   com  
(Lepob/obLep)  ou  sem  (Lepob/ob)  a  adição  de  leptina  recombinante,  e  de  animais  normais  (WT).  
Foram  consideradas  células  dendríticas  as  células  duplo  positivas  CD11c+  e  MHC-‐‑II+.  Dado  
representativo  de  1  dos  5  experimentos  independentes  realizados.  

  
Confirmamos   os   resultados   obtidos   no   array   com   a   análise   de   algumas  

proteínas.   Tanto   as   iDC   como   as   mDC   foram   analisadas   quanto   à   expressão   de  

MHC-‐‑II   e   das   moléculas   co-‐‑estimuladoras   CD40,   CD80   e   CD86   (Figura   21).  

Observamos  que  a  ausência  de  leptina  alterou  o  fenótipo  tanto  de  iDC  como  de  mDC  

derivadas   de   medula   óssea.   As   iDC   e   as   mDC   derivadas   de   animais   Lepob/ob  

apresentaram  uma  menor  expressão  de  MHC-‐‑II,  CD80,  CD86  e  CD40  (Figura  21A).  

Observamos  que  enquanto  as  mDC  de  animais   selvagens  aumentaram  a  expressão  

de   MHC-‐‑II   e   de   moléculas   co-‐‑estimuladoras   comparativamente   as   iDCs,   as   mDC  

derivadas   de   animais   Lepob/ob   não   foram   capazes   de   modular   a   expressão   dessas  

moléculas   (Figura   21A).    Esse   resultado   indica   que   a   ausência   da   leptina   altera   o  
perfil  de  BMDC.  Contudo,  para  assegurarmos  que  o  efeito  da  leptina  era  no  processo  

de   diferenciação   e   não   uma   alteração   pré-‐‑estabelecida   nas   células   progenitoras   da  

medula  óssea,  realizamos  o  mesmo  experimento  de  geração  de  DC,  provenientes  de  

progenitores  da  medula  óssea,  de  animais  deficientes  em  leptina,  com  e  sem  a  adição  

de   leptina   recombinante   ao   ensaio.   Observamos   que   a   adição   de   leptina  

recombinante  reverteu  o  fenótipo  observado  sem  leptina,  com  aumento  da  expressão  

de  moléculas   co-‐‑estimuladoras  e  de  MHC-‐‑II   tanto  nas   iDC  como  nas  mDC   (Figura  

21B).    
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Figura  20.  Avaliação  da  expressão  genes  relacionados  com  apresentação  de  antígeno  e  com  a  função  

de  células  dendríticas.  No  sétimo  dia  de  cultura,  mRNA  foi  extraído  de  iDCs  derivadas  de  
medula  óssea  e  o  cDNA  obtido.  O  cDNA  foi  utilizado  em  um  PCR  em   tempo  real  array.    
(A)  Scatter   plot   dos   genes   expressos   por   iDC  de   animais   Lepob/ob   relativamente   a   iDC  de  
animais  WT.  (B)  Scatter  plot  dos  genes  expressos  por  iDC  de  animais  Lepob/ob  derivadas  com  
leptina  recombinante  (Lepob/obLep)  relativamente  a  iDC  de  animais  WT.  Vermelho  -‐‑  genes  
regulados   positivamente.   Verde   –   genes   regulados   negativamente.   Preto   –   genes   não  
modulados.  (C)  Gráfico  em  barra  das  moléculas  reguladas  positivamente  e  negativamente  
avaliadas   individualmente.  A   expressão   relativa   foi   realizada   com   5   diferentes   controles  
endógenos  do  kit  de  array  e  analisados  pelo  software  da  empresa  fabricante  disponibilizado  
eletronicamente,   conforme   descrito   nos   materiais   e   métodos.   Dado   representado   como  
media  ±  erro  padrão.    
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Figura  21.  Avaliação  da  expressão  de  moléculas  de  coestimulação  e  de  MHC  II  em  células  dendríticas  
derivadas   de  medula   óssea.   (A)   iDC   e  mDC   derivadas   de  medula   óssea   nos   dias   7   e   9,  
respectivamente,  de  animais  Lepob/ob   (cinza)  e  selvagens  (WT)  (preto).  Foram  avaliadas  as  
expressões  das  moléculas   co-‐‑estimuladoras  CD40,  CD80  e  CD86  e  MHC  de  classe   II,  por  
citometria   de   fluxo.   A   população   de   DC   foi   selecionada   na   região   de   células   CD11c  
positivas.   (B)   iDC   e   mDC   derivadas   de   medula   óssea,   na   presença   ou   na   ausência   de  
leptina   recombinante,  nos  dias   7   e   9,   respectivamente,  de  animais   Lepob/ob   foram  avaliadas  
quanto  as  expressões  de  CD40,  CD80,  CD86  e  de  MHC  de  classe  II.  (C-‐‑D)  Gráficos  em  barra  
das   expressões   das  moléculas   coestimuladoras   e  MHC   de   classe   II,   de   iDC   e  mDC,   são  
mostrados   como   MFI   (mediana   de   intensidade   de   fluorescência,   do   inglês,   median  
fluorescence  intensity).  Dado  apresentados  como  media  ±  erro  padrão.  Dado  representativo  
de  1  dos  5  experimentos  independentes  realizados.  *  (p<0.05),  **  (p<0.01),  ***(p<0.001).  

  

A  produção  de  citocinas  pelas  BMDC  também  foi  analisada.  Observamos  que  

células  dendríticas  derivadas  de  animais  Lepob/ob  produziram  menores  níveis  de   IL-‐‑

12(p40),  de  IL-‐‑6  e  de  TNF  comparativamente  a  BMDC  Lepob/obLep  e  WT  (Figura  22A).  

Em   conjunto,   esses   dados   sugerem   que   na   ausência   de   sinais   desencadeados   pela  

leptina,   a   célula   dendrítica   apresenta   um   perfil   mais   tolerogênico,   com   menor  

expressão  de  MHC-‐‑II  e  de  moléculas  co-‐‑estimuladoras,  assim  como  menor  produção  

de  citocinas  pró-‐‑inflamatórias.    
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Um   fator   importante   nas   DC   tolerogênicas   é   a   produção/expressão   de  

moléculas   imunorreguladoras/supressoras.   Dessa   forma,   analisamos   a   expressão  

gênica  de   IDO,  PDL-‐‑1  e   IL-‐‑10.  Observamos  que  BMDC  Lepob/ob   expressaram  baixos  

níveis  de  IDO  e  PDL1  e  não  houve  diferença  na  expresão  de  IL-‐‑10,  comparativamente  

a  DC  de  Lepob/obLep  e  de  WT  (Figura  22B),  excluindo  essas  moléculas  como  possíveis  

mecanismos   imunorreguladores  das  DC.  Entretanto,  ao  analisarmos  a  produção  de  

TGF-‐‑β  bioativo,   tanto  nas   iDC   como  nas  mDC,   observamos  que  DCs  derivadas  na  

ausência   de   leptina   (Lepob/ob)   produzem   maiores   quantidades   de   TGF-‐‑β   bioativo,  

comparativamente  às  condições  com  leptina  recombinante  (Lepob/obLep)  e  WT  (Figura  

22C).      Esse   dado   indica   que   um   possível   mecanismo   tolerogênico   dessas   células  

dendríticas   poderia   ser   a   secreção   de   TGF-‐‑β   e   sua   potencial   ação   na   indução   de  

células  T  reguladoras.    

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
Figura  22.  Produção  de  citocinas,  moléculas  imunorreguladoras  e  TGF-‐‑β  por  BMDC.  (A)  A  produção  

das   citocinas   IL-‐‑6,   IL-‐‑12(p40)   e   TNF   foram   avaliadas,   no   sobrenadante   de   cultura,   por  
multiplex.   (B)   iDC   tiveram   seu   mRNA   extraído   e   a   expressão   de   IDO,   PDL1   e   IL-‐‑10  
mensurados  relativamente  ao  gene  endógeno  GAPDH.  (C)  Os  sobrenadantes  das  culturas  
de  iDC  e  mDC  foram  obtidos  no  7o  e  no  9o  dia,  respectivamente,  e  a  concentração  de  TGF-‐‑β  
bioativo  mensurado  por  ELISA.  Os  dados  estão  representados  como  média  ±  erro  padrão.  
Dado   representativo   de   1   dos   2   experimentos   independentes   realizados.   *   (p<0.05),  
**(p<0.005),***(p<0.001).  
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Após  a  avaliação  fenotípica  das  células  dendríticas,  estudamos  se  as  alterações  

observadas   modulariam   aspectos   funcionais   dessas   células.   Dessa   forma,   as   mDC  

foram  avaliadas  quanto  a  sua  capacidade  de  induzir  proliferação  em  células  T  CD4+  

provenientes  de  animais  WT.  Neste  ensaio,  observamos  que  as  mDC    derivadas  de  

animais   Lepob/ob   induziram   uma   menor   proliferação   de   células   T   CD4+   quando  

comparadas  a  mDC  WT  e  Lepob/obLep  (Figura  23A).    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura  23.  Ensaio  de  proliferação  com  mDC  derivadas  da  medula  óssea  de  animais  Lepob/ob  e  selvagens  
(WT).   As   células   T   CD4+   de   animais   C57BL/6   normais   foram   cultivadas   com   mDC  
derivadas   de   medula   óssea   de   animais   Lepob/ob   sem   leptina   e   com   a   adição   de   leptina  
recombinante   (Lepob/obLep)   e   selvagens   (WT),   por  um  período  de   4  dias,   e   a   proliferação  
avaliada   com  Cell   tracer   Violet,   por   citometria   de   fluxo.   (A)  Dot   plot   representativo   de   1  
animal   de   cada   grupo   demonstrando   a   proliferação   de   células   T   CD4+.   (B)   Produção   de  
citocinas  do  padrão  durante  o  ensaio  de  proliferação  de  células  T  CD4+  de  animais  C57BL/6  
normais   com  mDCs  derivadas  de  medula   óssea  de   animais   Lepob/ob   e   selvagens   (WT).  A  
produção  de   citocinas   foi   avaliada  por  multiplex   e  os  dados   representados   como  média  ±  
erro   padrão.   Dado   representativo   de   1   dos   2   experimentos   independentes   realizados.   *  
(p<0.05),  ***(p<0.001).  
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A   produção   de   citocinas   e   da   quimiocina  MCP-‐‑1   no   ensaio   de   proliferação  

foram  analisadas  nos   tempos  de  48  e  96  horas  e,   além  da  menor  proliferação,  uma  

menor  produção  de  citocinas  do  padrão  Th1⎯  IFN-‐‑γ,  IL-‐‑2,  IL-‐‑12  (p40),  IL-‐‑6  e  TNF    ⎯    

e  MCP-‐‑1  foram  observadas  nas  condições  com  mDC  de  animais  Lepob/ob  (Figura  23B).    

Após   esses   achados,   buscamos   confirmar   os   resultados   obtidos   realizando  

ensaios  com  BMDC  de  animais  C57BL/6  deficientes  no  receptor  de  leptina  (Lepdb/db).  

Assim,   derivamos   células   dendríticas   da   medula   óssea   de   animais   Lepdb/db   e   WT,  

ativamos  essas  DC  com  LPS  e  analisamos  tanto  a  expressão  de  MHC-‐‑II  e  moléculas  

co-‐‑estimuladoras  por  essas  mDC  como  a  sua  capacidade  em  induzir  proliferação  em  

linfócitos  T  CD4+  de  animais  WT  C57BL/6.  Primeiramente,  observamos  que  as  DC  de  

animais   Lepdb/db   expressaram  menores   quantidades   de  MHC-‐‑II   e   de  moléculas   co-‐‑

estimuladoras   (CD40,   CD80   e   CD86),   comparativamente   a   DC   WT   (Figura   24A).  

Além   disso,   as   mDC   derivadas   de   animais   Lepdb/db   induziram   uma   menor  

proliferação  de  células  T  CD4+  quando  comparadas  a  mDC  de  animais  WT  (Figura  

24B).   Em   conjunto,   esses   resultados   mostram   que   as   células   dendríticas   são  

diretamente   afetadas   pela   leptina,   sendo   que   a   deficiência   de   leptina   confere   uma  

característica  tolerogênica  a  essas  células.  
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Figura  24.  Avaliação  da  expressão  de  moléculas  de  coestimulação  e  de  MHC  II  em  células  dendríticas  
derivadas  de  medula  óssea.  mDC  derivadas  de  medula  óssea  de  animais  Lepdb/db  (cinza)  e  
normais   (WT)   (preto).   (A)   Gráfico   em   histograma   representando   as   expressões   das  
moléculas  co-‐‑estimuladoras  CD40,  CD80  e  CD86  e  MHC  classe  II,  por  citometria  de  fluxo.  
A   população   de  DC   foi   selecionada   na   região   de   células   CD11c   positivas.   (B)   Ensaio   de  
proliferação  com  mDC  derivadas  da  medula  óssea  de  animais  Lepdb/db  e  normais  (WT).  As  
células  T  CD4+  purificadas  de  animais  C57BL/6  WT  foram  cultivadas  com  mDC  derivadas  
de   medula   óssea   de   animais   Lepdb/db   e  WT,   por   um   período   de   4   dias,   e   a   proliferação  
avaliada  com  Cell  tracer  Violet,  por  citometria  de  fluxo.  Dot  plot  representativo  de  1  animal  
de   cada   grupo   demonstrando   a   proliferação   de   células   T   CD4+.   A   porcentagem   de  
esplenócitos  em  divisão  e  o  índice  de  divisão  foram  calculados  pelo  software  FlowJo.  Dado  
representativo  de  1  dos  2  experimentos  independentes  realizados.  N  =  3  animais/grupo.  *  
(p<0.05).  

  

5.4   BMDC   DE   ANIMAIS   LEPOB/OB   MODULAM   DIFERENCIALMENTE   A  

GERAÇÃO  E  A  EXPANSÃO  DE  CÉLULAS  T  REGULADORAS    

  

Após  a  caracterização  das  DC  derivadas  de  medula  óssea,  investigamos  a  sua  
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geração  de  células  T  reguladoras,  investigamos  se  as  iDC  de  animais  Lepob/ob,  geradas  

na   presença   de   leptina   recombinante,   teriam   essa   atividade   revertida   para   níveis  

semelhantes   aos   observados   com   iDC   WT.   Observamos   que   as   iDC   de   animais  

Lepob/ob,  geradas  na  presença  de  leptina  recombinante  (Lepob/obLep),  induziram  níveis  

semelhantes  de  células  T  reguladoras  àqueles  observados  nos  animais  normais  (WT)  

(Figuras  25A).  Ademais,  observamos  anteriormente  que   iDC  derivadas  na  ausência  

de   leptina   (Lepob/ob)   secretaram      maiores   quantidades   de   TGF-‐‑β   bioativo.   Dessa  

forma,   investigamos   se   o   co-‐‑cultivo   de   células   T   CD4+   naive   com   essas  DC,   sem   a  

adição   exógena   de   TGF-‐‑β,   seria   capaz   de   promover   a   indução   de   células   T  

reguladoras.   Observamos   que   iDC   Lepob/ob   induziram   uma   maior   frequência   de  

células  T  reguladoras  comparativamente  a  iDC  WT  e  Lepob/ob  Lep  (Figura  25B).    

Encontramos   que   DC   derivadas   de   animais   Lepob/ob      na   ausência   de   leptina  

produzem  maiores  concentrações  de  TGF-‐‑β  e  induzem  mais  eficientemente  a  geração  

de  células  T  reguladoras.  É  descrito  que  a  leptina  pode  atuar  diretamente  nas  células  

T  reguladoras  e  que  a  sua  neutralização  induz  proliferação  nas  Tregs.  Dessa  forma,  

avaliamos   se   as   DC   Lepob/ob   seriam   capazes   de   induzir   a   proliferação   de   células   T  

reguladoras  de  forma  antígeno  específica.  Pulsamos  BMDC  de  animais  Lepob/ob  e  WT  

com   o   antígeno  MOG35-‐‑55   e   incubamos   essas   células   com   células   T  CD4+CD62L+   de  

animais   Foxp3gfp,   com   TCR   específico   para   o   antígeno   MOG35-‐‑55      (C57BL/6   2D2  

Foxp3gfp).  Nesse   experimento,   as  DC  derivadas   de   animais   Lepob/ob   induziram  uma  

maior  proliferação  em  células  T  CD4+Foxp3gfp+,  resultado  não  observado  com  DC  de  

animais  WT   (Figura   26).   Esses   dados   indicam   que,   além   da  maior   capacidade   em  

induzir   células   T   reguladoras,   as   BMDC   de   animais   Lepob/ob   também   induzem   a  

expansão  dessas  células  de  forma  antígeno  específica.    Entretanto,  dois  pontos  ainda  

podem  ser  questionados,  o  primeiro  é   se  esse  processo  seria   realmente  dependente  

de   TGF-‐‑β   e   o   segundo   se   DC   teciduais,   como   as   esplênicas,   também   teriam   essa  

capacidade.  
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Figura   25.   Geração   de   células   T   reguladoras   por   iDC   derivadas   de  medula   óssea.   iDC   de   animais  

Lepob/ob  derivadas  na  ausência  de  leptina  (Lepob/ob)  ou  na  presença  de  leptina  recombinante  
(Lepob/obLep)   e   normais   (WT),   ambos   C57BL/6,   foram   cultivadas   com   células   T   naive  
CD4+CD62L+CD44-‐‑Foxp3gfp-‐‑  purificadas,  por  citometria  de  fluxo,  de  camundongos  Foxp3gfp,  
também  C56BL/6,  por  5  dias.  (A)  As  células  foram  cultivadas  na  presença  de  TGF-‐‑β  ou  de  
TGF-‐‑β   e   leptina   recombinante   (rlep).   (B)   Co-‐‑cultivo   das   iDC   com   células   T   naive   sem   a  
adição  de  TGF-‐‑β.  Dado  representativo  de  1  dos  3  experimentos  independentes  realizados.    
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Figura   26.  Avaliação  da   expansão  de   células  T   reguladoras  pelas  BMDC.  As   células  T  CD4+CD62L+  

foram   purificadas   de   animais   C57BL/6   Foxp3gfp   e   co-‐‑cultivadas   com   iDC   derivadas   de  
medula  óssea  de  animais  Lepob/ob  e  WT,  por  um  período  de  5  dias,  e  a  expansão  de  células  
T   CD4+Foxp3gfp+   avaliadas   com   Cell   tracer   Violet,   por   citometria   de   fluxo.   Histograma  
representativo   de   1   animal   de   cada   grupo   demonstrando   a   proliferação   de   células   T  
CD4+Foxp3gfp+.  Dado  representativo  de  1  dos  2  experimentos  independentes  realizados.  N  =  
3  animais/grupo.  

  

Buscando   responder   essas   questões,   purificamos   células   T  CD4+CD62L+,   por  

beads  magnéticas,   co-‐‑cultivamos   essas   células   com  BMDC   e   adicionamos   anticorpo  

neutralizante   anti-‐‑TGF-‐‑β.   Nesse   experimento,   devido   a   separação   das   células   T  

CD4+CD62L+  serem  por  beads  magnéticas,  obtivemos  células  T  naive  contendo  7%  de  

células  T  reguladoras  (CD4+Foxp3gfp+).  Essa  proporção  de  células  T  reguladoras  torna-‐‑

se  importante  para  que  possamos  avaliar  a  expansão  dessas  células.  A  neutralização  

de  TGF-‐‑β  limitou  a  expansão  de  células  T  reguladoras  nas  condições  em  que  foram  

co-‐‑cultivadas   com   BMDC   Lepob/ob,   comparativamente   à   condição   com   BMDC  WT.  

Esse   resultado   indica   que   o   TGF-‐‑β   é   o   mecanismo   pelo   qual   as   BMDC   Lepob/ob  

modulam  a  população  de  células  T  reguladoras  (Figura  27).  
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Figura  27.  Avaliação  da  ação  do  TGF-‐‑β  na  expansão  de  células  T  reguladoras  pelas  BMDC.  As  células  

T   CD4+CD62L+   foram   purificadas   de   animais   C57BL/6   Foxp3gfp   e   co-‐‑cultivadas   com   iDC  
derivadas  de  medula  óssea  de  animais  Lepob/ob   e  WT,  por  um  período  de  5  dias,   em   três  
condições  diferentes:  (i)  apenas  o  co-‐‑cultivo  de  células  T  CD4+CD62L+  com  BMDC,  (ii)  co-‐‑
cultivo   com   anticorpo   neutralizante   anti-‐‑TGF-‐‑β   e   (iii)   co–cultivo   com   TGF-‐‑β.   Dot   plot  
representativo  de  1  animal  de   cada  grupo.  Dado   representativo  de  1  dos  2  experimentos  
independentes  realizados.    

  

Outro   ponto   importante   a   ser   estudado   era   o   comportamento   das   células  

dendríticas   esplênicas   na   indução   de   células   T   reguladoras.   Nesse   experimento,  

purificamos  células  CD11c+  do  baço  de  animais  Lepob/ob  e  WT  e  co-‐‑cultivamos  essas  

células  com  células  T  CD4+CD62L+  de  animais  Foxp3gfp  naive,  sem  a  adição  de  TGF-‐‑β.  

Observamos  que  DC  de  animais  Lepob/ob  induziram  uma  maior  geração/expansão  de  

células   T   reguladoras   comparativamente   a   DC   WT   de   animais   WT   (Figura   28),  

indicando  que  as  DC  já  diferenciadas,  in  vivo,  se  comportam  de  forma  semelhante  ao  

observado  in  vitro.  
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Figura  28.  Avaliação  da  capacidade  de  células  CD11c+  esplênicas  na  geração  de  células  T  reguladoras.  

Células   CD11c   do   baço   de   animais   Lepob/ob   e   WT   foram   purificadas   por   beads   e   co-‐‑
cultivadas   com   células   T  CD4+CD62L+   purificadas   de   animais   C57BL/6   Foxp3gfp,   por   um  
período   de   5   dias,   sem   a   adição   de   TGF-‐‑β.  Dot   plot   representativo   de   1   animal   de   cada  
grupo.  Dado  representativo  dos  1  de  2  experimentos  independentes  realizados.    

  

5.5   BMDC  DE  ANIMAIS  LEPOB/OB  MODULAM  A  PLASTICIDADE  DE  CELULAS  

T  CD4+  

  

O  TGF-‐‑β,  além  da  sua  importância  na  diferenciação  de  células  T  reguladoras,  

juntamente   com   a   IL-‐‑6,   induz   a   diferenciação   de   células   Th17.   Além   disso,  

encontramos   uma   maior   frequência   de   células   T   CD4+   produtoras   de   IL-‐‑17   nos  

animais  Lepob/ob  transplantados.  Com  base  na  dicotomia  existente  entre  a  geração  de  

células  T  reguladoras  e  Th17  e  em  nossos  resultados,  avaliamos  a  indução  de  células  

Th17   por   iDC   derivadas   da  medula   óssea   de   animais   deficientes   em   leptina,   com  

(Lepob/obLep)    ou  sem  (Lepob/ob)    a  adição  de  leptina  recombinante,  e  de  animais  WT.    

Observamos   que   iDC   de   medula   óssea,   geradas   na   ausência   de   leptina  

(Lepob/ob),   induzem   uma   maior   frequência   de   células   T   CD4+   produtoras   de   IL-‐‑17  

comparativamente  a  iDC  Lepob/obLep  e  WT  (Figura  29A).  É  importante  destacar  que,  

nessas  condições,  a  adição  de  leptina  recombinante  ao  ensaio  de  diferenciação  Th17,  

na  condição  com  iDC  Lepob/ob,  reduziu  a  indução  de  células  T  CD4+  produtoras  de  IL-‐‑

17,   indicando   que   a   leptina   atua   tanto   nas   células   T   CD4+   como   diretamente   na  

capacidade  das  DC  em  gerarem  células  com  um  perfil  Th17  (Figura  29A).  Outro  fator  

CD4

Fo
xp
3

7.54

!"#
#

CD4

Fo
xp
3

14.3

$%&'()'(#
#

IL-17

IF
N
g

0.065 0.063

25.774.2
IL-17

IF
N
g

0.098 0.21

32.567.2

!"#
#

$%&'()'(#
#

CD4

Fo
xp
3

7.54

!"#
#

CD4

Fo
xp
3

14.3

$%&'()'(#
#

IL-17

IF
N
g

0.065 0.063

25.774.2
IL-17

IF
N
g

0.098 0.21

32.567.2

!"#
#

$%&'()'(#
#

CD4

Fo
xp
3g
fp

Lepob/obWT



RESULTADOS 

 

89 

importante  observado  foi  que  as  DC  Lepob/ob   induziram  uma  maior  proliferação  nas  

células   T   CD4+   produtoras   de   IL-‐‑17,   sendo   que   a   produção   de   IL-‐‑17   aumentou  

conforme  a  célula  T  proliferava  (Figura  29B).    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  
  
Figura   29.   Geração   de   células   Th17   por   iDC   de   animais   Lepob/ob   derivadas   de   medula   óssea.   iDC  

Lepob/ob   derivadas   na   presença   (Lepob/obLep)   ou   na   ausência   (Lepob/ob)   de   leptina  
recombinante   foram   cultivadas   com   células   T   naive   CD4+CD62L+CD44-‐‑Foxp3gfp-‐‑,  
provenientes  de  animais  Foxp3gfp  ,  em  3  diferentes  condições  (i)  apenas  co-‐‑cultivo,  (ii)  IL-‐‑6  
+  TGF-‐‑β;  (iii)  IL-‐‑6  +  TGF-‐‑β  +  leptina  recombinante.  (A)  Células  T  naive  cultivadas  com  iDC.  
(B)  Células  T  naive  marcadas  com  Cell  tracer  Violet,  cultivadas  com  iDC  na  presença  de  IL-‐‑6  
e  TGF-‐‑β.  Dado  representativo  de  1  dos  2  experimentos  independentes  realizados.  
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Para  nos  assegurar  de  que  estávamos  induzindo  células  Th17  e  não  um  outro  

perfil   de   célula   T,   realizamos   PCR   em   tempo   real   para   os   fatores   de   transcrição  

RORC  (RORγT),  Tbx21  (T-‐‑bet),  GATA-‐‑3  e  Foxp3.     Observamos  que  houve  uma  alta  

expressão  de  RORC  e  baixa  expressão  dos  outros  fatores  de  transcrição  nas  condições  

com  DC  Lepob/ob,   indicando  que  estamos   induzindo  células  com  perfil  Th17   (Figura  

30A).  É  importante  destacar  que  nas  condições  com  maiores  níveis  de  IL-‐‑17,  também  

encontramos  maiores   expressões  de  RORC.  A   indução  de   células  Th17   também   foi  

confirmada  por  ELISA.  Avaliamos  a  concentração  de  IFN-‐‑γ  e  IL17  e  observamos  que  

nas  condições  com  DC  Lepob/ob  houve  uma  elevada  produção  de  IL-‐‑17  e  baixos  níveis  

de   IFN-‐‑γ   (Figura  30B).  Em  contrapartida,  nas  condições  com  DC  Lepob/obLep  e  WT,  

apesar   da   indução   de   células   Th17,   observou-‐‑se   uma   menor   produção   de   IL-‐‑17,  

maior  expressão  de  RORC  e  maior  concentração  de  IFN-‐‑γ.  

  

 
 
Figura 30. Expressão gênica de fatores de transcrição e da produção das citocinas IFN-γ e IL-17 por células 

Th17 polarizadas. Células T naive, purificadas por citometria de fluxo, provenientes de animais 
C57BL/6 Foxp3gfp knock in WT foram co-cultivados com iDC derivadas de animais Lepob/ob e WT, 
ambos C57BL/6, e incubadas por 5 dias, com a adição de: TGF-β e IL-6; TGF-β, IL-6 e leptina ou 
IL-6 e leptina. (A) No quinto dia de polarização, as células T foram isoladas e a expressão gênica de 
RORC, Tbx21, GATA-3 e Foxp3 avaliada por PCR em tempo real. O mRNA foi normalizado com 
GAPDH e a expressão relativa realizada comparativamente à expressão nas células naive não 
polarizadas. (B) A produção das citocinas IL-17 e IFN-γ no sobrenadante dos ensaios de 
diferenciação Th17 foram avaliadas por multiplex. Os dados estão representados como média ± erro 
padrão. Dado representativo de 1 dos 2 experimentos independentes realizados. N = 3 
animais/grupo. * (p<0.05). 
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Observamos   que   DC   derivadas   de   animais   Lepob/ob,   na   ausência   de   leptina,  

resultaram  em  uma  maior  geração  tanto  de  células  T  reguladoras  como  Th17.  Devido  

ao  desenvolvimento   recíproco   entre   essas  duas  populações,  poderíamos  gerar  uma  

subpopulação   de   células   T   reguladoras   produtoras   de   IL-‐‑17,   embora   os   dados   do  

PCR   em   tempo   real   não   apontem   para   essa   possibilidade.   Assim,   realizamos   um  

ensaio  de  diferenciação  Th17  cultivando  BMDC  Lepob/ob     com  células  T  CD4+CD62L+  

de  animais  Foxp3gfp.  Observamos  que  quando  induzimos  uma  polarização  para  Th17  

(IL-‐‑6  +  TGF-‐‑β),  não  se  observa  a  indução  de  células  T  reguladoras,  contrariamente  a  

condição   apenas   com   IL-‐‑6,   onde   não   há   polarização   Th17.   Observamos,   nessa  

condição,   uma   população   de   células   T   CD4+Foxp3gfp+,   indicando   que   o  

desenvolvimento  de  ambos  os  tipos  celulares  não  ocorre  de  forma  conjunta  (Figura  

31).  Também  observamos  que  mDC  de  WT  e  de  Lepob/ob   também  foram  capazes  de  

induzir  células  Th17,  em  níveis  semelhantes  aos  observados  com  iDC  (Figura  32).  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura   31.   Geração   de   células   Th17   por   iDC   de   animais   Lepob/ob   derivadas   de   medula   óssea.   iDCs  
Lepob/ob   derivadas   na   ausência   de   leptina   recombinante   foram   cultivadas   com   células  
TCD4+CD62L+  provenientes  de  animais  Foxp3gfp  em  2  diferentes  condições:  IL-‐‑6  +  TGF-‐‑β  e  
apenas  IL-‐‑6.  Dado  representativo  de  1  dos  2  experimentos  independentes  realizados.  
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Figura   32.  Geração  de   células  Th17  por  mDC  derivadas  de  medula  óssea  de   animais  Lepob/ob   e  WT.  

iDCs   Lepob/ob   e  WT   foram   cultivadas   com   células   T   naive,   purificadas   por   citometria   de  
fluxo   a   partir   de   animais   Foxp3gfp.   A   essa   co-‐‑cultura   foram   adicionados   IL-‐‑6   e   TGF.   A  
indução  de   células  T  CD4+  produtoras  de   IL-‐‑17   foram  analisadas  por   citometria  de   fluxo  
apos   5   dias   de   cultivo.   Dado   representativo   de   1   dos   2   experimentos   independentes  
realizados.  

  

Curiosamente,   ao   analisarmos   a   expressão   dos   fatores   de   transcrição   de  

celulas  T  CD4+  (RORC,  Foxp3,  Tbx-‐‑21  e  GATA-‐‑3)  por  células  dendríticas  e  naive  co-‐‑

cultivadas,   mas   não   polarizadas   pela   adição   de   citocinas,   observamos   que   nas  

condições   com  DC  Lepob/ob   houve   uma  maior   expressão   do   fator   de   transcrição   da  

GATA-‐‑3,   e   uma   reduzida   expressão   de   Tbx21   (Figura   30A).   Esse   resultado,   em  

conjunto   com  a  mudança  para  um  perfil  Th2  nos   animais  Lepob/ob   transplantados   e  

pela  menor  produção  de  IL-‐‑12  pelas  BMDC  Lepob/ob  sugerem  que  BMDC  derivadas  na  

ausência  de   leptina  são  mais  propensas  a   induzir  uma  polarização  Th2  ao   invés  de  

Th1.   Assim,   co-‐‑cultivamos   BMDC   com   células   T   CD4+   naive   de   animais   Foxp3gfp,  

purificadas  por  citometria  de   fluxo,  em  conjunto  com  as  citocinas   IL-‐‑12  e   IL-‐‑2  para  

uma   polarização   Th1   ou   com   IL-‐‑4   para   uma   polarização   Th2.   Observamos   que   as  

iDC   Lepob/ob   não   foram   capazes   de   induzir   células   T   CD4+   produtoras   de   IFN-‐‑γ  

enquanto  que  as  BMDC  Lepob/obLep  (derivadas  na  presença  de  leptina  recombinante)  

ou   BMDC   WT   induziram   células   T   CD4+   produtoras   de   IFN-‐‑γ   (Figura   33A).  

Entretanto,   ao   adicionarmos   leptina   recombinante   ao   ensaio   de   diferenciação   com  

iDC  Lepob/ob,  observamos  que,  nesse  contexto,  houve  uma  elevada  indução  de  células  

T  CD4+  produtoras  de  IFN-‐‑γ,  sugerindo  que  a  leptina  atua  diretamente  nas  células  T  
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CD4+,  modulando  sua  polarização  para  um  perfil  Th1   (Figura  33B).  Além  disso,  ao  

induzirmos  uma  polarização  para  um  perfil  Th2,  observamos  que  as  BMDC  Lepob/ob  

foram  mais   eficientes      em   induzir   células   T   produtoras   de   IL-‐‑4   em   comparação   às    

BMDC  Lepob/obLep  (Figura  33C).  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura  33.  Geração  de  células  Th1  e  Th2  por  iDCs  de  animais  Lepob/ob  e  WT  derivadas  de  medula  óssea.  
(A)   iDC   Lepob/ob   derivadas   na   presença   (Lepob/obLep)   ou   na   ausência   de   leptina   (Lepob/ob)  
recombinante   e   WT   foram   cultivadas   com   células   T   naive   CD4+CD62L+CD44-‐‑Foxp3gfp-‐‑,  
provenientes   de   animais   Foxp3gfp,   em   3   diferentes   condições   para   polarização   Th1   (1)  
apenas  co-‐‑cultivo;  (2)  IL-‐‑2  +  IL-‐‑12;  (3)  (B)  IL-‐‑2  +  IL-‐‑12  +  leptina  recombinante  (rlep).  Dado  
representativo   de   1   dos   2   experimentos   independentes   realizados.   (C)   iDC   Lepob/ob  
derivadas   na   presença   (Lepob/obLep)   ou   na   ausência   de   leptina   (Lepob/ob)   recombinante  
foram  cultivadas  com  células  T  naive  CD4+CD62L+CD44-‐‑Foxp3gfp-‐‑,  provenientes  de  animais  
Foxp3gfp,   em   2   diferentes   condições   para   polarização   Th2   (1)   apenas   co-‐‑cultivo,   (2)   IL-‐‑4.  
Dado  representativo  de  1  dos  2  experimentos  independentes  realizados.  

    

5.6   CÉLULAS  DENDRÍTICAS  DERIVADAS  DE  MEDULA  ÓSSEA  DE  ANIMAIS  

DEFICIENES   EM   LEPTINA   MODULAM   A   GERAÇÃO   DE   CÉLULAS   T  

REGULADORAS  E  TH17  
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   Nossos   resultados   indicam   que   a   leptina   interfere   no   desenvolvimento   de  

células  T  reguladoras  e  Th17.  Para  confirmarmos,  de  fato,  esses  achados,  realizamos  

experimentos   de   diferenciação   para   células   T   reguladoras   e   Th17   com   células  

dendríticas   derivadas   da  medula   óssea   de   animais   da   linhagem  BALBc  deficientes  

para   o   receptor   de   leptina   (Lepdb/db)   comparativamente   aos   animais   WT,   também  

BALBc.  BMDC  Lepdb/db      e  WT  foram  co-‐‑cultivadas  com  células  T  CD4+CD62L+CD44-‐‑

Foxp3gfp-‐‑   naive   provenientes   de   animais   BALBc   Foxp3gfp,   na   presença   de   citocinas  

polarizadoras  para  células  T  reguladoras  (TGF-‐‑β)  ou  para  células  Th17  (IL-‐‑6  e  TGF-‐‑

β).  Observamos  que  DC  Lepdb/db  induziram  tanto  uma  maior  diferenciação  de  células  

T  reguladoras  (Figura  34A)  quanto  de  células  T  CD4+IL-‐‑17+  (Figura  34B).  Ademais,  é  

importante  destacar  que  nesse  ensaio,  uma  maior  freqüência  de  células  T  CD4+IFN-‐‑γ+  

foram  observadas  na   condição   com  DC  WT,   corroborando  nossos  dados  anteriores  

em  que  a  leptina  é  importante  na  indução  de  IFN-‐‑γ  por  células  T  CD4+.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
Figura   34.   Geração   de   células   T   reguladoras   e   Th17   por   iDC   derivadas   de  medula   óssea.   iDC   de  

animais   Lepdb/db   e   WT,   ambos   BALBc,   foram   cultivadas   com   células   T   naive  
CD4+CD62L+CD44-‐‑Foxp3gfp-‐‑   purificadas,   por   citometria   de   fluxo,   de   camundongos  
Foxp3gfp,  também  BALBc,  por  5  dias.  (A)  As  células  foram  cultivadas  na  presença  de  TGF-‐‑
β  para  indução  de  células  T  reguladoras.  (B)  As  células  foram  cultivadas  na  presença  de  
IL-‐‑6  e  TGF-‐‑β  para  indução  de  células  Th17.  Dado  representativo  de  1  dos  2  experimentos  
independentes  realizados.  
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5.7   A  LEPTINA,  IN  VIVO,  MODULA  CÉLULAS  T  CD4  PRODUTORAS  DE  IL-‐‑17,    

CÉLULAS  T  REGULADORAS  E  AUMENTA  A  DTH  

  

Após  os  resultados  in  vitro,  investigamos  se  essas  diferenças  poderiam  resultar  

em  alterações  in  vivo.  Analisamos  a  população  de  células  T  reguladoras  e  de  células  T  

CD4+CD44+  produtoras  de  IL-‐‑17  presentes,  ex  vivo,  nos  linfonodos  de  animais  Lepob/ob  

comparativamente   a   animais  WT.  Analisamos   a   expressão   intracelular   do   fator   de  

transcrição   Foxp3   em   células   T   CD4+   expressando   a   cadeia   α   do   receptor   de   IL-‐‑2  

(CD25)   e   o   receptor   de   folato   4   (FR4)   (Figuras   35A   e   35C).   Observamos   que   os  

animais   deficientes   em   leptina   possuem  uma  maior   frequência,   nos   linfonodos,   de  

células  T  CD4+FR4+CD25+Foxp3+  quando  comparados  aos  animais  WT  (Figura  33A),  

corroborando   nossos   dados   anteriores   em   que   observamos   uma  maior   indução   de  

células  T  reguladoras  por   iDC  derivadas  de  animais  Lepob/ob.  Ademais,  a  análise  de  

células   T   CD4+CD44+   produtoras   de   IL-‐‑17,   no   linfonodo  mesentérico,  mostrou   que  

animais  Lepob/ob   possuem  uma  maior   frequência  dessas   células   em   comparação   aos  

animais  WT  (Figura  35B  e  35C).  

Nossos   resultados,   in   vitro,   mostram   que   na   ausência   de   leptina,   as   células  

dendríticas  de  animais  Lepob/ob  promovem  uma  maior  geração  de  células  Th17  e  uma  

maior  geração  e  expansão  de  células  T  reguladoras.  Além  disso,  encontramos,  ex  vivo,  

que  animais  Lepob/ob  apresentam  frequências  aumentadas  de  células  T  reguladoras  e  

de  células  T  CD4+  de  memória  produtoras  de  IL-‐‑17.  Dessa  forma,  buscamos  avaliar  

se,  in  vivo,  a  leptina  poderia  inibir  ambas  as  populações  celulares  em  um  animal  WT.  

Com  essa  finalidade,  imunizamos  animais  Foxp3gfp  com  o  antígeno  MOG35-‐‑55  e  CFA.  

Em  um  dos   grupos   adicionamos   a   essa   emulsão   100  µg  de   leptina   recombinante   e  

analisamos  o  linfonodo  drenante  7  dias  após  a  imunização.  Investigamos  a  produção  

das  citocinas  IL-‐‑17  e  IFN-‐‑γ  por  células  T  CD4+  assim  como  a  frequência  de  células  T  

reguladoras  e  de  células  CD11c+  (Figura  36).  Observamos  que  os  animais  imunizados  

com  MOG35-‐‑55   juntamente   com   leptina   tiveram  uma  menor   frequência   de   células   T  
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CD4+  produtoras  de  IL-‐‑17  e  de  células  T  CD4+  que  expressavam  Foxp3  (Figura  36A-‐‑B  

e   36D).   Nesses   animais,   uma   maior   frequência   de   células   CD11c+   também   foi  

encontrada  no  linfonodo  drenante  (Figura  36C  e  36D).  Não  encontramos  diferenças  

na  produção  de  IFN-‐‑γ,  embora  a  relação  entre  células  T  CD4+  produtoras  de  IFN-‐‑γ  e  

de  IL-‐‑17  tenha  sido  modificada.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  35.  Análise  da  expressão  de  Foxp3  em  células  T  CD4+FR-‐‑4+CD25+  e  da  frequência  de  células  T  

CD4+   de  memória   produtoras   de   IL-‐‑17.   (A)  Dot   plot   representativo  de   células   obtidas  de  
linfonodos   de   animais   deficientes   em   leptina   (Lepob/ob)   e   animais  WT.  Delimitou-‐‑se   uma  
região  de  células  T  CD4+FR-‐‑4+  e,  dentro  dessa  região,  analisou-‐‑se  a  porcentagem  de  células  
T  CD25+Foxp3+.   (B)  Dot  plot   representativo  de  células  obtidas  de   linfonodos  mesentéricos  
de   animais   deficientes   em   leptina   (Lepob/ob)   e   animais   WT.   Delimitou-‐‑se   uma   região   de  
células   T   CD4+CD44+   e,   dentro   dessa   região,   analisou-‐‑se   a   porcentagem   de   células   T  
CD4+IL-‐‑17+.   (C)   Gráfico   em   barra   da   porcentagem   de   células   T   CD4+FR4+CD25+Foxp3+   e  
CD4+CD44+IL-‐‑17+.     Resultado   representativo  de  1  dos  2   experimentos   realizados   com  um  
número   de   3   animais   por   grupo.   Resultado   demonstrado   como  média   ±   erro   padrão.   *  
(p<0.05).  
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Figura   36.   A   leptina   modula,   in   vivo,   a   frequência   de   células   CD4+IL-‐‑17+,   CD11c+   e   T   reguladoras.  

Animais  C57BL/6  Foxp3gfp  foram  imunizados  com  MOG35-‐‑55  e  CFA.  Um  grupo  de  5  animais  
foi  imunizado  com  MOG,  CFA  e  100  µg  de  leptina  e  outro  grupo  apenas  com  MOG  e  CFA.    
O   linfonodo   drenante   dos   animais   foi   analisado   7   dias   após   a   imunização.   (A)  Dot   plot  
representativo  de  1  animal  mostrando  a  frequência  de  células  T  CD4+  IL-‐‑17+  e  CD4+  IFN-‐‑γ+.  
(B)  Dot  plot  representativo  de  1  animal  mostrando  a  freqüência  de  células  TCD4+  Foxp3gfp+.  
(C)  Dot   plot   representativo   de   1   animal   mostrando   a   freqüência   de   células   CD11c+.   (D)  
Gráfico   em   barra   da   frequência   de   células   T   CD4+   IL-‐‑17+,   CD4+Foxp3gfp+,   CD4+   IFN-‐‑γ+   e  
CD11c+,   no   linfonodo   drenante,   7   dias   após   a   imunização.   Dados   representados   como  
media  ±  erro  padrão.  N=5  animais/grupo.  *  (p<0.05).  

  

Para  assegurarmos  que  esses   resultados  são  devido  a  uma  resposta  antígeno  

específica,   realizamos   o  mesmo   protocolo   de   imunização   em   animais   transgênicos  

Foxp3gfp  com  o  TCR  especifico  para  o  antígeno  MOG35-‐‑55.  No  7o  dia  após  a  imunização  

retiramos   os   linfonodos   drenantes,   isolamos   as   células   mononucleares   e   as  

cultivamos   por   um   período   de   3   dias   na   presença   do   antígeno   MOG35-‐‑55,   para  

avaliação   de   uma   resposta   antígeno   específica.   No   terceiro   dia,   adicionamos  

brefeldina   e   incubamos   a   cultura   celular   por   um   período   de   5   horas   e,  

posteriormente,  analisamos  a  produção  intracelular  das  citocinas  IL-‐‑17  e  IFN-‐‑γ  pelas  

células   T   CD4+,   assim   como   a   frequência   de   células   T   reguladoras.   Observamos,  
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agora   de   forma   antígeno   específica,   que   os   animais   que   foram   imunizados   com  

MOG35-‐‑55   e   leptina   recombinante   apresentaram   uma   menor   frequência   tanto   de  

células  T  reguladoras  como  de  células  T  CD4+IL-‐‑17+  (Figura  37A  e  37B).  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura   37.   A   leptina  modula,   in   vivo,   a   frequência   de   células   CD4+IL-‐‑17+   e   T   reguladoras   de   forma  

antígeno  específica.  Animais  C57BL/6  Foxp3gfp  2D2  foram  imunizados  com  MOG35-‐‑55  e  CFA.  
Um  grupo  de  5  animais  foi  imunizado  com  MOG,  CFA  e  100  µg  de  leptina  e  outro  grupo  
apenas   com   MOG   e   CFA.      O   linfonodo   drenante   dos   animais   retirado   7   dias   após   a  
imunização  e  as  células  mononucleares  foram  cultivadas  in  vitro  por  um  período  de  3  dias  
na   presença   de   MOG.   No   terceiro   dia,   adicionou-‐‑se   brefeldina   aos   poços   e   após   um  
período  de   incubação  de  5  horas  avaliou-‐‑se  a   freqüência  de  células  T  CD4  produtoras  de  
IL-‐‑17  e  IFN-‐‑γ,  assim  como  a  freqüência  de  células  T  reguladoras.  (A)  Dot  plot  representativo  
de   1   animal/grupo   mostrando   a   frequência   de   células   T   CD4+   IL-‐‑17+,   CD4+   IFN-‐‑γ+   e  
CD4+Foxp3gfp+   (B)  Gráfico  em  barra  da  frequência  de  células  T  CD4+   IL-‐‑17+,  CD4+   IFN-‐‑γ+  e  
CD4+Foxp3gfp+,  no  linfonodo  drenante,  7  dias  após  a  imunização.  Dados  apresentados  como  
média  ±  erro  padrão.  N=5  animais/grupo.  *  (p<0.05).  

  

Somando-‐‑se  a  esses  achados,  imunizamos  da  mesma  forma  um  novo  grupo  de  

animais   e,   7   dias   após   a   imunização,   desafiamos   esses   animais,   na   pata   posterior,  

com  o  antígeno  MOG35-‐‑55  e  avaliamos  o  seu  inchaço  relativamente  a  pata  contralateral  

controle,   em  diferentes   tempos   (Figura  38).  Observamos  que  os  animais  que   foram  

imunizados   conjuntamente   com   leptina   tiveram   um   maior   inchaço   da   pata   em  

comparação  ao  grupo  que  recebeu  apenas  MOG35-‐‑55  (Figura  38).  
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Figura   38.   Reação   de   hipersensibilidade   do   tipo   tardio,   DTH.   Animais   C57BL/6   foram   imunizados  
com  CFA  e  MOG35-‐‑55  e  separados  em  dois  grupos.  Um  recebeu  juntamente  com  a  emulsão  
100  µg  de   leptina   e  o  outro  grupo  apenas  CFA  e  o  antígeno  MOG35-‐‑55.  Os  animais   foram  
desafiados   7   dias   após   a   imunização,   em   uma   das   patas   posteriores,   com   o   antígeno  
MOG35-‐‑55      e   o   inchaço   avaliado   relativamente   a  pata   contralateral   controle,   em  diferentes  
tempos.   Resultado   representativo   de   1   experimento   com   5   animais   por   grupo.   Dado  
mostrado  como  média  ±  erro  padrão.  *  (p<0,05).  

  

Os  animais   foram  imunizados  usando-‐‑se  o  antígeno  MOG35-‐‑55  com  o  objetivo  

de,  posteriormente,  induzirmos  EAE.  Dessa  forma,  imunizamos  animais  com  MOG35-‐‑

55   e   CFA   para   indução   de   EAE   e   avaliamos   a   gravidade   da   doença   nos   animais  

Lepob/ob   comparativamente   aos   animais   WT.   Os   animais   deficientes   em   leptina  

mostraram-‐‑se   resistentes   a   indução   de   EAE,   enquanto   que   todos   os   animais   WT  

desenvolveram  a  doença  com  maior  severidade  (Figura  39).    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura  39.   Indução  de  EAE  em  animais  WT  e  deficientes  em   leptina.  Os  animais   foram   imunizados  
com  MOG  e  CFA,   juntamente   com  a   toxina  pertusis   e   os   sinais  do  desenvolvimento  da  
EAE  acompanhados  por  um  período  de  28  dias.  Dado  representativo  de  1  experimento  
com  5  animais  por  grupo.  *(p<0,05).  
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5.8   CÉLULAS   DENDRÍTICAS   DERIVADAS   DE   MEDULA   ÓSSEA   NA  

AUSÊNCIA   DE   LEPTINA   APRESENTAM   UMA   ATIVAÇÃO  

DIFERENCIADA  DE  mTOR  E  SÃO  RESISTENTES  AO  TRATAMENTO  COM  

RAPAMICINA  

  

Devido  às  alterações  observadas  nas  células  dendríticas  derivadas  na  ausência  

de   leptina,   iniciamos   a   investigação   dos   mecanismos   moleculares   possivelmente  

envolvidos   nessas  modificações.   Dentre   as   vias   de   sinalização   desencadeadas   pela  

leptina,   primeiramente   investigamos   se   as   vias   de   sinalização   STAT-‐‑3   e   a   Akt  

estariam  envolvidas  nas  diferenças  fenotípicas  e  funcionais  observadas.    

Derivamos   células   dendríticas   de   medula   óssea   de   animais   WT   e   tratamos  

essas   células   com   inibidores   para   as   moléculas   STAT3   e   Akt.   Observamos   que   a  

inibição  dessas  vias  modulou  a  expressão  de  moléculas  co-‐‑estimuladoras  e  de  MHC-‐‑

II   (Figura   40).   Entretanto,   quando   utilizamos   essas  DCs   para   indução   de   células   T  

reguladoras  a  partir  de  células  T  CD4+CD62L+,  purificadas  por  beads  magnéticas,  não  

houve  mudança  na  geração/expansão  de  células  T  CD4+Foxp3gfp+,  comparativamente  

às   BMDC   de   animais   WT   não   tratadas   e   que   também   apresentaram   uma   menor  

capacidade  de  gerar  células  T  CD4+Foxp3gfp+  quando  comparadas  às  BMDC  Lepob/ob  

(Figura  41).  
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Figura   40.   Avaliação   das   vias   de   sinalização   STAT3   e   Akt   na   modulação   do   fenótipo   de   células  

dendríticas  derivadas  da  medula  óssea  de  animais  WT.  (A)  iDC  derivadas  de  medula  óssea  
no  dia  7  foram  tratadas  com  inibidores  de  STAT3  e  Akt  e  avaliadas  quanto  às  expressões  
de  moléculas  co-‐‑estimuladoras  CD40,  CD80  e  CD86  e  de  MHC-‐‑II,  por  citometria  de  fluxo,  
dentro   da   região   de   células   CD11c+.   Como   controle   usou-‐‑se   BMDC   de   animais   Lepob/ob  
derivadas  com  (Lepob/obLep)  e  sem  (Lepob/ob)  a  presença  de  leptina  recombinante.  (B)  mDC  
derivadas   de   medula   óssea   do   dia   9,   tratadas   com   inibidores   de   STAT3   e   Akt   foram  
avaliadas  quanto  às   expressões  de  moléculas   co-‐‑estimuladoras  CD40,  CD80  e  CD86  e  de  
MHC-‐‑II,  por  citometria  de  fluxo,  dentro  da  região  de  células  CD11c+.  Como  controle  usou-‐‑
se   BMDC   de   animais   Lepob/ob   derivadas   com   (Lepob/obLep)   e   sem   (Lepob/ob)   leptina  
recombinante.  MFI  (mediana  de  intensidade  de  fluorescência,  do  inglês  median  fluorescence  
intensity).  Dado  representativo  de  1  dos  2  experimentos  independentes  realizados.    
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Figura   41.   Geração   de   células   T   reguladoras   por   iDC   derivadas   de   medula   óssea   tratadas   com  

inibidores  de  STAT3  e  Akt.  iDC  de  animais  WT  foram  tratadas  com  inibidores  de  STAT3  e  
Akt.  Como  controle  usou-‐‑se  BMDC  de  animais  Lepob/ob  derivadas  na   ausência  de   leptina  
(Lepob/ob)   ou   na   presença   de   leptina   recombinante   (Lepob/ob   Lep).   Essas   iDC   foram   co-‐‑
cultivadas  com  células  T  CD4+CD62L+    purificadas  por  beads  magnéticas  de  camundongos  
Foxp3gfp  e  cultivadas  por  5  dias.  As  células  foram  co-‐‑cultivadas  sem  o  acréscimo  de  TGF-‐‑β  
(controle)   e   com   TGF-‐‑β.   Dado   representativo   de   1   dos   2   experimentos   independentes  
realizados.    
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É   descrito   que   a   leptina   pode   ativar   a   via   do  mTOR  modulando   a   resposta  

proliferativa   em  células  T  CD4+   e  de  outros   leucócitos   (Maya-‐‑Monteiro  et   al.,   2008;  

Maya-‐‑Monteiro  e  Bozza,  2008;  Procaccini  et  al.,  2010).  Ademais,  o  mTOR  é  descrito  

nas   células   T   como  um   fator   essencial   na   polarização  de   células   T   (Delgoffe   et   al.,  

2011).  Dessa  forma,  avaliamos  se  há  uma  diferença  na  sinalização  da  via  mTOR  nas  

células  dendríticas  derivadas  de  medula  óssea  de  animais  Lepob/ob   e  WT.  Extraímos  

mRNA   de   iDCs   derivadas   da   medula   óssea   de   animais   Lepob/ob   na   presença   e  

ausência  de  leptina  recombinante  assim  como  de  animais  WT  e  realizamos  um  PCR  

em  tempo  real  array  com  genes  relacionados  com  a  via  mTOR.  Observamos  que  iDC  

Lepob/ob   apresentaram  um  perfil  gênico  diferente  do  observado  por   iDC  WT  (Figura  

42A).  Além  disso,   esse  perfil   diferenciado  pode   ser  parcialmente   revertido  quando  

essas   células   dendríticas   foram   derivadas   na   presença   de   leptina   recombinante  

(Figura   42B).   Ao   analisarmos   essas   diferenças,   observamos   que   as   alterações  

abrangeram  genes  regulados  tanto  positivamente  como  negativamente  de  ambos  os  

complexos   de   mTOR,   mTOR1   e   mTOR2   (Figura   43).   Em   conjunto,   esses   dados  

indicam  que  na  população  de  iDC  derivadas  de  medula  óssea  há  uma  modulação  na  

via  do  mTOR  na  ausência  de  leptina.    
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Figura   42.   Avaliação   da   expressão   genes   relacionados   com   a   via   de   sinalização   mTOR   em   células  

dendríticas   imaturas   derivadas   de   medula   óssea.   No   sétimo   dia   de   cultura,   o   mRNA   foi  
extraído  de  iDC  derivadas  de  medula  óssea  e  o  cDNA  obtido.  O  cDNA  foi  utilizado  em  um  
PCR  em  tempo  real  array.      (A)  Scatter  plot  dos  genes  expressos  por   iDC  de  animais  Lepob/ob  
relativamente  a  iDC  de  animais  WT.  (B)  Scatter  plot  dos  genes  expressos  por  iDC  de  animais  
Lepob/ob   derivadas   com   leptina   recombinante   (Lepob/obLep)   relativamente   a   iDC  de   animais  
WT.   Vermelho   -‐‑   genes   regulados   positivamente.   Verde   –   genes   regulados   negativamente.  
Pontos  pretos  –  genes  não  modulados.    
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Figura   43.   Avaliação,   por   agrupamento,   da   expressão   genes   relacionados   com   a   via   de   sinalização  

mTOR  em  células  dendríticas  imaturas  derivadas  de  medula  óssea.  No  7o  dia  de  cultura,  o  
mRNA   foi   extraído   de   iDC   derivadas   de   medula   óssea   e   o   cDNA   obtido.   O   cDNA   foi  
utilizado  em  um  PCR  em  tempo  real  array.     Os  genes  foram  agrupados  de  acordo  com  seu  
papel  na  via  de  mTOR.  Genes  regulados  positivamente  ou  ativados  pelo  complexo  mTOR1  
foram   agrupados   como:   mTOR1   –   Ativação   (Azul);   genes   regulados   positivamente   ou  
ativados  pelo  complexo  mTOR2  foram  agrupados  como:  mTOR2  –  Ativação  (verde);  genes  
regulados   negativamente   ou   inibidos   pelo   complexo   mTOR1   foram   agrupados   como:  
mTOR1   –   Inibição   (vermelho);   genes   regulados   negativamente   ou   inibidos   pelo   complexo  
mTOR2   foram   agrupados   como:   mTOR2   –   Inibição   (laranja);   genes   não   modulados   são  
mostrados   em   cinza.      (A)  Agrupamento   dos   genes   expressos   por   iDC   de   animais   Lepob/ob  
relativamente   a   iDC   de   animais   WT.   (B)   Agrupamento   dos   genes   expressos   por   iDC   de  
animais   Lepob/ob   derivadas   com   leptina   recombinante   (Lepob/obLep)   relativamente   a   iDC  de  
animais  WT.    
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Para  aprofundarmos  esses  achados,  avaliamos  a  ativação  de  mTOR  nas  células  

dendríticas  derivadas  de  medula  óssea  por  western  blot.  Utilizamos  duas  proteínas,  a  

pS6  e  a  4EB-‐‑P1,  para  mensurar  a  ativação  de  mTOR.  A  pS6  é  fosforilada  pela  ativação  

de   mTOR   e   a   proteína   4EB-‐‑P1,   quando   fosforilada   pela   ativação   de   mTOR,   é  

direcionada   para   a   degradação   (Delgoffe   et   al.,   2009).   Observamos   que   BMDC  

derivadas   na   ausência   de   leptina   possuem   uma   maior   ativação   de   mTOR,  

visualizada  por  uma  maior   fosforilação  de  pS6   e  uma   redução  nos  níveis   totais  de  

4EB-‐‑P1,   comparativamente   à   BMDC   WT   (Figura   44).   A   adição   de   leptina  

recombinante  durante  o  processo  de  geração  de  DC  aumentou  os  níveis  de  4EB-‐‑P1  e  

reduziu   a   fosforilação   de   pS6.   Assim,   células   derivadas   na   ausência   de   leptina  

possuem  uma  maior  atividade  da  via  mTOR.    

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
Figura  44.  Avaliação  da  via  de  sinalização  mTOR  em  iDC,  derivadas  de  medula  óssea.  No  7o  dia  de  

cultura,   proteínas   totais   foram   extraídas   de   iDC   derivadas   de  medula   óssea   de   animais  
deficientes  em  leptina  sem  (Lepob/ob)  e  com  leptina  recombinante  (Lepob/obLep),  assim  como  
de   animais   WT.   Foram   avaliadas   as   proteínas   pS6   e   4EB-‐‑P1,   usando-‐‑se   como   controle  
endógeno  a  β-‐‑actina.    

  

A  produção  de  IL-‐‑12  em  células  dendríticas  é  regulada  pelo  grau  de  ativação  

da  via  mTOR.  A  ativação  da  via  mTOR  em  células  dendríticas   inibe  a  produção  de  

IL-‐‑12,  sendo  que  o  tratamento  com  rapamicina  aumenta  a  produção  de  IL-‐‑12  por  DC  

(Ohtani   et   al.,   2008).   Portanto,   derivamos   células   dendríticas   da   medula   óssea   de  

animais  Lepob/ob   e  WT.  No  7o  dia,   as  DC   foram  maturadas   com  LPS  e   tratadas   com  

rapamicina.  Ao  fim  de  48  horas,  a  produção  intracelular  de  IL-‐‑12  por  células  CD11c+  
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foi  avaliada.  Observamos  que  nas  BMDC  WT  o  tratamento  com  rapamicina  foi  capaz  

de   aumentar   a   frequência   de   células   CD11c   produtoras   de   IL-‐‑12,   entretanto,   o  

tratamento  de  BMDC  Lepob/ob  com  rapamicina  não  foi  capaz  de  aumentar  a  frequência  

de  células  CD11c  produtoras  de  IL-‐‑12  (Figura  45).  Esse  dado  sugere  que  essas  células  

são   resistentes   a   modulação   positiva   da   IL-‐‑12   mediado   pelo   tratamento   com   a    

rapamicina.    

  

  

  

  
  
  
Figura  45.  Produção  intracelular  de  IL-‐‑12  por  células  dendríticas  derivadas  de  medula  óssea  tratadas  

com  Rapamicina.   Derivou-‐‑se  DC   de   animais   Lepob/ob   e  WT.  No   dia   7   de   cultura,   as   iDC  
foram  ativadas  com  LPS  com  ou  sem  a  adição  de  rapamicina  e  cultivadas  por  48  horas.  No  
dia   9,   as   células   foram   tratadas   com   ionomicina,   PMA   e   brefeldina   e   a   produção  
intrecelular  de  IL-‐‑12(p40)  avaliada  em  células  CD11c+MHC-‐‑II+.    

  

Finalmente,   devido   à   ação   da   leptina   em   células   T   CD4+   e   em   dendríticas  

decidimos  tratar  animais  Lepob/ob  e  WT  transplantados  com  rapamicina  diariamente,  

para   analisar   como   a   sobrevida   do   enxerto   de   pele   se   comporta   com   o   uso   desse  

imunossupressor.   Observamos   que   a   leptina   pouco   aumentou   a   sobrevida   do  

transplante   de   pele   em   animais   WT.   Contudo,   ao   tratarmos   animais   enxertados  

Lepob/ob  com  rapamicina  observamos  que  eles  apresentaram  uma  maior  sobrevida  da  

pele  enxertada   (Figura  46).  Desse  modo,  destacamos  que,  na  ausência  de   leptina,  o  

tratamento  com  rapamicina  acarreta  em  uma  longa  sobrevida  do  enxerto  de  pele.  
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Figura   46.   Sobrevida   do   enxerto   de   pele   em   animais   tratados   com   rapamicina.   A   pele   de  
camundongos   CBA   foram   transplantadas   em   ambos   os   camundongos   WT   e   Lepob/ob,  
tratados   ou  não   com   rapamicina,   diariamente,   e   os   enxertos   avaliados  diariamente  por  
sinais  de  rejeição.  Foi  considerado  como  perda  do  enxerto  quando  apenas  10%  do  enxerto  
permaneceu  no  animal.  (A)  Transplante  de  pele  de  animais  CBA  em  animais  WT  tratados  
ou   não   tratados   com   rapamicina.   (B)   Transplante   de   pele   de   animais  CBA   em   animais  
Lepob/ob   tratados   ou   não   tratados   com   rapamicina.   N   =   5   animais/grupo.   *   (p<0.05),   **  
(p<0.01).  RAPA:  grupo  de  animais  tratados  diariamente  com  rapamicina.  
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6   DISCUSSÃO  
  

Nossos   resultados   indicam   que   a   leptina   modula   de   diferentes   formas   a  

resposta   imune.      No   transplante   de   pele,   a   ausência   de   leptina   resultou   em   um  

aumento  na   sobrevida  do   enxerto,   com  maior   frequência  de   células  T   reguladoras,  

uma  mudança  no  balanço  entre  células  Th1  e  Th2,  uma  maior  frequência  de  células  T  

CD4+  IL17+  e  uma  menor  resposta  proliferativa  dos  leucócitos  alogênicos.  Além  disso,  

os   experimentos   com   células   T   CD4+   de   animais   deficientes   na   sinalização   pelo  

receptor  de   leptina  transferidas  para  animais  Rag-‐‑/-‐‑  e  posteriormente  submetidos  ao  

transplante,  mostraram  que  a  ausência  de  sinalização  via  leptina  contribui  para  uma  

maior  sobrevida  do  enxerto  de  pele.  Observamos  ainda  que  não  somente  as  células  T  

CD4+,  mas   também   as   DC,   influenciam   a   sobrevida   do   enxerto   de   pele.   A   leptina  

modula   a   geração   de   DC   e,   consequentemente,   a   sua   capacidade   em   apresentar  

antígenos   e   ativar   células   T   CD4+.   A   deficiência   em   leptina   promove   uma  

modificação   funcional   tanto   nas   iDC   como   nas   mDC,   resultando   em   uma   maior  

geração  de  células  T  reguladoras  e  uma  menor  indução  de  proliferação  de  células  T  

CD4+.  Porém,   essa  deficiência   também  se   associou  a  uma  maior  geração  de   células  

Th17,  em  condições  favoráveis  para  sua  diferenciação  e  manutenção.  

Diversos  foram  os  avanços  do  conhecimento  da  imunobiologia  da  reposta  ao  

alotransplante,   tanto   na   rejeição   quanto   na   tolerância.   Contudo,   ainda   não   é   bem  

compreendido   como   fatores   derivados   do   tecido   adiposo   e   a   obesidade   podem  

influenciar  a  resposta  aloimune.  Observamos  que  os  animais  deficientes  em  leptina  

possuem   uma   maior   sobrevida   do   enxerto   de   pele,   caracterizada   por   um   menor  

infiltrado   inflamatório,   manutenção   da   arquitetura   da   derme   e   epiderme   e  menor  

porcentagem  de   fibrose.   É   importante   destacar   que   a   obesidade   é   considerada   um  

fator  de  risco  para  a  rejeição  crônica  em  indivíduos   transplantados   (Bumgardner  et  

al.,   1995;   Chang,   Coates   e   Mcdonald,   2007;   Papalia   et   al.,   2010).   Observamos,  

também,   que   animais   obesos,   mas   deficientes   em   leptina,   apresentam   uma   maior  
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sobrevida  do   enxerto  de  pele,   indicando  que   a   obesidade  per   se   não   é  um   fator  de  

risco  para  a  rejeição,  mas  sim  a  hiperleptinemia  que  a  acompanha.  Nesse  sentido,  é  

descrito  que  a  obesidade  afeta  a  função  de  rins  enxertados,  mas  não  a  sobrevida  do  

órgão   transplantado   (Ditonno   et   al.,   2011).   Como   não   existem   dados   na   literatura  

sobre  como  a  resposta  alogênica  no  modelo  de  transplante  pode  ser  modulada  pela  

leptina,   buscamos   caracterizar   alguns   aspectos   imunológicos  da   resposta   imune   ao  

aloenxerto,   no   soro,   na   pele   transplantada   e   no   linfonodo   drenante   em   animais  

transplantados.  

Nossos   dados   mostram   uma   menor   concentração,   no   soro,   das   citocinas  

proinflamatórias   TNF,   IL-‐‑17,   IFN-‐‑γ   e   IL-‐‑12   nos   animais   Lepob/ob   transplantados   em  

comparação  a  animais  WT,  também  transplantados.  Essas  citocinas,  com  exceção  da  

citocina  IL-‐‑17,  têm  sido,  ao  longo  de  vários  anos  de  pesquisa,  associadas  a  processos  

ativos   de   rejeição   do   enxerto   (Chen,   Gao   e   Field,   1996;   Mattarollo   et   al.,   2010;  

Rosenberg  et  al.,  1990;  Shen  e  Goldstein,  2009;  Thai  et  al.,  1995;  Waaga  et  al.,  2001),  

embora  recentemente  possíveis  papéis  da  IL-‐‑17  em  episódios  de  rejeição  aguda  terem  

sido  descritos   (Loverre  et  al.,   2011;  Yapici  et  al.,  2011).  Esses  dados   indicam  que  os  

animais   Lepob/ob   são  menos   inflamados   sistemicamente   e   que,   consequentemente,   a  

resposta  imune  ao  enxerto  de  pele,  em  animais  WT  e  deficientes  em  leptina,  possui  

uma  repercussão  sistêmica.  

Seguindo-‐‑se  no  estudo  da  resposta  alogênica,  realizamos  transplantes  de  pele  

em   animais   Lepob/ob   e  WT   e,   7   dias   após   o   transplante,   avaliamos   a   frequência   de  

células   T   CD8+   e   CD4+   totais,   a   frequência   de   células   T   CD4+   expressando   os  

marcadores  CD25  e  CTLA-‐‑4,  a  expressão  dos  fatores  de  transcrição  Foxp3  e  GATA-‐‑3  

em  células  T  CD4+  e  a  expressão  intracelular  das  citocinas  IL-‐‑4,  IFN-‐‑γ,  IL-‐‑17  e  IL10  em  

células  T  CD4+.  

Primeiramente,   observamos   que   os   animais   Lepob/ob   possuem   uma   menor  

frequência  tanto  de  células  T  CD8+  como  CD4+  no  linfonodo  drenante  7  dias  após  o  

transplante  de  pele,   indicando  que  essas   células  possivelmente  proliferaram  menos  

quando  comparadas  às  células  de  animais  WT  transplantados.  Para  excluirmos  uma  



DISCUSSÃO 

 

111 

possível  leucopenia  prévia  ao  transplante,  fator  que  pode  ser  encontrado  em  animais  

Lepob/ob   (Fantuzzi   e   Faggioni,   2000),   investigamos   a   freqüência   de   células   T  CD4+   e  

CD8+   em   animais   Lepob/ob   e   WT   não   transplantados   e   observamos   que   ambos   os  

animais  possuem  frequências  similares  de  ambos  os  tipos  de  células.  Conjuntamente  

a  esses  achados,  nossos  dados  mostram,  por  MLR,  que  animais  Lepob/ob  possuem  uma  

menor  resposta  alogênica.   Juntos,  a  menor  freqüência  de  células  T  CD4+  e  CD8+  e  a  

reduzida   proliferação   observada   por   MLR   sugerem   que   a   ausência   de   leptina  

modifica  a  resposta  alogênica  e  proliferativa  de  células  T.    

A   leptina   é   tida   como   um   fator   de   crescimento   importante   para   a   resposta  

proliferativa  de  linfócitos  T  CD4+  (Lord  et  al.,  1998)  e,  dessa  forma,  buscamos  avaliar,  

in  vivo,  esse  papel.  Realizamos  a  transferência  de  células  T  CD4+  de  animais  Lepob/ob,  

Lepdb/db  e  WT  em  animais  Rag-‐‑/-‐‑  juntamente  com  o  mesmo  número  de  células  T  CD4+  

de  animais  WTgfp  e  observamos  a  proliferação  homeostática  competitiva  entre  essas  

células.  Na   ausência   de   sinais   desencadeados   pela   leptina,   uma  menor   capacidade  

proliferativa   foi   observada,   indicando   que   a   leptina,   in   vivo,   é   necessária   para   que  

uma  resposta  proliferativa  normal  aconteça.  Também  observamos  que  células  T  CD4+  

de  Lepob/ob   proliferaram  mais   eficientemente  que   células  WTgfp.   Esse  dado   contribui  

ainda   mais   com   a   importância   de   leptina   na   resposta   proliferativa,   uma   vez   que  

células  T  CD4+  provenientes  de  animais  Lepob/ob   expressam  maiores  quantidades  do  

receptor  de  leptina,  devido  a  sua  deficiência,  sendo  dessa  forma  hiperresponsivas  a  

concentrações  fisiológicas  de  leptina  (Baskin  et  al.,  1998;  Kim  et  al.;  Lord  et  al.,  1998),  

observadas  nos  animais  Rag-‐‑/-‐‑.      

A   análise   da   expressão   de   CTLA-‐‑4   em   células   T   reguladoras  

(CD4+CD25+Foxp3+CTLA-‐‑4+)   e   em   células   T   ativadas   (CD4+CD25+Foxp3-‐‑CTLA-‐‑4+)  

mostrou   que   apenas   as   células   T   com   perfil   de   ativadas   apresentaram   uma  maior  

expressão   de   CTLA-‐‑4,   nos   animais   Lepob/ob   transplantados.   O   CTLA-‐‑4   é   uma  

molécula   de   fundamental   importância   no   processo   de   tolerância   ao   enxerto,   por  

competir  com  o  CD28  pela  ligação  com  CD80  e  CD86,  inibindo  uma  resposta  imune  

efetora   (Najafian   e   Sayegh,   2000;   Oderup   et   al.,   2006).   A   presença   de   CTLA-‐‑4   em  
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células  T  ativadas  foi  relatada  como  importante  por  interagir  com  CD80/86  e  induzir  

tolerância  num  modelo  de   transplante  de  medula  óssea   (Kurtz  et  al.,   2009).  Assim,  

embora  o  CTLA-‐‑4  seja  importante  para  que  a  célula  T  reguladora  exerça  sua  função  

supressora,   uma   maior   expressão   dessa   molécula,   em   células   T   ativadas,   poderia  

inibir  respostas  de  células  T  efetoras,  reduzindo  o  processo  inflamatório.  

As   citocinas   secretadas  por   células  T  CD4+  ditam   como  a   resposta   imune   ao  

enxerto  será  montada.   Investigamos  a  produção  de  algumas  citocinas  por  células  T  

CD4+,   no   linfonodo   drenante,   e   observamos   que   os   animais   Lepob/ob   apresentaram  

uma  maior  frequência  de  células  T  CD4+  produtoras  de  IL-‐‑4  e  uma  menor  frequência  

de  células  T  CD4+  produtoras  de  IFN-‐‑γ  quando  comparadas  a  animais  WT.  Também  

ressaltamos   que  uma  maior   frequência   e   expressão  de  GATA-‐‑3   em   células  T  CD4+  

foram   encontradas   no   linfonodo   drenante,   sendo   GATA-‐‑3,   o   fator   de   transcrição  

presente  em  células  do  padrão  Th2   (Zheng  e  Flavell,  1997).  Esse  dado  em  conjunto  

com  a  maior  produção  de  IL-‐‑4  por  células  T  CD4+  indica  que  uma  polarização  para  

um   perfil   Th2,   em   detrimento   do   perfil   Th1,   poderia   modular   diferencialmente   a  

resposta  alogênica  ao  transplante.  Nesse  sentido,  vale  destacar  que  clones  de  células  

T  gerados  a  partir  de  pacientes  com  rejeição  crônica  secretaram  citocinas  do  padrão  

Th1  quando  estimulados  com  alopeptídeos  e  que  clones  de  células  T  provenientes  de  

pacientes  com  função  estável  do  enxerto  secretaram  citocinas  do  padrão  Th2  (Waaga  

et   al.,   2001).   Conjuntamente,   ratos   transplantados   que   receberam   clones   de   células  

Th2   provenientes   de   animais   transplantados   tratados   com   a   proteína   de   fusão  

CTLA4-‐‑Ig  apresentaram  um  maior  número  de  células  T  reguladoras,  maior  secreção  

de   IL-‐‑10   por   células   mononucleares   e   baixos   níveis   de   IFN-‐‑γ,   IL-‐‑17   e   IL-‐‑23  

comparados   a   ratos   tratados   com  clones  Th1,  derivados  de   animais   transplantados  

com   rejeição   aguda  ou  não   tratados   com  a  proteína  de   fusão   (Waaga-‐‑Gasser  et   al.,  

2009).  Esses  autores  também  relataram  que  a  transferência  de  ambos  os  clones,  Th1  e  

Th2,  para  animais   recipientes   resultaram  em  uma   limitação/redução  da  ativação  de  

clones   Th1,   mediada   pelos   clones   Th2.   Desse   modo,   uma   mudança   no   equilíbrio  

entre  as  células  Th1/Th2,  com  predomínio  de  respostas  Th2,  conforme  observado  em  
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nossos   resultados,   poderia   ocasionar   em   um   melhor   desfecho   para   o   órgão  

transplantado.  Com  base  nesses  dados  da  literatura,  nossos  resultados  mostram  que  

células  dendríticas  derivadas  de  medula  óssea  de  animais  Lepob/ob  produzem  baixas  

quantidades   de   IL-‐‑12   e,   quando   co-‐‑cultivadas   com   células   T   CD4+   naive   WT,   em  

condições  polarizantes  Th1  e  Th2,  induzem  mais  eficientemente  células  T  CD4+IL-‐‑4+,  

sendo   incapazes   de,   na   ausência   de   leptina,   gerarem   células   Th1.  Ademais,   no   co-‐‑

cultivo  de  células  T  naive  com  BMDC  Lepob/ob  sem  a  adição  de  citocinas,  uma  maior  

expressão  gênica  de  GATA-‐‑3  pode  ser  observada.  Quando  imunizamos  animais  WT  

adicionando  leptina  à  emulsão  antigênica,  observamos  que  ao  ser  desafiado  na  pata,  

o  animal  imunizado  com  leptina  apresenta  uma  maior  reação  de  hipersensibilidade,  

mostrando   que   mesmo   em   um   animal   WT,   a   leptina   pode,   localmente,   aumentar  

uma  resposta  do  padrão  Th1.  Em  conjunto,  esses  dados  indicam  que  na  ausência  de  

leptina,   células  dendríticas   são  mais   eficientes   em  gerar   células   com  perfil  Th2,   em  

detrimento   de   uma   resposta   Th1.      Na   literatura   é   descrito   que   a   leptina   é   uma  

citocina  importante  na  indução  de  respostas  do  perfil  Th1  (De  Rosa  et  al.,  2006;  Lord  

et   al.,   1998)   e,   in   vitro,   a   adição   de   leptina   auxilia   na   polarização   Th1   (Batra   et   al.,  

2010).    

Outro   ponto   importante   na   imunorregulação   do   enxerto   são   as   células   T  

reguladoras.  Dada  a  ausência  de  dados  sobre  influência  das  células  T  reguladoras  na  

resposta  imune  ao  enxerto  na  ausência  de  leptina,  o  estudo  de  células  T  reguladoras  

em  animais  Lepob/ob  transplantados  pode  fornecer  importantes  indícios  e  mecanismos  

de  como  o  sistema  neuroendócrino  atua  na  modulação  da  resposta  imune  reguladora  

ao  enxerto.  Nesse  sentido,  em  adição  aos  nossos  resultados,  obtidos  in  vitro  e  in  vivo,  

observamos   que   animais   deficientes   em   leptina,   receptores   de   aloenxertos   de   pele,  

possuem  uma  maior   frequência  de  células  T  reguladoras  no   linfonodo  drenante  do  

enxerto   e   uma  maior   expressão   de   Foxp3   na   pele   enxertada,   indicando   que   essas  

células  parecem  desempenhar  um  importante  papel  na  regulação  da  resposta  imune  

ao  enxerto.  A   tolerância  ao  aloenxerto  mediada  por  células  T   reguladoras   tem  sido  

caracterizada   em   vários   modelos   de   transplante   (Peters   et   al.,   2009)   e   células   T  
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reguladoras   específicas   para   aloantígenos   mostraram-‐‑se   fundamentais   para   o  

processo  de  tolerância  ao  enxerto  (Albert  et  al.,  2005;  Taylor,  Noelle  e  Blazar,  2001).  

Há  relatos  de  que  a  supressão  mediada  por  essas  células  pode  ser  alcançada  através  

de   diversos   mecanismos:   1.   ação   de   citocinas   anti-‐‑inflamatórias,   como   a   IL-‐‑10  

(Kingsley  et  al.,  2002),  2.  por  contato  célula-‐‑célula,  3.  por  bloqueio  da  co-‐‑estimulação  

via   CTLA-‐‑4   (Kurtz   et   al.,   2009)   e   4.   tolerância   infecciosa   caracterizada   pela  

capacidade   que   determinados   linfócitos   tolerizados   têm   de   “infectar”,   de   tornar  

tolerante  outros  linfócitos  de  animais  naive    (Cobbold  e  Waldmann,  1998;  Waldmann  

et  al.,  2006).  Além  disso,  conforme  mencionado,  encontramos  uma  maior  expressão  

de  Foxp3  na  pele  dos  animais  deficientes  em  leptina.  Nesse  contexto,  foi  descrito  que  

células  T  reguladoras  foram  encontradas  em  enxertos  tolerizados  (Graca,  Cobbold  e  

Waldmann,   2002).   Dessa   forma,   uma   maior   quantidade   de   células   T   reguladoras  

pode   contribuir   para   uma   maior   sobrevida   do   enxerto   e   prevenir   processos   de  

rejeição  aguda  e   crônica,   conforme  descrito  por   Joffre   e   colaboradores   (Joffre  et  al.,  

2008).  

Essa  maior   freqüência  de  células  T  reguladoras  pode  ser  explicada  pela  ação  

da   leptina   nessas   células.   É   descrito   que   a   neutralização   da   leptina   promove   a  

proliferação   de   células   T   reguladoras,   in   vivo   e   in   vitro   (De   Rosa   et   al.,   2007).  

Posteriormente,  foi  relatado  que  essa  capacidade  proliferativa  na  ausência  de  leptina  

era  devido  a  uma  oscilação  na  ativação  do  complexo  de  mTOR,  que  quando  inibido,  

em   momentos   específicos,   leva   à   proliferação   de   células   T   reguladoras,   com  

manutenção   de   sua   função   supressora   (Procaccini   et   al.,   2010).      Com   base   nesses  

dados   e   em   nossos   resultados   no   modelo   de   transplante,   realizamos   ensaios   de  

diferenciação   com   células   T   naive   de   animais   Lepob/ob   e  WT.   Para   nos   certificar   da  

ausência   de   contaminação   por   leptina,   já   que   essa   adipocina   é   encontrada   em  

grandes   quantidades   no   soro   fetal   bovino,   utilizamos   soro   autólogo   de   animais  

Lepob/ob.   Os   resultados   demonstram   que   na   ausência   de   leptina,   houve   uma  maior  

geração  de  células  T  reguladoras,  indicando  que  a  ausência  de  leptina  afeta  a  geração  
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de  células  T  reguladoras  a  partir  de  precursores  naive,  tornando  animais  Lepob/ob  mais  

susceptíveis  a  tolerância  ao  aloenxerto  que  animais  WT.  

Finalmente,   para   tentarmos   comprovar   que   a   leptina   realmente   atua   em  

células   T   CD4+,   modulando   a   resposta   aloimune,   transferimos   células   T   CD4+  

esplênicas   de   animais   Lepob/ob,   Lepdb/db   ou   de   animais   normais   para   camundongos  

Rag-‐‑/-‐‑  transplantados.  Os  animais  Rag-‐‑/-‐‑  reconstituídos  com  células  T  CD4+  esplênicas  

de   animais   Lepdb/db   apresentaram   uma   maior   sobrevida   do   enxerto   de   pele,  

comparativamente   aos   animais   reconstituídos   com   células   T  CD4+   provenientes   de  

animais  WT  e  Lepob/ob.  Camundongos  Rag-‐‑/-‐‑,  apesar  de  não  terem  linfócitos,  possuem  

níveis   de   leptina   circulantes   normais   e,   dessa   forma,   as   células   T  CD4+   de   animais  

Lepob/ob   seriam   responsivas   a   leptina   nesse   contexto.   Entretanto,   células   T   CD4+   de  

animais   Lepdb/db   não   sinalizam   via   receptor   de   leptina,   devido   a   uma   mutação   na  

cadeia  intracitoplasmática  do  gene  do  receptor  de  leptina  (lepr)  (Chua  et  al.,  1996)  e,  

mesmo  com  níveis  circulantes  normais  de  leptina,  essa  adipocina  não  seria  capaz  de  

modular   essas   células   T  CD4+.   Com  base   nesse   resultado,   podemos   concluir   que   a  

ausência  de   sinais  desencadeados  pela   leptina   em   células  T  CD4+   tem  uma  grande  

importância  na  resposta  aloimune.    

Entretanto,   ao   compararmos   a   curva   de   sobrevida   dos   animais   Rag-‐‑/-‐‑  

transplantados  reconstituídos  com  células  T  CD4+  de  animais  Lepdb/db  com  a  curva  de  

sobrevida  de  animais  Lepob/ob  enxertados,  observamos  que  a  sobrevida  do  transplante  

de   pele   nos   animais   Lepob/ob   foi   superior.   Acreditamos   que   essa   diferença   se   deve  

provavelmente   a   outros   tipos   celulares   que   no   animal   Lepob/ob,   diferentemente   do  

animal   Rag-‐‑/-‐‑   reconstituído   com   células   T   CD4+   de   animais   Lepdb/db,   não   seriam  

responsivos  a  leptina  e,  assim,  poderiam  modular  a  resposta  aloimune.  Isso  resultaria  

em   uma   maior   sobrevida   do   enxerto   de   pele   à   observada   nos   animais   Rag-‐‑/-‐‑  

reconstituídos  com  células  T  CD4+  de  animais  Lepdb/db  

Demonstramos   que   a   leptina   é   importante   na   modulação   de   células  

dendríticas  e,  sua  ausência,  altera  tanto  o  fenótipo  como  a  função  dessas  células.  Dois  

trabalhos,  um  descrevendo  células  dendríticas  de  animais  Lepob/ob  e  outro  de  animais  
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Lepdb/dB,  relataram  diferentes  resultados  em  relação  à  ação  da  leptina  na  modulação  

de   células   dendríticas   obtidas   de   medula   óssea.   Macia   e   colaboradores,   usando  

medula   óssea   de   animais   Lepob/ob   mostraram   que   não   havia   diferenças   na  

celularidade,   na   morfologia,   na   eficiência   da   geração   de   DCs   e   na   expressão   de  

moléculas   coestimuladoras   comparativamente   aos   animais   selvagens.   Em  

contrapartida,  Lam  e  colaboradores  mostraram  que  células  dendríticas  derivadas  de  

medula   óssea  de   animais  Lepdb/db   apresentavam  menor   expressão  de  moléculas   co-‐‑

estimuladoras,  comparativamente  aos  animais  selvagens   (Lam  et  al.,  2006;  Macia  et  

al.,  2006).  Nosso  trabalho  corrobora  o  trabalho  de  Lam  e  colaboradores.  As  diferenças  

observadas   entre  nossos  dados   e   os  de  Macia   e   colaboradores  pode   residir   no   fato  

desses   autores   terem   utilizado   soro   fetal   bovino   em   suas   culturas   que,   por   conter  

leptina  (De  Rosa  et  al.,  2007),  tenha  alterado  alguns  dos  resultados  obtidos  por  esses  

pesquisadores.   Em   nosso   ensaio,   utilizamos   soro   do   próprio   animal   deficiente   em  

leptina.  

Adicionando-‐‑se   às   características   fenotípicas   das   células   dendríticas   de  

animais  Lepob/ob  derivadas,   in  vitro,  de  medula  óssea,  também  observamos  que  essas  

células  possuem  importantes  alterações  funcionais.  Células  dendríticas  derivadas  de  

animais   Lepob/ob,   na   ausência   de   leptina,   induziram   uma   menor   proliferação   de  

células  T  CD4+  obtidas  de  animais  WT.  Essa  menor  proliferação  foi  acompanhada  de  

uma  menor  produção  de  citocinas  do  padrão  Th1.  Conforme  descrito  anteriormente  

(Macia   et   al.,   2006),   apesar   de   células   dendríticas   de   animais   Lepob/ob   apresentarem  

características  fenotípicas  e  funcionais  normais,  essas  células  apresentaram-‐‑se  menos  

potentes   na   indução   de   proliferação   alogênica   de   células   T,   indicando   que   em  

conjunto  com  nossos  dados,  a  leptina  modifica  funcionalmente  as  células  dendríticas.  

In  vivo,   a   imunização  de  animais  Foxp3gfp  knock   in  com  o  antígeno  MOG35-‐‑55,  CFA  e  

leptina   resultou   em   uma   maior   frequência   de   células   dendríticas   no   linfonodo  

drenante,   sugerindo   uma   possível   maior   migração   de   células   dendríticas   do   foco  

inflamatório  para  o  linfonodo  drenante.  Macia  e  colaboradores  descreveram  achados  

semelhantes   em   que   células   dendríticas   da   epiderme,   as   células   de   Langerhans,  
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tinham   seu   número   diminuído   no   linfonodo   de   animais   Lepob/ob,   sendo   que   a  

administração  de   leptina  exógena  restaurava  os  números  dessas  células  para  níveis  

semelhantes   aos   de   animais   WT.   Esses   resultados,   em   conjunto   com   os   nossos,  

indicam  que  além  das  alterações  fenotípicas  e  da  indução  de  proliferação  em  células  

T  CD4+,  a  migração  de  células  dendríticas  também  pode  ser  modulada  pela  adipocina  

leptina.  Frente  a  esses  resultados,  analisamos  as  quimiocinas  presentes  no  tecido  e  no  

linfonodo   drenante,   assim   como   a   modulação   dos   receptores   de   quimiocinas   em  

células  dendríticas,  para  concluirmos  esse  bloco  experimental.  

Além  da  menor  capacidade  de   induzir  a  proliferação  em  células  T  CD4+,  por  

parte  das  mDCs  de  animais  Lepob/ob,   a  modulação  de   citocinas  produzidas   também  

foi  modificada.  No  ensaio  de  proliferação   com  mDCs  WT  uma  maior  produção  de  

citocinas   do   padrão   Th1   foi   observada,   quando   comparada   com  mDCs   Lepob/ob.   É  

importante   ressaltar  que,   somando-‐‑se  aos  efeitos  da   leptina  nas  células  dendríticas,  

Mattioli   e   colaboradores   demonstraram   que   a   leptina   recombinante   promove   a  

diferenciação   e   a   sobrevivência   de   células   dendríticas,   em   humanos,   ditando   a  

polarização   de   linfócitos   T   na   direção   de   um   perfil   Th1   (Mattioli   et   al.,   2005).   É  

provável  que,  conforme  demonstrado  por  Mattioli  e  colaboradores,  o  favorecimento  

da  polarização  em  direção  a  um  perfil  Th1  possa   ter   sido  obtida.  Nossos  dados  de  

diferenciação   para   Th17   e   Treg   reforçam   essa   interpretação,   uma   vez   que   nas  

condições   em   que   as   células   dendríticas   foram   derivadas,   na   presença   de   leptina,  

recombinante,   uma   maior   produção   de   IFN-‐‑γ   e   IL-‐‑12   foram   observadas,   com  

consequente  menor   indução  de   células   Th17   e   Tregs.  Além  disso,   observamos   que  

DC  Lepob/ob  são  incapazes  de  induzir  células  do  padrão  Th1  na  ausência  de  leptina.    

Conjuntamente   a   esses   resultados,   no   linfonodo   drenante   de   animais  

transplantados  deficientes  em  leptina,  obtivemos  uma  menor  frequência  de  células  T  

CD4+  produtoras  de  IFN-‐‑γ.  Em  conjunto,  esses  dados  sugerem  que  a  leptina  modula  

diretamente  as  células  dendríticas  e  aparentemente  as  licencia  a  induzir  respostas  do  

padrão  Th1.    
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Outro  fator  importante  foi  a  maior  indução  de  células  T  reguladoras  por  iDC  

na   ausência   de   leptina.  Nosso   trabalho   indica   que   a  maior   frequência   de   células   T  

reguladoras,   em   animais   deficientes   em   leptina,   provavelmente   deve-‐‑se   a   uma  

alteração   funcional   nas   DC   desses   animais,   conforme   mencionado   anteriormente.  

Recentemente,  dois  estudos  descreveram  a  ação  da  leptina  nas  células  T  reguladoras.  

Taleb   e   colaboradores   mostraram   que   a   deficiência   em   leptina   resultou   em   um  

aumento  da   expressão  de  Foxp3   em  células  T  CD4+CD25+,   aumento  da  quantidade  

dessas   células   no   baço   de   animais   Lepdb/db   e   maior   capacidade   supressora.   Esses  

autores   também   descreveram   que   a   transferência   de   células   T   reguladoras   de   um  

animal   Lepdb/db   para   um   animal   Rag-‐‑/-‐‑,   juntamente   com   células   de   esplenócitos   de  

animais  deficientes  em  células  T  reguladoras,  levou  a  uma  redução  da  lesão  vascular,  

em   um  modelo   de   aterosclerose,   e   a   uma   inibição   da   produção   de   IFN-‐‑γ   quando  

comparado   à   transferência   de   células   T   reguladoras   provenientes   de   um   animal  

selvagem  (Taleb  et  al.,  2007).  Não  observamos  uma  alteração  na  expressão  de  Foxp3  

em  células  T  CD4+CD25+,  mas  observamos  que  animais  Lepob/ob  possuem  uma  maior  

frequência  de   células  T   reguladoras   e   propomos  que  um  possível  mecanismo  para  

essa  observação  seja  mediado  pelas  células  dendríticas.  

De   Rosa   e   colaboradores   descreveram   que   células   T   reguladoras   humanas  

expressam  maiores  quantidades  de  ObRb  do  que  células  T  CD4+CD25-‐‑  e  que    sinais  

intracelulares   desencadeados   pela   ligação   da   leptina   ao   seu   receptor   podem   agir  

inibindo  a  proliferação  de  células  T  reguladoras.  Esses  autores  também  descreveram  

que   a   neutralização   de   leptina   aumenta   a   proliferação   de   células   T   reguladoras  

estimuladas,  in  vitro,  com  anti-‐‑CD3  e  anti-‐‑CD28,  dependentemente  de  IL-‐‑2.  Ademais,  

in   vivo,   a   deficiência   de   leptina   promoveu   a   proliferação   de   células   T   reguladoras  

com  manutenção  de   sua   função   supressora   (De  Rosa  et   al.,   2007).  Observamos  que  

iDC   Lepob/ob   induzem   uma   maior   frequência   de   células   T   reguladoras.   De   Rosa   e  

colaboradores   descreveram   uma   maior   capacidade   proliferativa   de   células   T  

reguladoras  na  ausência  de  leptina  e,  nós  observamos  que  iDC  Lepob/ob  induzem  tanto  

uma  maior  geração  de  células  T  reguladoras  quanto  uma  maior  proliferação  dessas  
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células.  Somando-‐‑se  a  esses  resultados  in  vitro,  obtivemos,  in  vivo,  que  a  imunização  

de   animais   Foxp3   knock   in   com   CFA   e   MOG35-‐‑55,   conjuntamente   com   leptina  

recombinante  diminuiu  a  frequência  de  células  T  reguladoras  no  linfonodo  drenante.  

Os   dados   presentes   na   literatura,   em   conjunto   com   nossos   dados,   indicam   que   a  

leptina  modula  a  população  de  células  T  reguladoras  tanto  in  vitro  como  in  vivo.  

Um   achado   interessante   na   resposta   aloimune   nos   animais   Lepob/ob   foi   a  

frequência   de   células   T   CD4+IL-‐‑17+.   Apesar   desses   animais   terem   uma   maior  

sobrevida   do   enxerto,   uma   maior   freqüência   de   células   potencialmente   Th17   foi  

encontrada.  O  papel  dessas  células  em  processos  de  rejeição  ainda  não  está  claro,  mas  

parece   desempenhar   um   papel   na   rejeição   aguda   (Afzali   et   al.,   2007;   Atalar   et   al.,  

2009;   Loverre   et   al.,   2011).  Assim,   investigamos   como   a   leptina  poderia  modular   a  

geração  dessa  população   celular.  Observamos  que   células  T  CD4+  naive   de   animais  

Lepob/ob   se  diferenciam,  quando  estimuladas   com  TGF-‐‑β   e   IL-‐‑6,  mais   eficientemente  

em   células   Th17   do   que   células   T   CD4+   naive   WT.   Nesse   contexto,   a   leptina   age  

diretamente  nas  células  T  CD4+  naive,  inibindo  sua  diferenciação.  Além  disso,  as  iDC  

Lepob/ob  também  se  mostraram  mais  eficientes  na  geração  de  células  Th17.  Os  dados  

mostraram  uma  maior  geração  e  proliferação  de  células  Th17  a  partir  de  precursores  

naive  WT.   In   vivo,   observamos   que   a   leptina   inibe   a   geração   de   células   T   CD4+  

produtoras  de   IL-‐‑17  em  animais  Foxp3gfp   imunizados  com  MOG35-‐‑55,  CFA  e   leptina,  

assim  como  em  animais  2D2  Foxp3gfp  de  forma  antígeno  especifíca,  confirmando  os  

resultados  obtidos  in  vitro.    

Observamos  que  iDC  Lepob/ob  induzem  tanto  uma  maior  frequência  de  células  

T   reguladoras   como   de   células   Th17.   Não   existem   dados   na   literatura   de   como   a  

leptina  poderia  modular  a  população  de  células  Th17.  Em  um  único  trabalho  descrito  

a   respeito   da   relação   entre   a   leptina   e   a   IL-‐‑17,   os   pesquisadores   Pini   e   Fantuzzi  

descreveram   que   animais   Lepob/ob,   em   um   modelo   de   peritonite   induzida   por  

zimozan,   produzem   uma   maior   quantidade   de   IL-‐‑17   e   apresentam   um   maior  

infiltrado   neutrofílico   no   peritônio   (Pini   e   Fantuzzi,   2010).   Embora   ainda   não   seja  

possível   afirmar   qual   o   papel   da   leptina   na   homeostasia   de   células   Th17,   nosso  
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trabalho  e  o  de  Pini  e  Fantuzzi  sugerem  que  animais  deficientes  em  leptina  podem  

ter   um   eixo   Th17  mais   proeminente.   Contudo,   não   se   sabe   até   que   ponto   a  maior  

quantidade   de   células   T   reguladoras,   nesses   animais,   poderia   limitar   essa   resposta  

Th17.    

A   fim   de   aprofundarmos   o   estudo   de   como   a   leptina   poderia   modular   a  

população  de  células  Th17  in  vivo,  escolhemos  o  modelo  de  EAE  por  ter  sido  descrito  

como  um  modelo  autoimune  dependente  das  células  Th17   (Kreymborg  et  al.,  2007;  

Lock  et  al.,  2002;  Matusevicius  et  al.,  1999;  Segal,  2009;  Sutton  et  al.,  2009;  Zhang  et  

al.,   2003).   Nossos   resultados   indicam   que   os   animais   deficientes   em   leptina   são  

protegidos  da  EAE  quando  comparados  aos  controles  WT.  Uma  possível  explicação  

para   essa   proteção   poderia   ser   o   desenvolvimento   recíproco   entre   células   T  

reguladoras   e   Th17   (Bettelli  et   al.,   2006;  Mucida  et   al.,   2007),   em  que   apesar   de   na  

ausência   de   leptina   termos   uma   maior   geração   de   células   Th17,   elas   seriam  

monitoradas  por  células  T  reguladoras  geradas  em  conjunto,   limitando  as  respostas  

de   células   Th17   efetoras.   Nesse   contexto,   observamos   que   o   desenvolvimento   de  

células  T  reguladoras  e  Th17  não  é  mútuo,  pois  quando  polarizamos  para  um  perfil  

Th17,   a   freqüência   de   células   T  CD4+Foxp3gfp+   diminui.   Com   base   nessa   hipótese   é  

importante  ressaltar  que  células  T  reguladoras  específicas  para  o  MOG35-‐‑55  promovem  

uma   proteção   ao   desenvolvimento   de   EAE   (Reddy   et   al.,   2004)   e   que   níveis  

aumentados   de   leptina   em   pacientes   com   esclerose   múltipla   correlacionam-‐‑se  

negativamente  com  células  T  reguladoras  (Matarese  et  al.,  2005).      

Nossos   resultados,   em  que   observamos   uma  maior   indução  de   células   Th17  

por  iDC  de  animais  Lepob/ob,  e  os  de  Pini  e  Fantuzzi,  em  que  observaram  uma  maior  

produção  de  IL-‐‑17  no  peritônio  de  animais  Lepob/ob,  paracem  contraditórios  ao  fato  de  

animais   deficientes   em   leptina   serem   protegidos   da   EAE   (De   Rosa   et   al.,   2006;  

Matarese,   Procaccini   e   De   Rosa,   2008;   Matarese   et   al.,   2001b).   Contudo,   nesses  

trabalhos  não  foi  investigado  o  papel  das  células  Th17  no  desenvolvimento  da  EAE,  

sendo  avaliadas  apenas  as  células  Th1  autorreativas.  Acreditamos  que  a  leptina  possa  

afetar   a   homeostase   das   células   T   reguladoras   no   modelo   animal   de   EAE,   não  
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permitindo   que   essas   células   atuem   regulando   e   inibindo   a   progressão   da   doença,  

conforme  descrito  por  Matarese  e  colaboradores,  em  humanos  (Matarese  et  al.,  2005).  

Em  contrapartida,  os  animais  Lepob/ob  a  leptina  não  inibiria  a  população  de  células  T  

reguladoras,  permitindo  uma  melhor  regulação  da  resposta  autoimune  na  EAE.  

Após   essa   etapa,   buscamos   estudar   quais   os   mecanismos   envolvidos   nas  

alterações   observadas   nas   BMDC  Lepob/ob.   Primeiramente,   analisamos   como   as   vias  

de   sinalização   Akt   e   STAT-‐‑3   poderiam  modular   o   fenótipo   e   a   função   de   BMDC.  

Mostramos  que  a  inibição  da  via  de  sinalização  STAT-‐‑3  pouco  alterou  a  expressão  de  

moléculas   co-‐‑estimuladoras   e  MHC-‐‑II.   Além   disso,   as   BMDC   geradas   na   presença  

desse  inibidor  induziram  polarização  de  células  T  reguladoras  semelhantes  a  BMDC  

WT.   Entretanto,   a   inibição   da   via   Akt   resultou   em   uma   maior   diminuição   de  

moléculas   co-‐‑estimuladoras   e   MHC-‐‑II,   indicando   que   essa   via   pode   ter   uma  

importância   no   fenótipo   observado   na   ausência   de   leptina.   Contudo,   as   BMDC  

geradas   na   presença   do   inibidor   de   Akt   induziram   polarização   de   células   T  

reguladoras   de   forma   similar   a   BMDC  WT.   Na   literatura   é   descrito   que   a   leptina  

induz  a  expressão  de  CD40  em  DC,  dependentemente  de  Akt  (Lam  et  al.,  2007)  e  que  

essa  via  (Akt/PI3K),  ativada  pela  leptina,  possui  um  efeito  antiapoptótico  (Mattioli  et  

al.,   2009).   Destacamos   que   observamos   o   mesmo   efeito,   pois   a   inibição   de   Akt  

resultou   em   uma   diminuição   na   expressão   de   CD40   por   BMDC,   e   a   inibição   de  

ambas  as  vias  STAT-‐‑3  e  Akt  ter  resultado  em  uma  menor  viabilidade  dessas  BMDC.      

Embora  tenhamos  observado  a  importância  de  Akt  na  expressão  de  moléculas  

co-‐‑estimuladoras   e   MHCII,   não   observamos   diferenças   na   indução   de   células   T  

reguladoras  e,  portanto,  outra  via  deve  atuar  na  modulação  funcional  dessas  BMDC.  

Realizamos   um   array   de   genes   envolvidos   com   a   via   de   sinalização   mTOR   e  

observamos  que  na  ausência  de  leptina  (Lepob/ob)  houve  uma  alta  modulação  de  genes  

envolvidos   tanto   com   o   mTORC1   como   mTORC2.   Por   não   observarmos   uma  

mudança   no   padrão   de   ativação   ou   inibição   entre   os   complexos   de   mTOR,  

analisamos  qual  o  perfil  de  ativação  de  mTOR  nas  BMDC.  A  leptina  induz  a  ativação  

de  mTOR  em  diferentes   tipos  celulares,   incluindo  células  do  sistema  imune  (Maya-‐‑
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Monteiro   et   al.,   2008;   Maya-‐‑Monteiro   e   Bozza,   2008)   e   espera-‐‑se   que   na   ausência  

dessa   adipocina   ocorra   uma   menor   ativação   dessa   via   de   sinalização.   Entretanto,  

diferentemente   do   esperado,   observamos   que   BMDC   Lepob/ob   possuem   uma  maior  

ativação  de  mTOR  comparativamente  a  BMDC  WT.  Destacamos  que  na  condição  em  

que  BMDC  Lepob/ob  foram  geradas  na  presença  de  leptina  recombinante,  uma  inibição  

de  mTOR  foi  observada.  Embora  contraditório,  ao  analisarmos  a  produção  de  IL-‐‑12,  

por  essas  DC,  observamos  uma  baixa  produção  de  IL-‐‑12.  A  inibição  de  mTOR  induz  

um  aumento  na  produção  de  IL-‐‑12  por  DC  (Ohtani  et  al.,  2008;  Turnquist  et  al.,  2010)  

e,   portanto,   esses   dados   em   conjunto   indicam   que   a   baixa   produção   de   IL-‐‑12   por  

BMDC  Lepob/ob  pode  ser  devido  a  maior  atividade  de  mTOR.  O  aumento  da  atividade  

de  mTOR  nas  DC  induz   inibição  de  NF-‐‑κB,  resultando  na   inibição  da  produção  de  

IL-‐‑12  por  essas  células   (Turnquist  et  al.,  2010).  Turquist  e  colaboradores  mostraram  

que   DC   tratadas   com   rapamicina   induzem   níveis   semelhantes   de   IFN-‐‑γ,   mas   que  

essas   DC   tratadas   com   rapamicina   induzem   menores   quantidades   de   IL-‐‑17  

(Turnquist  et   al.,   2010),   fator  que   em  conjunto   com  nossos   resultados   sugerem  que  

mTOR  nas  DC  tem  uma  importância  na  indução  de  células  Th17.    Destacamos,  nesse  

sentido,  que  BMDC  Lepob/ob,  que  possuem  uma  maior  atividade  de  mTOR,  induzem  

mais   eficientemente   a   diferenciação   de   células   Th17.   Em   conjunto,   esses   dados  

sugerem  que  a  via  de   sinalização  mTOR  nas  DC  pode  modular  o  destino   celular   e  

explicar  por  que  na  ausência  de  leptina  uma  maior  geração  de  células  T  reguladoras  

e  Th17  foi  observada.  

Devido  ao  efeito  da  rapamicina  tanto  nas  DC  como  em  linfócitos  e,  com  base  

em  nossos  resultados,  realizamos  o  transplante  de  pele  de  animais  CBA  em  animais  

Lepob/ob   e  WT,   tratamos  esses  animais   com  rapamicina  e  analisamos  a   sobrevida  do  

enxerto  de  pele.  Encontramos  que  o  tratamento  com  a  rapamicina  pouco  aumentou  a  

sobrevida  do  enxerto  de  pele  nos  animais  WT.  Entretanto,  a  sobrevida  do  enxerto  de  

pele  em  animais  Lepob/ob  aumentou  drasticamente  quando  tratados  com  rapamicina,  

comparativamente  aos  animais  Lepob/ob  não  transplantados.  Esse  dado  mostra  que  a  

neutralização   de   leptina   em   conjunto   com  o   tratamento   com   rapamicina   poderiam  
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ser   importantes   como   ferramenta   para   a   indução   de   uma   maior   sobrevida   do  

transplante  de  pele.    
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7   CONSIDERAÇÕES  FINAIS  
  

Nossos   dados   preliminares   mostram   que   a   leptina   modula   de   diferentes  

formas  a  homeostase  das  células  dendríticas,  das  células  T  reguladoras,  das  células  

Th17,  Th1,  Th2  e  a   resposta  aloimune.  Observamos  que  a   leptina   interfere   tanto  no  

fenótipo   quanto   na   função   das   células   dendríticas   derivadas   da   medula   óssea  

desempenhando   um   papel   central   na   regulação   de   células   Th17   e   de   células   T  

reguladoras,  uma  vez  que  a  ausência  desse  hormônio  modulou  positivamente  essas  

populações  celulares,  devido  a  maior  produção  de  TGF-‐‑β.  Verificamos  ainda,  que  a  

leptina  é  um  importante  potencializador  de  respostas  Th1  e  que  também  parece  ter  

uma  participação  direta  na  evolução  da  EAE.    

No  modelo  de   transplante  de  pele  alogênico,  a  ausência  de   leptina  promove  

uma  maior   sobrevida  do   enxerto  de  pele   o  que,  provavelmente,   está   relacionado  a  

uma   maior   proporção   de   células   T   reguladoras   e   a   uma   mudança   no   padrão   de  

resposta   de   Th1   para   Th2.   Além   disso,   tanto   as   células   T   CD4+   como   as   DC,   na  

ausência   de   sinais   desencadeados   pela   leptina,   alteram   a   resposta   aloimune   ao  

enxerto  contribuindo,  assim,  para  uma  maior  sobrevida  da  pele  transplantada.    

Deste   modo,   demonstramos   por   meio   de   diferentes   modelos   experimentais  

que  a  leptina  modula  múltiplas  facetas  das  respostas  imunológicas  sendo,  em  todos  

os  modelos   estudados,  um   forte   indutor  de   respostas   inflamatórias,   aparentemente  

voltada  para  um  perfil  Th1.  

Dessa   forma,   propomos,   no   modelo   aloimune   que   a   ausência   de   leptina  

diminua  a  resposta  proliferativa  de  células  T  CD4+  e  induza  uma  maior  quantidade  

de   células   T   reguladoras.   Ainda,   na   ausência   de   leptina,   as   células   dendríticas  

expressam   menores   quantidades   de   MHC-‐‑II   e   moléculas   co-‐‑estimuladoras,  

produzindo  uma  maior  quantidade  de  TGF-‐‑β  e  induzindo  uma  maior  freqüência  e  a  

proliferação   de   células   T   reguladoras.   Essas   células   T   reguladoras   limitariam   no  

linfonodo  a  migração  de  células  efetoras  (Th1,  Th2  e  Th17)  para  o  foco  inflamatório,  
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assim   como,   em   conjunto   com   células   Th2,   inibiriam   a   geração   de   células   Th1.  

Ademais,   essas   células   T   reguladoras   também   migram   para   o   foco   inflamatório,  

inibindo  a  resposta  imune  no  local  (Figura  47).  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
Figura  47.  Modelo  da  regulação  da  resposta  aloimune  em  animais  Lepob/ob  e  WT.    As  DC  do  receptor  

infiltram   a   pele   enxertada,   são   ativadas   e  migram   para   o   linfonodo   drenante,   onde   irão  
fazer   a   apresentação   antigênica   e   a   indução  da   resposta   imune.  No   linfonodo,   as  DC  de  
animais  WT  produzem  grandes  quantidades  de  IL-‐‑12,  induzindo  uma  potente  resposta  do  
padrão   Th1.   Essas   células   Th1   inibiriam   a   geração   de   células   Th2,   Th17   e   T   reguladoras  
(Treg).  Essas  células  Th1  migram  para  o  foco  inflamatório,  onde  irão  promover  a  rejeição  
do   enxerto   de   pele.   Nos   animais   Lepob/ob,   as   DC   infiltrantes   não   conseguem   aumentar  
eficientemente  a  expressão  de  moléculas  co-‐‑estimuladoras  e  MHC-‐‑II.  Uma  menor  migração  
das   DC   para   o   linfonodo   drenante,   na   ausência   de   leptina,   também   é   observada.   No  
linfonodo,  as  DC  produzem  grandes  quantidades  de  TGF-‐‑β  e  são  incapazes  de  secretar  IL-‐‑
12.  Essas  DC  induzem  maiores  quantidades  de  células  Th2,  Th17     via  TGF-‐‑β  de  células  T  
reguladoras  que  agora,  podem  regular  a  resposta  de  células  Th2,  Th17  e  Th1.  As  próprias  
células  Th2  inibem  a  diferenciação  de  células  Th1.  Essas  células  T  reguladoras  geradas  no  
linfonodo  podem  migrar  para  o  foco  inflamatório,  inibindo  a  resposta  inflamatória  local.  
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8   CONCLUSÕES  
 

• A  hiperleptinemia   associada   à   obesidade,  mas   não   a   obesidade  per   se,   é   um  

fator  de  risco  para  a  perda  do  enxerto.  

• Ambos  os  linfócitos  T  CD4+  e  as  células  dendríticas  contribuem  para  a  maior  

sobrevida  do  enxerto  de  pele  na  ausência  de  sinalização  via  leptina.  

• Na  ausência  de  leptina,  as  células  dendríticas  possuem  um  perfil  tolerogênico,  

produzindo   grandes   quantidades   de   TGF-‐‑β,   menor   expressão   de  MHC-‐‑II   e  

moléculas  co-‐‑estimuladoras,  induzindo  uma  menor  proliferação  em  células  T  

CD4.  

• Células   dendríticas   derivadas   da   medula   óssea   de   animais   Lepob/ob   são  

potentes   indutores   de   células   T   reguladoras   e   Th17,   sendo   incapazes   de   na  

ausência  de  leptina,  induzir  células  do  padrão  Th1.  

• Células   dendríticas   derivadas   da  medula   óssea   de   animais   Lepob/ob   possuem  

uma   ativação   diferenciada   de   mTOR,   com   maior   atividade   dessa   via   de  

sinalização,  resultando  na  inibição  da  produção  de  IL-‐‑12.  

•   Células  dendríticas  derivadas  de  medula  óssea  de  animais  Lepob/ob  ,    ativadas  

por   LPS   e   tratadas   com   rapamicina   não   são   capazes   de   produzir   IL-‐‑12,  

indicando  que  na   ausência  de   leptina  há  um  defeito  na  DC  de   induzir   uma  

resposta  do  padrão  Th1.    

• A  leptina  modula  a  resposta  aloimune,  atuando  como  um  importante  fator  na  

indução  de  respostas  Th1  e  inibindo  as  células  Th17,  Th2  e  T  reguladoras.  
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