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RESUMO

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

A leptina ¢ um mediador tanto de respostas neuroendocrinas como imunes, e tem
sido associada a diversas autoimunidades. O nosso objetivo foi estudar a importancia
da leptina na modulagdo da resposta imunolodgica no transplante experimental, com
especial atengao ao seu papel na plasticidade de linfocitos T e de células dendriticas
(DC). Observamos que os animais deficientes em leptina tém uma sobrevida
aumentada do enxerto de pele, uma menor porcentagem de células T CD4*, CD8" e
células T CD4'IFN-y*. Uma maior frequéncia de células T reguladoras, de células Th2
e de células Th17 também foram encontradas. Observamos uma maior diferenciacao
de células T CD4 naive em células T reguladoras e Th17 tanto em condi¢des de co-
cultivo com DC como em condigoes livres de DC, na auséncia de leptina. A
deficiéncia de leptina acarretou em uma menor capacidade proliferativa de linfdcitos
T CD4 in vivo. A transferéncia de células T CD4 de animais deficientes em leptina, em
seu receptor e de animais normais em animais Rag”’ transplantados mostrou que a
sinalizacao via receptor de leptina é importante na resposta alogénica. Além disso,
nossos dados indicam que a geracao de DC derivadas de medula Ossea, tanto
imaturas como maduras, ¢ comprometida na auséncia de leptina. Essas células
induziram uma menor proliferacao de linfocitos CD4* e maior geracao/expansao de
células T CD4'Foxp3*, CD4'IL-17* e CD4'IL-4*, tanto in vitro como in vivo. Nossos
resultados indicam que a auséncia de leptina resultou num predominio de células T
reguladoras e num padrao Th2 que, em conjunto com o perfil tolerogénico das DC,
poderiam ser um dos mecanismos responsaveis pela resposta imune alogénica nos
camundongos Leper/eb,

Palavras-chave: Leptina. Célula T reguladora. Th17. Transplante. Célula dendritica.



ABSTRACT

MORAES-VIEIRA, PM. Leptin: a central modulator of imune responses. 2011. 143 p.
Thesis (Doctor in Imunologia). Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Sao 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*, CD4IFN-y* 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 naive 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
LepeP°® mice graft immune response.

Key words: Leptin. Regulatory T cell. Th17. Transplantation. Dendritic cell.
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1 INTRODUCAO

Inicialmente considerado como um tecido inerte e com funcao de
armazenamento de energia, o tecido adiposo tem se mostrado importante na
regulacao de diversos processos patoldgicos e fisioldgicos.

A obesidade, um dos problemas mais comuns de saude publica nos dias
atuais, é um fator de risco para o desenvolvimento de diversas patologias, como
arteriosclerose, diabetes e sindrome metabolica (Djiane e Attig, 2008; Feuerer et al.,
2009). Além da associagao entre a obesidade e algumas doengas, interacoes
importantes existem entre o metabolismo e o sistema imune, sendo essas interagoes
orquestradas por uma complexa rede de fatores soltveis derivados tanto de células
do sistema imune como do tecido adiposo.

A obesidade esta associada a um estado pro-inflamatorio sendo que alguns
marcadores de inflamagao mostram-se elevados em individuos obesos (Posey et al.,
2008). Dentre esses fatores, destacam-se algumas adipocinas que contribuem para um
estado de leve inflamagao em individuos obesos, como leptina, IL-6 e TNF (Bastard
et al,, 2006). O termo adipocina € usado para descrever uma citocina produzida
principalmente por adipdcitos (Maclaren, Cui e Cianflone, 2008). As adipocinas, além
de serem produzidas pelos adipocitos, sao moduladas e produzidas por macrofagos
infiltrantes (Li et al., 2007). Dentre as adipocinas, a leptina tem despertado grande
interesse pela comunidade cientifica devido a sua capacidade de modular tanto o

metabolismo e o consumo alimentar como o sistema imunoldgico.

1.1  LEPTINA

Em meados da década de 50, Gordon Kennedy foi o primeiro a propor que
fatores circulantes gerados proporcionalmente a quantidade de depdsitos de gordura
influenciavam o consumo de alimentos e o gasto energético de forma a regularem o

peso corpdreo (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 descri¢ao de dois modelos de camundongos, um deles obeso
(ob) e o outro diabético (db) (Flier, 1995; Friedman e Halaas, 1998). Mutacoes em
homozigose nesses locus (ob/ob e db/db) causam hiperfagia e diminuicao da taxa
metabdlica. Embora estudos genéticos tenham mapeado esses genes em loci
diferentes (Chung et al., 1996; Geffroy et al., 1995; Isse et al., 1995), sua correlagao foi
sugerida por estudos de parabiose. Nesses estudos, a parabiose de animais ob/ob
tanto com animais selvagens como db/db acabavam com o fendtipo 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 contrario do observado para os animais ob/ob, os
animais db/db nao tinham seu fendtipo revertido, sugerindo que os animais db/db,
apesar de possuirem esse fator, eram insensiveis a ele. Isso levou a suposicao de que
o receptor do gene ob nao era funcional no animal db/db.

A hipdtese levantada por esses experimentos cldssicos foi confirmada quando
o gene ob foi clonado e seu produto identificado como sendo a leptina (Flier, 1995;
Friedman e Halaas, 1998). Logo apds a clonagem e identificagao do produto do gene
ob, o receptor da leptina foi clonado (Tartaglia et al., 1995). Apds a clonagem do gene
deste receptor, observou-se que o gene responsavel por sua transcri¢do possuia uma
mutacao no animal db/db (Chua et al., 1996).

Os receptores de leptina sao produtos de um tnico gene denominado de lepr
(do inglés; leptin receptor) e existem sob varias formas resultantes de splicing
alternativo e clivagens proteoliticas (Chua et al., 1997). Os receptores de leptina
podem ser subdivididos em trés categorias: forma secretada, forma curta e forma
longa (Chua et al., 1997; Tartaglia, 1997). Enquanto que as fungdes dos receptores de
leptina de forma curta nao sao bem conhecidas, a forma longa, ObRb, é fundamental
para a funcao da leptina. O ObRb é um receptor que ativa Jaks quinases induzindo a
fosforilacao e ativagao de STAT3 (do inglés; signal transducer and activator of

transcription 3) (Baumann et al., 1996) (Figura 1).
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Figura 1. Via de sinalizag¢do desencadeada pela ligagao da leptina ao seu receptor e possiveis alvos de
STAT-3 ativada pela ligagdo da leptina ao seu receptor (ObRb) em linfécitos T. A ligagdo da
leptina ao seu receptor induz o recrutamento de SHP-2 (do inglés, Src homology 2-containing
tyrosine phosphatase) e Jak2 (Janus quinase 2). A Jak2 é fosforilada e recruta e fosforila STAT-
3. O homodimero de STAT-3 migra para o nticleo e promove a transcri¢do de genes alvo. A
SHP-2 quando recrutada e ativada liga-se a Jak2 que também recruta e ativa IRS2, levando a
ativacao da via PI3K/Akt (do inglés, Phosphatidylinositol 3-kinases/Protein kinaes B — PTB). A
via PI3K/Akt culmina com a ativagdo do complexo mTor (do inglés, mammalian target of
rapamycin). A ativacdo via receptor de leptina também induz a transcrigdo, por regulagao
negativa, de SOCS3 (do inglés, suppressor of cytokine signaling 3) que promove a inibi¢ao da
fosforilagdo de STAT-3. Foxp3 - forkhead box P3; RORC - retinoid-related orphan receptor
gamma, codifica a proteina RORYT.

Apos esses estudos iniciais, sabe-se, hoje, que a leptina é um hormoénio
peptidico, ndo glicosilado, pertencente a classe I da superfamilia das citocinas,
sintetizado principalmente por adipocitos e que, via sua a¢dao no hipotalamo, regula
o apetite e o gasto energético (Halaas et al.,, 1995). Niveis circulantes de leptina

correlacionam-se diretamente com a quantidade de tecido adiposo (Considine et al.,
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1996). A leptina € uma citocina com caracteristicas hormonais e fung¢des pleiotrdpicas

(Lago et al., 2007).

1.2  LEPTINA E O CONTROLE DA FOME

EspeculacOes filosdficas 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. Hipdteses mais especificas foram feitas por
Galen (A.D. 138-201), o qual descreveu o estdmago como o responsavel 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 intoleravel
devido ao estdmago vazio, conforme também referenciado por Mayer e Thomas
(Mayer e Thomas, 1967).

Ainda, o hipotalamo foi inicialmente implicado no controle do consumo
alimentar e obesidade pela primeira descri¢ao clinica de que uma lesdao no eixo
hipotalamo-pituitdria resultou em obesidade, ha mais de 170 anos por Bernhard
Mohr (Brobeck, 1946). Na virada do século passado, Joseph Babinski e Alfred Frolich
também descreveram que uma condi¢do de obesidade e desenvolvimento sexual
retardado era atribuido a lesao 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 sindrome de Frohlich (também conhecida
como distrofia adiposo-genital) era devido a lesdes hipotalamicas, conforme
referenciado por Brooks (Brooks, 1988). Embora esses achados indicassem o
hipotalamo como centro controlador do consumo de alimentos, somente na década
de 40, Hetherington e Ranson descreveram que lesdes hipotalamicas no ntcleo
paraventricular levavam a obesidade (Brooks, 1988). Anand e colaboradores
denominaram esse efeito de sindrome de hiperfagia hipotalamica (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 a¢ao no hipotalamo (Boguszewski, Paz-
Filho e Velloso, 2010). O nucleo arqueado hipotalamico é o principal sitio de
sinalizacao da leptina e, consequentemente, da resisténcia a leptina (Mercer et al.,
1996a; Mercer et al., 1996b; Velloso, Araujo e De Souza, 2008). No nucleo arqueado
hipotalamico, existem duas populagdes de neurdnios responsivos a leptina (Cone,
2005). A primeira populacdo neuronal expressa dois potentes peptideos
estimuladores do apetite (orexigeno), o AgRP (do inglés; agonist Agouti-related peptide)
e o Neuropeptideo Y (NPY). A segunda classe de neurdnios expressa o peptideo
POMC (do inglés, pro-opiomelanocortin) e transcritos regulados pela anfetamina e
cocaina (CART; do inglés, cocaine- and amphetamine-requlated transcript) (Flier, 2004).
Esses neurdnios se projetam para neurdnios tidos como de “segunda ordem”
localizados no nucleo paraventricular.

A leptina inibe os neurdonios NPY/AgRP e o déficit energético aumenta
significantemente a expressao de NPY e AgRP, os quais estimulam o comportamento
alimentar (Coll, Farooqi e O'rahilly, 2007). Em contrapartida aos neuronios
NPY/AgRP, os neurénios POMC/CART sao estimulados pela leptina e o déficit
energético diminui a expressao de POMC (Lopez, Lelliott e Vidal-Puig, 2007).
Embora a deficiéncia em CART nado pareca influenciar o balango energético,
peptideos POMC desempenham um papel central no comportamento alimentar em
humanos e em camundongos, sendo sua deficiéncia relacionada a hiperfagia e

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

1.3  LEPTINA E O SISTEMA IMUNE

A leptina, devido a sua agao na regulacao do metabolismo, ¢ um mediador
tanto de respostas neuroendocrinas como imunes (Guzik et al., 2007). No sistema
imune, a auséncia da leptina ou a incapacidade dessa adipocina em sinalizar via seu

receptor provoca diversas alteragdes no sistema imunoldgico. Animais Lep®/d (Chua
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et al, 1996) possuem atrofia timica e animais Lep®®®® possuem tendéncia 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 inglés: experimental autoimmune
encephalomuelitis) (Busso et al., 2002; De Rosa et al., 2006; Howard et al., 1999; Lord et
al., 1998), com mecanismos ainda nao completamente compreendidos. Algumas
acoes da leptina no sistema imune incluem a modulagao de monocitos/macrofagos,
neutrofilos, eosindfilos, basdfilos, células NK (do inglés; natural killer), células
dendriticas e linfécitos (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 ativagao de células T e
modificar o equilibrio entre as células produtoras de citocinas de perfil Thl e Th2,
tavorecendo a produgao de citocinas do padrao Thl, mostrando um papel pro-
inflamatdrio da leptina (Busso et al.,, 2002). A leptina é produzida por células
inflamatdrias e a transcri¢ao e traducao do gene da leptina sdo aumentadas por
estimulos inflamatorios como o lipopolissacarideo (LPS), a IL-18 e a IL-6 (Landman

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

14  LEPTINA E IMUNIDADE INATA

Na imunidade inata, a leptina parece atuar na ativacdo de mondcitos e
macrofagos, favorecendo sua fungdo fagocitica e a secrecao de leucotrieno B4,
cicloxigenase, oxido nitrico e citocinas pro-inflamatorias como TNF e IL-1f (Mancuso
et al, 2002; Zarkesh-Esfahani et al, 2001). Nos neutrofilos, a leptina induz
quimiotaxia e liberacao de radicais de oxigénio, sendo que em humanos esses efeitos
parecem ser indiretos via a producao de TNF pelos macréfagos (Caldefie-Chezet et
al., 2001; Caldefie-Chezet, Poulin e Vasson, 2003; Zarkesh-Esfahani et al., 2004). Além
disso, animais obesos apresentam uma resposta inflamatoria prolongada e
aumentada na peritonite induzida por zimozan, caracterizada por elevados niveis de

IL-6 (Pini et al., 2008). Também foi relatado, por esses mesmos pesquisadores, no
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mesmo modelo, um maior infiltrado neutrofilico nos animais obesos, deficientes em
leptina, e maior producao IL-17 na cavidade peritoneal, sendo os neutrdfilos os
principais produtores de IL-17. Essa produgao de IL-17 contribui para o processo
inflamatdrio, sendo inibida pela adi¢ao de leptina recombinante em animais Lep©b°®
(Pini e Fantuzzi, 2010).

Nas células NK, a leptina afeta a sua ativagao e desenvolvimento, tanto in vitro
como in vivo (Tian et al.,, 2002; Zhao et al., 2003). Como as células NK expressam
ODbRb e camundongos Lep®'@® possuem um déficit de células NK é provavel que a
leptina influencie tanto o desenvolvimento como a manutencao dessas células, in
vivo. Um importante papel de ObRb nas células NK é promover sua fungao citotdxica
via a ativagao de STAT3, além da transcrigao de IL-2 e perforinas (Siegmund et al.,
2002; Tian et al., 2002; Zhao et al., 2003).

Outra populagao celular de grande importancia na regulacao da resposta
imune, que também tem a sua funcdo modulada pela leptina, sdao as células
dendriticas (DC; do inglés, dendritic cell). Dois trabalhos, um utilizando animais
Lep°b*® e outro animais Lep?/®, relataram diferentes resultados em relacao a agao da
leptina na modulagao de DC obtidas de medula 6ssea (Lam et al., 2006; Macia et al.,
2006) . Macia e colaboradores, usando medula dssea de animais Lep°”*® mostraram
que nao havia diferengas fenotipicas entre DC de animais Lep®*® comparativamente
a animais selvagens (Macia et al.,, 2006). Em contrapartida, Lam e colaboradores
descreveram que DC derivadas de medula dssea de animais Lep®/?® apresentavam
menor expressao de moléculas coestimuladoras comparativamente a animais
selvagens (Lam et al., 2006).

Outros dados foram encontrados em relacdo a acdo da leptina nas DCs.
Conforme descrito, apesar das DCs de animais Lep®®°® apresentarem caracteristicas
fenotipicas normais, essas DCs eram menos potentes na indugao de proliferacao
alogénica de células T e animais Lep®°® tinham um ntmero diminuido de DC da
epiderme, as células de Langerhans, sendo essa quantidade restaurada pela

administracdo de leptina exdgena (Macia et al.,, 2006). Esse estudo, apesar de
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sugerir, nao 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
Ossea de animais Lep?®® tinham reduzida sobrevivéncia e maturagao (Lam et al,

2006).

1.5  LEPTINA E IMUNIDADE ADAPTATIVA

Na imunidade adaptativa, a influéncia da leptina tem sido mais estudada nas
células T CD4". A leptina aumenta a ativagao de células T CD4* e sua migracao para
sitios de inflamagao, possivelmente devido a um aumento na expressao de moléculas
de adesao, como ICAM (do inglés, intercellular adhension molecules) e VLA2 (do inglés,
very late antigen 2) em resposta ao IFNy (Lord et al., 1998).

A privagao de energia em camundongos Lep°® causa uma diminuicao da
concentragao sérica da leptina que é acompanhada por uma redugdo nas reagoes de
hipersensibilidade do tipo tardia e atrofia timica, as quais sdao revertidas pela
administracao de leptina (Howard et al., 1999; Lord et al., 2001). Observou-se,
posteriormente, que a leptina inibe a atrofia timica possivelmente por inibir a
apoptose de timocitos independentemente da via JAK-2 e dependentemente das vias
IRS-1 e PI3K (Mansour et al., 2006).

Animais Lep°”® secretam menos IL-2, IFNy, TNF e IL-18 e mais IL-4 e IL10,
ap0s estimulo mitogénico, fator que pode levar esses animais a serem resistentes a
algumas doengas 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 antigeno (Ozata, Ozdemir e Licinio, 1999),
embora atualmente sabe-se que as células Th17 desempenham um papel central
nessas doengas autoimunes, conforme sera descrito posteriormente.

Apesar da leptina ser tida como uma adipocina que favoreca um perfil Thl e,
sua auséncia a uma mudanga para um perfil Th2, recentemente foi investigado, de

fato, o papel da leptina na polarizacao Th1l versus Th2 (Batra et al., 2010). Batra e
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colaboradores descreveram que a presenca de leptina induzia um aumento na
producao de IFN-y durante a polarizagao Thl e, durante a polarizacao Th2, suprimia
a producao de IL-4. Apesar desses dados obtidos com experimentos in vitro, a
auséncia de leptina em animais Lep®® induziu protecao tanto da inflamacao

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

1.6  LEPTINA, CELULAS T REGULADORAS E TH17

O paradigma entre as células Th1/Th2 forneceu uma importante descricao a
respeito da regulacao mutua entre esses dois subtipos celulares no sistema imune,
contudo existem muitos dados que ndo podem ser explicados por essa relagao. A
descoberta das células Thl7 e sua participacdo nas doengas autoimunes foi um
importante fator na quebra desse paradigma.

As células Thl foram implicadas na patogénese de muitas doengas
autoimunes, como esclerose multipla e artrite reumatdide. Entretanto, resultados
obtidos com a neutralizacao da IL-12 e do IFN-y ou mesmo com o uso de animais
knockouts para essas citocinas mostraram diferentes efeitos na inducao de EAE,
modelo animal para a doenga humana esclerose multipla (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-y eram mais
sensiveis. A identificacao da IL-23, que é constituida pela subunidade p40 da IL-12
em conjunto com a cadeia p19, levou a varios questionamentos a respeito do papel
da IL-12, IL-23 e das células Th1l no desenvolvimento da EAE (Cua et al., 2003). Foi
verificado, posteriormente, que a IL-23 desempenha um papel central na indugao da
EAE e, devido a relagao entre a IL-23 e a expressao de IL-17, uma nova linhagem de
célula T foi identificada, a Th17 (Harrington et al., 2005; Park et al., 2005).

As células Th17 sao distintas das células Th1 e Th2 baseada na evidéncia de que
as c€lulas Th17 nao produzem as citocinas classicas de um perfil Thl ou Th2 e

expressam niveis baixos de T-bet (fator de transcri¢ao de células Thl) e GATA-3
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(fator de transcricao de células Th2) (Zhou e Littman, 2009). Outro ponto é as
citocinas IL-4 e IFN-y suprimirem a diferenciacao de células Th17 (Harrington et al.,
2005; Park et al., 2005). Seguindo-se esses estudos iniciais, o fator de transcri¢ao
RORyT (do inglés, Related Orphan Receptor y) foi identificado como regulador de
células Th17 (Ivanov et al., 2006).

As células Th17 sao inibidas por IFN-y e IL-27, citocinas secretadas por células
Thl, e atuam como mediadoras do recrutamento de neutrofilos para os sitios de
inflamagao, sendo dependentes de IL-23 para sua sobrevivéncia e manutencao
(Ivanov, Zhou e Littman, 2007; Mcgeachy e Cua, 2008). Apesar de alguns
pesquisadores apontarem a IL-23 como um fator importante apenas para a expansao
de células Th17, foi mostrado que a IL-23 é necessdria para promover um fenotipo
patogénico as células Thl7, confirmando os estudos iniciais sobre a funcao
indispensavel de IL-23 nos modelos de doengas 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 diferenciacao de
células T reguladoras e Th17 (Bettelli et al., 2006; Mucida et al., 2007). A diferenciacao
de células Thl7, in vitro, pode ser induzida, a partir de células T CD4*, por
estimulacdo do TCR em conjunto com fator de crescimento transformador  (TGF-f;
do inglés, Transforming Growth Factor ) e IL-6 (Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006;
Veldhoen et al., 2006) e a diferenciacao de células T reguladoras por estimula¢ao do
TCR em conjunto com TGF-f (Tone et al., 2008). Entretanto, recentemente foi descrito
que TGF- nao é essencial para o desenvolvimento de células Th17, sendo necessario
apenas para suprimir os fatores de transcri¢ao 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 rejeicao do enxerto ainda nao foi bem
avaliado. Contudo, sua relevancia em modelos de hipersensibilidade mediada por
células, como em doengas auto-imunes, ja havia sido bem descrita (Busso et al., 2002;
De Rosa et al., 2006). Também nao existem dados na literatura de como a leptina

poderia modular a diferenciacao 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 identificacao das
células T reguladoras CD4*CD25*, que a existéncia destas células supressoras passou
a ter uma aceitagao maior por parte dos pesquisadores (Sakaguchi et al., 1995).

Os diversos mecanismos responsaveis pela manutencdo da homeostase
imunoldgica tém despertado interesse da comunidade cientifica. Uma variedade de
células tem sido descritas por apresentarem uma atividade reguladora. Groux e
colaboradores descreveram que células T antigeno-especificas tém a capacidade de
suprimir a proliferacao de células T CD4*, em resposta a um determinado antigeno,
prevenindo a ocorréncia de colite auto-imune em camundongos SCID (modelo de
imunodeficiéncia severa combinada, em camundongos; do inglés, 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 caracteristica reguladora, células T auxiliares do tipo 3 (do inglés, T
helper 3, Th3), capazes de inibir a proliferacao de clones de células T por meio do
TGF-B (Chen et al., 1994). Posteriormente, Sakaguchi e colaboradores identificaram,
em 1995, um terceiro tipo de células T CD4*, expressando a cadeia o do receptor de
IL-2, com capacidade de controlar células T auto-reativas in vitro e in vivo.

A essas células foi atribuido o nome de células T reguladoras naturais e,
atualmente, é a populacdo 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 proliferacao e a resposta efetora de
células T CD4'CD25, células T CDS8*, células B, células NK, mastocitos, DC,

neutroéfilos, entre outros, tanto in vitro como in vivo (Piccirillo e Shevach, 2001;
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Shevach, 2009). Logo, células T com caracteristicas reguladoras também foram
encontradas em humanos (Dieckmann et al., 2001).

As células T reguladoras possuem uma alta expressao do fator de transcrigao
chamado Foxp3 (do inglés, Forkhead Box P3) (Hori, Nomura e Sakaguchi, 2003). O
Foxp3 é um fator da proteina escurfina pertencendo a familia de fatores de
transcricao forkhead (Li, Weidenfeld e Morrisey, 2004).

A manutencao e sobrevivéncia das células T CD4* CD25'Foxp3* é regulada por
IL-2. O uso de anticorpos anti-IL-2 anula completamente a fungao supressora destas
células, in vitro (Setoguchi et al., 2005). Esses autores também demonstraram que a
neutralizacdo de IL-2, in wvivo, inibe a proliferagio homeostatica de células T
CD4*CD25* periféricas em animais linfopénicos.

Diversas moléculas de superficie 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 inglés: Lymphocyte activation
gene-3) (Huang et al., 2004) GITR (do inglés: Glucocorticoid Induced Tumor Necrosis
Factor Family-Releted Receptor) (Mchugh et al., 2002), receptores de quimiocinas CCR4
e CCRS (lellem et al., 2001), L-selectina (Taylor et al., 2004), CD73, CD39, galectina-1,
FR4 (do inglés, 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 soluveis como o TGF-f 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 supressao, mediados
pelas células T reguladoras, tém surgido. Uma forma de supressao 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 deplecao
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 d4 uma vantagem competitiva com
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outras células do sistema imune, além de fornecer um mecanismo de supressao
adicional, a secrecao de IL-10 induzida por IL-2 (De La Rosa et al., 2004). Outro

mecanismo de supressdao descrito ¢ mediado pelo cAMP (do inglés, Cyclic adenosine

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

reguladoras tém altas concentragoes de cAMP e, por meio de jungdes 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 nao ¢é
completamente conhecido, mas parece estar relacionado com a inibi¢ao da producao
de IL-2 mediada pela ICER (do inglés: 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 supressao mediado pelas células T reguladoras. A regulacao do catabolismo
extracelular de ATP, pelas células T reguladoras, leva a geragao de adenosina. O
passo inicial é realizado pelo CD39 que quebra ATP em ADP e ADP em AMP. O
AMP é rapidamente degradado em nucleotideo pelo CD73. A adenosina gera seus
efeitos supressores ao se ligar em receptores purinérgicos acoplados a proteina G, o
receptor A2A, presente em células T, (Deaglio et al., 2007).

Novos trabalhos associaram mais complexidade as fung¢des supressoras das
células T reguladoras. Sugeriu-se que a célula T reguladora, para exercer sua funcao
supressora e migrar para o foco inflamatorio frente a respostas do padrao Thl, Th2
ou Th17, precisa co-expressar o Foxp3 e os fatores de transcri¢cao T-bet (padrao Thl),
IRF-4 (padrao Th2) ou STAT-3 (padrao Th17), de acordo com o padrao inflamatdrio
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 sao os caminhos para a tolerancia e para a regulagao imune.

Recentemente, dois estudos descreveram a agao da leptina nas células T
reguladoras. Taleb e colaboradores mostraram que a deficiéncia de leptina levou a
um aumento da expressao de Foxp3 e células T CD4'CD25%, na quantidade dessas

células no baco de animais Lep® e a uma maior capacidade supressora. A
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transferéncia de células T reguladoras de um animal Lep juntamente com
esplendcitos de animais deficientes em células T reguladoras para um animal Rag”
resultou em uma reducao da lesdo vascular e uma inibi¢ao da producao de IFN-y
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 proliferacao de células T reguladoras. A neutralizagao de leptina aumenta a
proliferacao de células T reguladoras estimuladas in vitro com anti-CD3 e anti-CD28,
dependentemente de IL-2 e, in vivo, a deficiéncia de leptina promoveu uma maior
proliferacao de células T reguladoras e manutengao de sua fungao supressora (De
Rosa et al., 2007).

Apesar das células T reguladoras estarem relacionadas a indugao e a
manutencao de tolerancia ao enxerto, inexiste na literatura dados de como a
deficiéncia de leptina poderia, por meio das células T reguladoras, levar a um estado
de tolerancia a um 6rgao transplantado. O estudo da interacao da leptina com a
funcao e manutencao das células T reguladoras, no contexto do transplante, pode
ajudar no estabelecimento de novas imunoterapias para condi¢oes caracterizadas por
uma reducao do numero de células T reguladoras, como observado em processos de

rejeicao cronica (Moraes-Vieira et al., 2010).

1.7 mTOR, LEPTINA E SISTEMA IMUNE

A proteina quinase mTOR (do inglés, mammalain target of rapamycin) é um
membro filogeneticamente conservado da familia das quinases PI3K
(fosfatidilinositol-3-OH quinase) possuindo um papel central na regulagao do
metabolismo, sintese protéica, balango energético, proliferacao e sobrevivéncia
celular (Maya-Monteiro e Bozza, 2008; Papatriantafyllou, 2011, Powell e Delgoffe,

2010). A quinase mTOR detecta alteracoes e moléculas no microambiente extracelular
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e intracelular como aminoacidos, insulina, fatores de crescimento, como a leptina, e
integra esses sinais para regular o metabolismo celular (Hay e Sonenberg, 2004). O
mTOR forma o nucleo de dois complexos distintos de sinalizagao, sendo que suas
ativagoes sao reguladas de formas distintas. O complexo mTORC1 contém a proteina
Raptor (do ingleés, requlatory associated protein of mTOR), assim como as subunidades
mLST8 (conhecida como, GPL), PRAS40 (conhecida como AKT1S) e DEPTOR
(conhecido como DEPDC6; do inglés, DEP domain-containing protein 6) (Laplante e
Sabatini, 2009). A ativagao de mTORC1 é mediada pelas quinases PI3K, PDK1 (do
inglés, Pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 1) e Akt. Esse complexo, quando ativado,
promove a fosforilagao de reguladores traducionais S6 (proteina ribossdmica) e 4E-
BP1 (do inglés, Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1) e é tido como
tendo um papel central na regulacdo do crescimento celular e proliferagao por
modular o metabolismo celular. Enquanto S6, quando fosforilada (pS6) ¢ ativada, a
proteina 4E-BP1 quando fosforilada por mTOR é direcionada para a degradagao. O
segundo complexo de sinalizagdo de mTOR, mTORC2, consiste de mLST8, da
proteina Rictor (do inglés, rapamycin-insensitive companion of mTOR) e das
subunidades mSIN1 (do inglés, mammalian stress-activated protein kinase interacting
protein 1) e Protor (do inglés, protein observed with Rictor-1) (Laplante e Sabatini, 2009).
A ativacao de mTORC2 pode ser mensurada pela fosforilagdo de um residuo
hidrofdbico de Akt na serina 473 e em outras quinases da familia AGC (quinases A,
G e C) (Guertin et al., 2006). A via de sinalizagao que leva a ativagado do mTORC2
ainda nao é conhecida, assim como as conseqiiéncias fisioldgicas distintas de cada
complexo de mTOR.

Um importante papel de mTOR na percepcao do “microambiente”
imunologico vem ganhando destaque. Células T CD4+ que ndo sao capazes de
sinalizar via mTOR nao se diferenciam em células efetoras e condi¢des polarizantes
(Delgofte et al., 2009). Em contrapartida, esses autores mostraram que na auséncia de
sinalizacao via mTOR, as células T CD4+ se tornam reguladoras. Essa menor

eficiéncia em se diferenciar em células T efetoras ¢ relacionada a uma menor ativagao
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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
diferenciacdo tanto de células Thl como de células Th2 efetoras requerem a
sinalizagao via mTORCI1, enquanto que a diferenciacao para células Th2 foi mantida
na auséncia de mTORC1 (Delgoffe et al., 2011). Esses autores também descreveram
que na auséncia de mTORC1, animais ficam resistentes a indugao de EAE e que
embora as células se diferenciem mais facilmente para um perfil Thl, elas mantém a
capacidade de se diferenciarem tanto para Thl como Th17, uma vez que a sinaliza¢ao
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 balanco da ativagao dos
complexos mTORC1 e mTORC2.

Mudangas no microambiente influenciam diretamente o status energético
intracelular. Nesse contexto, a leptina poderia agir como um fator que detectaria
alteragdes 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 proliferacao de células T reguladoras (De Rosa et al., 2007). Além
disso, a neutralizacao da leptina ou de seu receptor durante a ativagao 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 responsavel pela
hiporreatividade das células T reguladoras (Procaccini et al.,, 2010). Esses autores
também descreveram que, apesar da inibicao transiente de mTOR pela rapamicina
reduzir a proliferacdo de células T efetoras CD4'CD25, essa condigao leva a
proliferacao de células T reguladoras funcionais.

Ademais, a leptina modula a sobrevivéncia de células T CD4* autorreativas
pela da via de sinalizagao de mTOR. Nesse contexto, animais Lep°®°* sao protegidos
da EAE induzida pela transferéncia adotiva de células T CD4* MOGss.ss autorreativas,
devido a baixa sobrevivéncia dessas células, apresentando uma baixa producao de
citocinas Th1/Th17 (Galgani et al., 2010). Importante ressaltar que essa caracteristica

foi acompanhada por uma inativacao da via Akt-mTOR, a qual poderia ser reativada
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pela administragao, in vivo, de leptina recombinante, induzindo a ativacado de mTOR
em células T CD4*transferidas, aumentando sua sobrevivéncia (Galgani et al., 2010).

Assim, a ativagdo de mTOR mediada pela leptina indica que existe um
suprimento energético sistémico suficiente para manter uma resposta imune
adequada e, em contrapartida, baixos niveis de leptina sinalizariam para o sistema
que as reservas energéticas estariam baixas e, por isso, limitar as respostas imunes
tornar-se-ia essencial. A acao da leptina nas células T reguladoras se enquadraria
perfeitamente nessa hipotese.

A via de sinalizagdo 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
antifungico (Vezina, Kudelski e Sehgal, 1975). A rapamicina tem uma seletividade
por seu alvo molecular, o mTOR. A rapamicina tem uma grande importancia devido
a sua capacidade imunossupressora, atribuida essencialmente a inibicao da
expansao/proliferacao de linfocitos (Janes e Fruman, 2009). Entretanto, mTOR
também é encontrado em células que nao proliferam ou proliferam pouco, incluindo
macrofagos e DC. Nesse contexto, a ativagao da via PI3k em macrofagos e em DC
mieldides atenua a producao de citocinas pro-inflamatorias como a IL-12, enquanto
promove a producao de citocinas anti-inflamatoria, como a IL-10 (Fukao et al., 2002;
Guha e Mackman, 2002). Em contraste, a via PI3K promove a sintese de interferons
do tipo I em DC plasmocitdides (Guiducci et al., 2008). A exposicao a rapamicina
prolongada tanto in vitro como in vivo suprime a geragao de DC mieldides, sua
maturagao e sua capacidade em estimular linfocitos T (Hackstein et al., 2003; Taner et
al., 2005; Turnquist et al., 2007).

Células dendriticas derivadas de medula 6ssea (BMDC; do inglés, bone marrow
derived dendritic cells) maduras geradas na presenga de rapamicina expressam baixos
niveis de MHC-II e moléculas co-estimuladoras, mesmo apds ativagao com agonistas
de TLR (receptores do tipo toll; do inglés, toll like receptor) e CD40 (Hackstein et al.,

2003; Turnquist et al.,, 2007). Apesar dessas caracteristicas, BMDC geradas na
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presenca de rapamicina induzem maiores quantidades de células T reguladoras. Em
discordancia com esses dados, a inibicao de mTOR foi implicada com a secrecao de
citocinas proé-inflamatorias. A exposicdo a rapamicina antes da ativacdo de TLR
reduz a secrecao de IL-10, promovendo uma elevagao na produgao de IL-12 (Ohtani
et al., 2008; Schmitz et al., 2008). DC ativadas nesse contexto sao 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 CD86°%, ndao sao capazes de induzir
células Thl (Turnquist et al., 2010). Esses autores ainda descreveram que a atividade
aumentada de GSK-3 (do inglés, glycogen synthase kinase-3) e a produgao de IL12 eram
essenciais para que as DC ativadas com LPS e tratadas com rapamicina induzissem a
expressao de Foxp3 em células T CD4* (Turnquist et al., 2010). Assim, o efeito da
rapamicina na func¢ao das DC ainda parece ser pouco conhecida bem como sua via

de sinalizagdo ativada pela leptina envolvida na modulagao da fungao destas células.

1.8 TRANSPLANTE

Diversos protocolos para inducgao de tolerancia ao aloenxerto tém sido bem
sucedidos em modelos experimentais animais. Além disso, os avangos do
conhecimento celular e molecular sobre a imunobiologia da reposta ao
alotransplante, tanto na rejeicio como em estados de nao rejeicao e tolerancia, tém
contribuido para a melhor compreensao sobre os mecanismos envolvidos na
regulacao da resposta inflamatodria ao enxerto. Diversos protocolos para induzir
tolerancia no contexto do transplante ja foram testados em modelos experimentais,
como por exemplo, transfusao doador-especifica, inje¢ao intratimica de aloantigeno,
administracdo endovenosa e oral de aloantigeno, 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 tolerancia ao aloenxerto parece ser induzida e mantida através de varios
mecanismos que podem atuar em conjunto, como anergia, delecao periférica e
mecanismos ativos, mediados por células reguladoras (Jiang et al., 2006; Lechler et
al., 2001; Lechler, Ng e Camara, 2001; Li, 2010). A tolerancia ao aloenxerto mediada
por células reguladoras tem sido caracterizada em varios modelos de transplante. Ha
relatos de que a supressao mediada por estas células pode ser alcancada através de
diversos mecanismos, como pela acao de citocinas anti-inflamatdrias e tolerancia
infecciosa, caracterizada pela capacidade que determinados linfocitos tolerizados tém
de “infectar”, de tornar tolerante outros linfocitos de animais naive (Cobbold e
Waldmann, 1998; Waldmann et al.,, 2006). Devido a auséncia de dados sobre a
homeostase de células T reguladoras na auséncia de leptina em modelos de
transplante, o estudo de células T reguladoras em animais Lep°®®® e Lepdv/db
transplantados pode fornecer importantes indicios e mecanismos de como o sistema
neuroenddcrino pode atuar na modulagao da resposta imune ao enxerto.

No contexto do transplante, o equilibrio Th1/Th2 tem se mostrado importante
no desfecho do dérgao transplantado, seja em rejeicao ou tolerancia. As células do
padrao Th2 sao descritas, por diversos pesquisadores, como tendo um efeito protetor
em relacdo a processos de rejeicao do enxerto (Davidson et al., 2007; Lee et al., 2000;
Waaga et al.,, 2001). Esses dados indicam um possivel papel das células Th2 no
processo de homeostase do enxerto. Apesar disso, nao ha na literatura estudos de
como a auséncia da leptina e/ou sua modulagao poderia agir no contexto do
transplante. Uma polarizacao para um perfil Th2, na auséncia da leptina ou por meio
de sua neutralizagao, poderia auxiliar no estabelecimento de um estado de nao
agressao ao enxerto e fornecer subsidios que auxiliem no entendimento de como a
resposta alogénica € regulada em individuos obesos.

Finalmente, do ponto de vista experimental, a auséncia de leptina pode ser
revertida com o transplante de tecido adiposo. Como a principal fonte de leptina é o
tecido adiposo, o transplante de adipodcitos de um animal normal para um recipiente

Lep°b*® promove uma redugao do peso e ingestao de alimento, redugao de insulina,
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glicose e corticosteroides e restabelecimento da fertilidade em animais Lep°*°®, apesar
dos niveis de leptina séricos serem apenas 20% de um animal saudavel (Barros et al.,
2009; Klebanov et al.,, 2005). O transplante de adipocitos também foi capaz de
melhorar a celularidade do timo e do baco e de restaurar a inflamacao intestinal em

animais Lep®®® (Sennello et al., 2006).
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CONCLUSOES

A hiperleptinemia associada a obesidade, mas nao a obesidade per se, ¢ um
fator de risco para a perda do enxerto.

Ambos os linfécitos T CD4* e as células dendriticas contribuem para a maior
sobrevida do enxerto de pele na auséncia de sinalizacao via leptina.

Na auseéncia de leptina, as células dendriticas possuem um perfil tolerogénico,
produzindo grandes quantidades de TGF-, menor expressao de MHC-II e
moléculas co-estimuladoras, induzindo uma menor proliferagao em células T
CD4.

Células dendriticas derivadas da medula Ossea de animais Lep® sao
potentes indutores de células T reguladoras e Th17, sendo incapazes de na
auséncia de leptina, induzir células do padrao Thl.

Células dendriticas derivadas da medula Ossea de animais Lep°”*® possuem
uma ativagao diferenciada de mTOR, com maior atividade dessa via de
sinalizagao, resultando na inibi¢ao da produgao de IL-12.

Células dendriticas derivadas de medula Ossea de animais Lep°, ativadas
por LPS e tratadas com rapamicina nao sao capazes de produzir IL-12,
indicando que na auséncia de leptina ha um defeito na DC de induzir uma
resposta do padrao Thl.

A leptina modula a resposta aloimune, atuando como um importante fator na

inducao de respostas Th1 e inibindo as células Th17, Th2 e T reguladoras.
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