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RESUMO

Takiishi T. Caracterizagdo da resposta inflamatéria no enxerto singénico e alogénico
em modelo experimental de transplante de pele [Dissertagdo]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo; 2008.

A inflamacdo é um evento intrinseco ao transplante, que induz o recrutamento de
células inflamatérias ao sitio do enxerto, se uma amplificacdo dessa reposta
inflamatoéria ocorrer, mecanismos efetores da resposta imune podem levar a
destruicdo do tecido. No presente trabalho realizou-se a caracterizag@o fenotipica e
funcional das células inflamatérias presentes no enxerto, apés o transplante alogénico
ou singénico de pele em camundongos. Os resultados obtidos mostraram diferencas
significativas na produgdo de citocinas pré e anti-inflamatoérias entre o transplante
alogénico e singénico ja nas primeiras 24 horas ap0s o transplante. Observamos que
houve produgdo aumentada de IL-10 no enxerto singénico em relagdo ao enxerto
alogénicos neste ponto, por isso, avaliamos a importancia da IL-10 no aceite de
enxertos. Para tal, camundongos IL-10 competentes (C57BI6/IL-10""*) ou IL-10
deficientes (C57BI6/IL-107") foram transplantados. Na auséncia de IL-10, a rejeicéo de
enxertos alogénicos foi acelerada e surpreendentemente 61% dos enxertos
singénicos nédo foi aceita. Além disso, a fonte de producgéo de IL-10 parecer influenciar
0 aceite dos transplantes singénicos, uma vez que 0s enxertos provenientes de
doadores C57BI6/IL-10"" apresentaram aceite melhor do que enxertos provenientes
de doadores C57BI6/IL-10". Como esses dados apontam a existéncia de uma
regulacdo da resposta inflamatéria no enxerto singénico, foram realizados
experimentos em que a pele singénica foi transplantada, simultaneamente ou com um
intervalo de 24 horas, junto a pele alogénica em um mesmo receptor. De fato, foi
observado que quando o transplante simultaneo dos enxertos era realizado, houve
um aumento de sobrevida do enxerto alogénico em comparagdo com transplantes
alogénicos transplantados sozinhos (16 dias x 8,5 dias) enquanto que com um
intervalo de 24 horas entre os transplantes ndo houve aumento significativo da
sobrevida do enxerto alogénico. Esses dados sugerem que, dentro de um intervalo de
24 horas pos-transplante, mecanismos reguladores da resposta imune ao enxerto
singénico poderiam modular a resposta inflamatodria e/ou aos aloantigenos e retardar

0 processo de rejeicao.

Palavras-chave: Transplante. Rejeicdo. Células Inflamatérias. IL-10.



ABSTRACT

Takiishi T. Characterization of the inflammatory response in the singeneic and
allogeneic graft in an experimental model of skin transplantation. [Master thesis]. S&o
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2008.

Inflammation is an intrinsic event in transplantation which is ignited by the damage
caused during surgery. When an amplification of the inflammatory response occurs,
effector mechanisms of the immune response this could lead to graft destruction due
to. Studying the inflammatory context developed after transplant is of the upmost
importance for a better understanding of its participation in the rejection of grafts. In
the present work, functional and phenotypical characterization of inflammatory cells
present in the graft was performed, after alogeneic or syngeneic skin transplantation in
mice. The data shows that as early as 24 hours after transplant, significant differences
in the production of pro and anti-inflammatory cytokines can be observed between the
allogeneic and syngeneic grafts, being that a higher production of IL-10 was observed
in the syngeneic graft when compared to the allogeneic graft at this point of 24. In
order to evaluate the importance of IL-10 in the acceptance of grafts, IL-10 competent
mice or IL-10 deficient mice were grafted. In the absence of IL-10, rejection of
allografts was faster and surprisingly 61% of syngeneic grafts were not accepted.
Furthermore, the production of IL-10 by cells that are present in the graft seems to be
more important for acceptance, than the production of IL-10 by the receptor, once

+/+

grafts provenient from C57BI6/IL-10"" donors presented better acceptance than grafts
provenient from C57BI6/IL-107 mice. This data suggests that there is a regulatory
response of inflammation within the syngeneic graft, therefore, to investigate whether it
would be possible to modulate the immune response against the allogeneic graft, the
singeneic graft was transplanted, simultaneously or with a 24 hour interval, with the
allogeneic graft into the same receptor. When transplanted simultaneously to the
syngeneic graft, the allograft showed prolonged survival in comparison to allogenic
grafts transplanted alone (16 x 8,5 days), this was not observed when there was a 24
hour interval between transplants. This data indicates that, within 24 hours post-
transplantation, regulatory mechanisms of the immune response against the
syngeneic grafts could have a modulatory effect over the inflammatory respose and/or

alloantigens, delaying the rejection process.

Key words: Transplantation. Rejection. Inflammatory cells. IL-10.
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1.1 Dados Mundiais e Nacionais de transplantes

Muitas vezes o transplante € a Unica solucdo para pacientes cujos Orgaos
sblidos estdo em estagio final de funcionamento. O numero de pacientes
transplantados tem aumentado a cada ano, e esse é um procedimento que tem se
tornado cada vez mais comum para o tratamento de algumas doencas. Apesar do
aumento no numero desses procedimentos, ele ainda é insuficiente conforme pode

ser visto na figura 1 e muitos pacientes morrem durante a espera.
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Figura 1- Numero de pacientes a espera de transplante no Brasil no ano de 2005.
FONTE: Registro Brasileiro de Transplantes, 2003.

Segundo dados da World Health Organization (WHO, 2003), cerca de 70000
transplantes de 6rgdos solidos sdo realizados anualmente, dos quais 50000 s&o
transplantes de rim. No Brasil, segundo os dados da Associacdo Médica Brasileira
(AMB, 2003) o numero de transplantes de 6rgéos solidos realizados em 1997 foi de
2.127 e cresceu para 3.916 em 2001, enquanto que sé no primeiro semestre de 2006
esse numero foi de 4825 transplantes segundo os dados do Registro Brasileiro de
Transplantes (RBT, 2006). O transplante de tecidos também é uma pratica crescente
e em 1999 nos Estados Unidos, cerca de 750.000 pessoas receberam tecido humano,

0 dobro de 1990. Estima-se que centenas de milhares de transplantes sejam

15



realizados anualmente, dentre os quais o transplante de medula e pele representam
um ndmero significativo (WHO, 2003).

Apesar de o transplante ter se tornado um procedimento médico relativamente
comum que foi possibilitado gragcas ao desenvolvimento de drogas e terapias
imunossupressoras, a rejeigcao cronica continua sendo um problema. Conforme pode
ser visto na figura 2, a maior parte dos transplantades perde a funcionalidade e séo
rejeitados com a progressdo dos anos, tornando necessaria uma nova intervencao

cirurgica.

% de Sobrevida

1 2 3 4 5 b i 8
Anos pos Transplante

[ —Parente distinto - N3o relacionado ~ Cadaver |

Figura 2- Sobrevida do enxerto renal em receptores: Parente distinto (n=365), ndo-relacionado
(n=361) e doador cadaver (n=3728), 1987-1995).

FONTE: Cia-EPM/UNIFESP.

1.2 Hist6ria dos transplantes

Devido ao seu grande potencial terapéutico a imunologia dos transplantes vem
sendo estudada hd muito tempo. Os estudos na &rea de transplantes sdo muito
antigos. Existe o relato de que em 800 a.C. um cirurgido indiano chamado Susrata
realizava transplantes a partir de pedacos de pele na tentativa de reparar narizes que
haviam sido cortados como forma de castigo (Deschamps et al., 2005). Durante
séculos cirurgides realizaram diversos tipos de tentativas de transplante, sem obter
sucesso (Kulinna-Cosentini e Bankier, 2007). Em 1597 um famoso cirurgido chamado
Gaspare Tagliocozzi disse algo que indicava a razdo para esse fracasso: “(...) 0
carater singular do individuo nos dissuadiu completamente de tentar esse trabalho

(transplante de tecidos) em outra pessoa (...)". Esse comentario realizado séculos
16



antes da Primeira Guerra Mundial foi extremamente avancado para a época, pois
somente na década de 20 os geneticistas mendelianos comegaram a esclarecer as
bases de da histocompatibilidade genética (Silverstein, 1989; Youssef et al., 2004)

E interessante observar que os primeiros trabalhos que possibilitaram desvendar
os fatores relacionados a rejeicdo ndo foram realizados por cientistas da area de
transplantes. A descoberta do complexo MHC, na década de 30, foi possibilitada
gracas aos estudos realizados por pesquisadores na area de tumores. Ao inocular
células tumorais em camundongos, esses cientistas verificavam que havia rejeicao
dos tumores, dentre esses cientistas figuraram George Snell e Peter Gorer. Na
Inglaterra, Peter Gorer descobriu um anticorpo de hemaglutinina que estava
associado com a rejeicdo dos tumores, o antigeno responsavel por desencadear essa
resposta humoral recebeu o nome de Gorer antigen Il. Nos Estados Unidos, George
Snell criou os camundongos congénicos, que sdo camundongos que diferem entre si
em apenas um locus; ele descobriu que esse locus estava associado a rejeigcdo dos
tumores e por isso nomeou esse locus “H” (de histocompatibilidade). Posteriormente,
foi identificado que o gene responsavel pela produgdo do antigeno descoberto por
Gorer estava localizado no locus de Snell, e todo o complexo de histocompatibilidade
de genes murinos ficou conhecido como H-2 (Silverstein, 1989).

Em 1943, Peter Medawar e Thomas Gibson publicaram seu primeiro estudo
sobre o problema da rejeicdo de peles alogénicas, iniciando a era moderna dos
estudos sobre transplante. Quinze anos depois Medawar, Brent e Billingham
publicaram o primeiro trabalho em que foi mostrada a obteng&o da tolerancia a peles
transplantadas na auséncia de imunossupressores, através da inoculagdo de alo-

antigenos no receptor em seu periodo de desenvolvimento embrionario.

1.3 Rejeigcéo

Desde entdo mais de 60 anos se passaram e apesar do desenvolvimento de
drogas e terapias imunossupressoras mais eficientes ainda ndo se conseguiu atingir
um nivel satisfatério de aceite e tolerdncia aos transplantes. A rejeicdo cronica,
principalmente, € um problema recorrente dos transplantes. Além disso, existem
efeitos colaterais graves causados pela terapia de imunossupressédo a longo prazo

(Kingsley et al., 2007).
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No caso do transplante de pele, especificamente, por se tratar de um o6rgéo
muito imunogénico, o aceite de peles alogénicas € extremamente dificil e apesar dos
diversos estudos na area, 0s mecanismos que tornam a pele mais susceptivel a
rejeicdo ainda ndo séo totalmente claros (Horner et al., 2008).

Em 2001 Jones et al realizou um trabalho comparando a susceptibilidade de
enxertos alogénicos de coragdo, peles e ilhotas pancreaticas a rejeicdo mediada por
células T. Seu trabalho mostra que 1x10° linfécitos T antigeno-especificos eram
capazes de mediar a rejeicdo de enxertos de pele e ilhotas enquanto para rejeigcdo do
coracao eram necessarios 6x10° linfocitos T. O seu trabalho, no entanto, ndo foi
capaz de elucidar a raz@o pela qual esse numero tdo pequeno de linfocitos T foi
capaz de mediar rejeicdo aos enxertos de pele e ilhotas, quando, ao contrario do
esperado, a detecgcdo dessas células nestes 6rgédos foi mais tardia em comparacao
com os enxertos cardiacos (3 dias x 7 dias) e nao foi detectada proliferagédo de células
T aloreativas no bago doas animais apos transplantes de pele ou ilhotas enquanto
apos o transplante cardiaco a proliferagdo destas células foi alta (Jones et al., 2001).

Alguns trabalhos sugerem que a grande quantidade de células de langerhans na
pele contribuiria para sua maior susceptibilidade a rejeicdo. Apds o transplante, essas
células se ativariam e migrariam para linfonodos drenantes onde promoveriam a
estimulacdo e ativagdo de linfocitos T (Larsen et al., 1990; Richters et al., 1999). Outro
fator que pode contribuir para sua imunogenicidade é a presenca de queratindcitos,
estas células podem secretar uma série de citocinas inflamatérias e expressar
moléculas de adesdo, além de uma alta concentragdo de glicoproteinas da matriz
extracelular que podem facilmente atrair e fixar células T ativadas (Barclay e Mason,
1982; Berg et al., 1991; Kupiec-Weglinski et al., 1997).

Apesar de todas as questdes envolvendo a rejeicdo de peles, em novembro de
2007 foi realizado o primeiro transplante parcial de face que 18 meses apoés a cirurgia
ainda mantinha-se viavel. Este, no entanto ja sofreu dois episédios de rejeicdo aguda
que foram contornados com imunossupressores, portanto é importante considerar de
que este tipo de transplante se trata de um caso Unico e ndo esta livre de
complicagBes; o enxerto apresenta eritema e hiperplasia e, além disso, o regime
inicial de imunossupressédo provocou diminuicdo das funcgdes renais da paciente
(Dubernard et al., 2007).

Fendmenos como hiperplasia e contracdo do enxerto causada por fibrose séo

complicagBes comuns apoés transplantes de pele e podem levar a perda parcial ou
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total da funcionalidade do enxerto (Leibovitch et al., 2005). Em 1943, Medawar ja
relatara o fendbmeno de contracdo e formacgdo de tecido granuloso em parte de
enxertos de pele autdlogos transplantados em uma paciente (Gibson e Medawar,
1943).

1.4 Neutré6filos

O processo de rejeicdo envolve mecanismos complexos e populacdes celulares
diversificadas. O inicio desse processo ocorre através de sinais de perigo induzidos
por danos teciduais durante o processo cirirgico. Esse dano induz a produgéo de
proteinas induzidas por estresse (stress-inducible proteins) (Andrews e Smyth, 2008)
e citocinas proé-inflamatérias como a IL-1 e o TNF-a, que por sua vez ativam as
células do endotélio (Ando et al., 2007). As células do endotélio quando ativadas
produzem quimiocinas como a IL-8, Cytokine-induced neutrophil chemoattractant
(CXCL-1) e Macrophage inflammatory protein (MIP-2) que levam ao influxo de
neutréfilos para o enxerto (el-Sawy et al., 2002).

Em geral, a presenca de neutréfilos é considerada deletéria para os enxertos,
pois estas células produzem e liberam uma série de substancias que podem causar
dano tecidual, dentre elas: espécies reativas de oxigénio e enzimas proteoliticas.
Além disso, produzem quimiocinas que atraem e ativam APCs e elas préprias ja
foram descritas como capazes de processar antigenos e expressar moléculas de
MHC bem como moléculas coestimulatérias, comportando-se como APCs (Potter e
Harding, 2001; Reali et al., 1996). Ha trabalhos que indicam que a deple¢do de
neutréfilos resulta em aumento da sobrevida de enxertos alogénicos (El-Sawy et al.,
2004; Hirayama et al., 2006).

No caso de enxertos de pele, no entanto, os neutrofilos podem ter um importante
papel na neovascularizagdo desses tecidos. Trabalhos recentes tém correlacionado a
entrada de neutrdfilos ao processo de angiogénese, sendo relatado que a deplecéo
de neutrdfilos resulta na reducéo do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e
consequentemente numa diminuicdo significativa do processo de ativacdo de
angiogénese (Nozawa et al., 2006). Dados semelhantes também foram observados
por (Ohki et al., 2005) em tecidos submetidos ao processo de isquemia-reperfuséo,

nestes tecidos had promocdo de angiogénese quando células tronco ou células
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progenitoras endoteliais ativadas por G-CSF séo estimuladas por VEGF secretado por
neutrofilos.

Além do papel dos neutrofilos na angiogénese, foi relatado que neutréfilos
também podem participar do inicio da resposta de reparagédo tecidual. Em um modelo
de dano muscular em que se estudou regeneragéo de fibras musculares, bloqueou-se
a entrada de neutroéfilos no local danificado. Foi observado que embora tenha ocorrido
diminuicdo de dano tecidual, também ocorreu um retardo no reparo tecidual (Toumi et
al., 2006). Portanto, os neutrofilos possuem funcdes diversificadas e ndo se pode

concluir que a presenca de neutréfilos no enxerto seja sempre prejudicial.

1.5 Células Th17

Recentemente foi descrita uma populacdo de células que foi relacionada ao
recrutamento de neutrofilos e a uma série de doencas inflamatorias. Essas células
foram chamadas de Th17, por serem um subtipo de linfécitos T CD4 que secretam IL-
17 (Harrington et al., 2006).

Apesar dos estudos sobre essa populagéo celular serem recentes, os fatores
gue levam a geracdo e manutencao dessas células parece estar bem estabelecido. A
IL-6 juntamente com o TGFg sdo importantes para a diferenciacdo de células ThO
para Th17 (Veldhoen et al., 2006), enquanto IL-2 e IFN, suprimem a geragéo dessas
células, induzindo respectivamente a expressao de Forkhead box protein 3 (FOXP3) e
signal transducer and activator of transcription (STAT 4) (Laurence et al., 2007; Nakae
et al., 2007). Outra citocina importante para as células Th17 é a IL-23 que além de
estar envolvida na manutencéo e proliferacdo dessas células, € um forte indutor de IL-
22 e IL-17 nas células Th17 (Bettelli et al., 2006; Kebir et al., 2007; Liang et al., 2007).

O fato de que parece existir uma regulagdo entre a geracdo de células Treg e
células Th17 dependendo do balango de citocinas no linfonodo, indicam que se o
contexo inflamatdrio gerado no transplante tender para a geracdo de células Th17,
provavelmente haveria grande recrutamento de neutréfilos nos enxertos e isso
aumentaria as chances de rejeicdo. Como ja é bem estabelecido que existe
participagdo de neutrofilos na rejeicdo € muito provavel que células Thl7 tenham
participagdo nesse processo.

Em concordancia com essa teoria, ha evidéncias de que o aumento de IL-17

esta relacionado a rejeicdo de enxertos (Antonysamy et al., 1999; Loong et al., 2002),
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no entanto o papel das células Th1l7 em transplantes ainda ndo é muito claro e serdo

necessarios um maior nimero de estudos para esclarecer esta questao.

1.6 Macréfagos

Além dos neutrdéfilos, os macréfagos sdo um tipo celular que exercem fungdes
diversificadas, dependendo do meio em que se encontram podem secretar
substancias pro-inflamatérias ou anti-inflamatorias. Portanto dependendo da fungéo
que exercem, podem contribuir para o processo de rejeigcdo ou auxiliar no controle da
resposta inflamatoria contribuindo para o aceite dos enxertos.

Os macrofagos compdem uma populagdo celular que est4d continuamente
presente no tecido ou 6rgdo transplantado (Hancock et al., 1983). Em transplantes
renais a dindmica de entrada destas células € bem estabelecida. Logo apdés o
transplante h& grande influxo destas células devido ao processo inflamatério gerado
pela isquemia-reperfusdo. Apos 24 horas ja é possivel observar essa populagédo no
enxerto e no transplante alogénico ela aumenta e acumula, sendo que em rins que
sofreram rejei¢cdo aguda, elas compdem entre 38 a 60% do infiltrado celular (Hancock
et al, 1983). Ja em transplantes alogénicos nao-rejeitados, conforme ocorre
resolugdo da resposta inflamatéria ha diminuicdo do nimero de macréfagos, mas
ainda é observada persisténcia dessas células no enxerto (Grimm et al., 1999).

O duplo papel dos macréfagos durante a inflamacdo é bastante discutido na
literatura. Macrofagos podem induzir inflamacdo através da liberagdo de espécies
reativas de oxigénio, enzimas hidroliticas, citocinas pro-inflamatérias e citotoxicas,
além de oxido nitrico (Laskin e Pendino, 1995; Sharma et al., 2007; Zhang et al.,
2007). No entanto, essas ceélulas também promovem resolucdo da inflamacéo,
promovendo o reparo e a cicatrizagdo tecidual através da secrecdo de colagenase,
promoc¢do da angiogénese e a fagocitose de células mortas (Fadok e Chimini, 2001;
Polverini et al., 1977; Werb e Gordon, 1975). Quanto ao processo de fagocitose de
células mortas, ha trabalhos mostrando que a fagocitose de células apoptoéticas e de
células necréticas ocorre por mecanismos diferentes (de Oliveira et al., 2006; Krysko
et al., 2006), e embora os dados ainda ndo sejam claros, existem indicios que a
fagocitose de células apoptoéticas induz a producéo de citocinas anti-inflamatorias nos
macrofagos, enquanto a ingestao de células necréticas leva a producéo de citocinas

pro-inflamatorias (Fadok et al., 1998; Krysko et al., 2006).
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Durante o processo inflamatério que segue o transplante, os macréfagos
exercem diferentes fungbes, atuando tanto na inducdo do processo inflamatorio
quanto em sua resolugdo. Esses papéis foram mostrados em um modelo de
isquemia-reperfusdo renal, no qual se observou que logo apos a isquemia-reperfuséo
havia producdo local de Macrophage inflammatory protein 1 alpha (MIP-1a) e
Monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1), grande infiltracdo de macréfagos e dano
tecidual baixa. Enquanto que em tempos mais tardios apds a isquemia havia alta
producéo local de IL-10 e a regeneracdo era dependente de macréfagos (Vinuesa et
al., 2008).

1.7 Oxido Nitrico

Dentre os produtos liberados por macrofagos, o 6xido nitrico € um produto de
grande interesse, pois ele atua na modulagcdo de diversas respostas do sistema
imune. Os primeiros trabalhos definiram esse composto como sendo um produto
liberado por macréfagos que possuia fungdo tumoricida e antimicrobiana (Nathan,
1992). Atualmente essa definicdo se expandiu razoavelmente, especialmente devido
ao fato de se ter descoberto que além dos macrofagos, existem diversos tipos
celulares que produzem 6xido nitrico bem como respondem ao seu estimulo (Bogdan,
2001). Essa descoberta ampliou muito o espectro de atuagdo do Oxido nitrico no
sistema imune.

No caso dos transplantes altas concentracdes de Oxido nitrico podem auxiliar no
processo de rejeicdo dos enxertos por causar aumento da fibrose e necrose de
tecidos (Kolb e Kolb-Bachofen, 1998; Pfeilschifter et al., 2001). Além disso, existem
diversos trabalhos associando a producdo aumentada de Oxido nitrico durante a
rejeicdo de enxertos alogénicos (Holan et al., 2002; Holan et al., 2005; Vos et al.,
2000; Winlaw et al., 1995; Worrall et al., 1997).

Conforme mencionado anteriormente, apesar de promoverem a inflamacéo, os
macrofagos também possuem uma importante funcdo para resolucdo deste processo
(Leibovich e Ross, 1975), promovendo o reparo e a cicatriza¢do tecidual através da
secrecdo de colagenase (Werb e Gordon, 1975), promogé&o da angiogénese (Polverini
et al.,, 1977) e a fagocitose de células apoptéticas (Fadok e Chimini, 2001). Os
macrofagos também produzem um composto que € de suma importadncia para a

regulacdo da resposta inflamatéria € a IL-10 (de Waal Malefyt et al., 1991).
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1.81L-10

A IL-10 foi inicialmente descrita como “cytokine synthesis inhibitory factor” (CSFI)
sendo reconhecida por sua capacidade de inibir a ativagéo e producédo de citocinas
por células Th2 (Fiorentino et al., 1989). Sua principal fung@o parece, de fato, ser
limitar e terminar respostas inflamatérias, papel que pode ser demonstrado pelo
desenvolvimento espontédneo ou maior susceptibilidade a doencas inflamatorias em
camundongos IL-10 deficientes (Johansson et al., 2001; Kuhn et al., 1993). A IL-10
também regula o crescimento e/ou diferenciacdo de um amplo espectro de células,
como células B, células Natural killer, células dendriticas, queratindcitos e células
endoteliais (Moore et al., 2001).

Como dito anteriormente, os macrofagos sdo importantes produtores de IL-10,
mas existem diversos tipos celulares que também produzem esta citocina. Na pele,
mais especificamente, existem importantes fontes de produgéo de IL-10, dentre elas
as proprias ceélulas epiteliais, células endoteliais, células dendriticas, células de
Langerhans e também queratinécitos, sendo que este Ultimo grupo celular compde
uma parcela significativa das células presentes na epiderme e também podem ser
uma importante fonte de IL-10 (Enk et al., 1993).

Devido ao papel da IL-10 na supressao de respostas celulares, muitas tentativas
tém sido realizadas quanto ao emprego dessa citocina na terapia de transplantes,
tentando-se induzir toler&dncia em enxertos alogénicos (Moore et al., 2001).

Os resultados obtidos nestes trabalhos, no entanto, sdo bastante contraditorios.
Existem casos em que se observa aumento da sobrevida e casos em que ndo héa
alteracdo ou ha diminuicdo da sobrevida do enxerto. Alguns trabalhos mostraram que
enxertos de figados alogénicos, tratados com IL-10 recombinante ou transfectados
com o gene de IL-10, apresentaram aumento de sobrevida (Fabrega et al., 1996;
Shinozaki et al., 2000; Shinozaki et al., 1999; Zou et al., 1998). J4 no transplante
cardiaco sdo relatados casos em que o tratamento resulta em aumento de sobrevida
(Fischbein et al., 2003; Oshima et al., 2007) ou em rejeigdo acelerada com agravantes
de doenca arterial (Furukawa et al., 1999; Qian et al., 1996) e no caso de ilhotas
pancreéticas o tratamento com IL-10 ndo aumenta a sobrevida dos enxertos, sendo
gue em alguns casos parece acelerar a rejeicdo (Kuttler et al., 2007; Zheng et al.,

1995)
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O motivo pelo qual esses efeitos diversos sdo observados ainda ndo é muito
bem compreendido, mas parece ter relagdo com a quantidade de IL-10 produzida
localmente (Moore et al., 2001) e o tipo de tecido transplantado (Jones et al., 2001);
portanto ndo é possivel admitir que a simples administracéo de IL-10 podera suprimir

a resposta imune contra 0s enxertos alogénicos.

1.9 Linfécitos TCD4 e T CDS8

Além da contribuicdo de neutréfilos e macrdéfagos para o processo da rejeicéo,
existe também uma grande participagao de linfécitos neste processo.

Apesar dos inimeros trabalhos investigando o papel das células T CD3'CD4" e
células T CD3'CD8" no processo de rejeicdo dos transplantes, os dados a respeito da
contribuicdo relativa de cada populagdo celular neste processo ainda séo
controversos.

Alguns trabalhos afirmam que a presenca de células T CD3+CD4+ seria
fundamental para a rejeicdo de enxertos alogénicos (Krieger et al., 1996; Zhao et al.,
2000), enquanto outros indicam que células T CD3'CD8" sdo capazes de mediar
rejeicdo sem a presenca de células T CD3'CD4" (Bishop et al., 2001).

Ha trabalhos indicando que células T CD4" teriam participagc&o maior na rejeicao
de enxertos quando h& disparidade entre o receptor e o doador no MHC classe I,
enquanto que células T CD8" participariam da rejeicdo mediada por disparidades no
complexo MHC classe |, esses trabalhos sugeriam que a presenca de ambos tipos
celulares seria fundamental para ocorresse a rejeicdo (Christianson et al., 1993;
Rosenberg et al., 1987). Outros trabalhos descreviam que células T CD8" n&o seriam
capazes de mediar a rejeicdo, sem a presenca de células T CD4" (Bradley et al.,
1992; Rees et al., 1990).

No entanto, Rosemberg et al (1987, 1988, 1992) mostraram que a presenca de
apenas um dos subtipos celulares era capaz de induzir rejeicdo aos transplantes
alogénicos e mostraram que células T CD8" ndo s6 podem mediar a rejeicdo, mas
também podem exibir dupla fun¢éo atuando como células citotoxicas ou auxiliares.

Em 2004, Youssef e cols (Youssef et al., 2004) mostraram que a participagao de
células T CD4" ou CD8" depende do tecido transplantado e do grau de disparidade
antigénica. A pele é rejeitada tanto por células T CD4+ ou CD8+ em qualquer grau de

incompatibilidade genética, porém na auséncia de células T CD4+ a pele alogénica
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apresentava aumento de sobrevida. J4 o enxerto alogénico cardiaco apresentava
aceite, quando havia graus menores de incompatibilidade genética, na auséncia de
células T CD4" ou T CD8" (Rosenberg et al., 1988; Rosenberg e Singer, 1992).

1.10 IFNy

Ao se discutir a participagéo de células T CD8" na rejeicéo é imprescindivel que
se discuta também sobre o papel do IFN, nesse processo. Esta citocina além de ser
um potente ativador de células T CD8", aumenta a apresentacdo de antigenos por
estar envolvida em cascatas proteoliticas que asseguram o processamento correto de
peptideos necesséarios para a apresentacdo via MHC classe | (Strehl et al., 2005).
Além disso, a producdo de IFN, por células T CD8" infiltrantes no enxerto podem
estimular os neutréfilos a produzirem quimiocinas, como a CXCL9, CXCL10 e
CXCL11 que, por sua vez recrutam linfocitos T ativados (Morita et al., 2001).

Outro mecanismo de rejeicdo mediado por IFN, ocorre através da producéo
dessa citocina por célulasT CD8" de memoria. H& evidéncias de que a presenca de
células T CD8" CD62L"™" a produgéo de IFN, em pacientes pré-transplantados, levam
a um maior risco de rejeicao pds-transplante (Heeger et al., 1999). Em camundongos,

foi demonstrado o recrutamento precoce de linfécitos T CD8"CD62L'"

pré-existentes
induz o recrutamento de células polimorfonucleares e aumenta necrose do enxerto
(El-Sawy et al., 2004). Ha ainda, evidéncias apontando que a presenca de células T
de memodria pode ser responsavel pela falha em induzir tolerdncia ao enxerto
alogénico, tanto em animais quanto em humanos, pois essas células séo

extremamente resistentes a apoptose (Brook et al., 2006).
1.11 Mecanismos diversos envolvidos na rejeicéo

Indubitavelmente, a incompatibilidade entre o enxerto e o receptor, determinada
pelos antigenos do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) é fator de
enorme importancia para a indugéo da rejeicdo, muito embora antigenos néo ligados
ao MHC também possam induzir resposta alogénica (Hildemann et al., 1970).

Durante um longo periodo atribuiu-se ao sistema imune adaptativo a
responsabilidade de gerar respostas especificas que levariam a rejei¢éo ou toleréncia

do 6rgéo transplantado e que o compartimento inato seria apenas a primeira linha de
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defesa contra microorganismos. Entretanto, esse tipo de visdo vem sendo
questionado e atualmente h& trabalhos que demonstram a importéncia do sistema
imune inato e também de danos nao-especificos que podem levar a rejeicao.

O descobrimento dos Toll-like-receptors (TLRs) foi um importante evento que
permitiu que indicou a existéncia de uma interacdo entre o sistema imune inato e
adaptativo (Medzhitov e Janeway, 2002). Tendo em vista que a ativagdo do sistema
imune adaptativo depende ndo somente da apresentagdo de antigenos dependente
do MHC, mas também da inducdo de moléculas acessérias em APCs, Snare et al
(2001) criou a hipétese de que TLRs expressadas em APCs poderia regular os sinais
acessorios (co-estimuladores e citocinas) e consequentemente controlar a ativagao
de respostas adaptativas antigeno-especificas. Seus estudos mostraram que
camundongos nocaute de MyD88, uma importante proteina adaptora para a
sinalizacdo via TLRs (Muzio et al., 2000), apresentavam deficiéncias em respostas
Th1 antigeno-especificas (Schnare et al., 2001).

Em transplantes, em um modelo de isquemia-reperfusdo renal foi mostrado
expressdo aumentada de RNAmM de TLR 2 e TLR4 (Wolfs et al.,, 2002), em
transplantes de pulmé&o e rins, observou-se também que pacientes com polimorfismos
no gene de TLR-4 apresentavam menos episodios de rejeicdo aguda (Nogueira et al.,
2007; Palmer et al., 2003) e em transplantes de pele, mostrou-se que a estimulagéo
de TLRY era capaz de aumentara rejeicdo mediada por células T efetoras (Zhong et
al., 2008).

Quanto aos mecanismos de rejeicdo que ndo sdo antigeno-especificos, ainda
existem muitas questdes a serem respondidas, como por exemplo, por que o
transplante renal de doadores vivos com complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) n&@o compativel ao do receptor progride melhor do que o rim de doador-
cadaver com MHC compativel, ou por que certos 6rgdos tém um aceite melhor que
outros (Andrade et al., 2005).

Sabe-se que alguns fatores podem contribuir para a perda do enxerto, por
exemplo a propria diferenca de susceptibilidade a rejeicéo entre tecidos ou células de
diferentes naturezas; a pele, o intestino delgado e pulmbes sdo mais susceptiveis a
rejeicdo, enquanto que ilhotas pancreéticas, coragdo, rins e figados s&o
progressivamente melhor aceitos (Davis et al., 1980; Jones et al., 2001; Nash et al.,
1977). Além disso, fatores como a vascularizacdo (Gibson e Medawar, 1943;

Medawar, 1944) e o tamanho dos enxertos (He et al., 2004). Conforme discutido
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anteriormente, muitas das células envolvidas na inflamac¢ao possuem um papel duplo.
Sendo que a inflamag¢éo pode contribuir para a rejeicdo, no caso de uma resposta
com intensa producéo de substancias pro-inflamatérias, mas também pode atuar no
processo de reparacao tecidual e cicatrizagédo contribuindo para o aceite de enxertos.

O papel da inflamacdo em transplantes ainda ndo € muito claro, especialmente
no que se refere ao aceite de enxertos. Um trabalho desenvolvido em nosso préprio
laboratério mostra que uma regulacéo apropriada da resposta inflamatoria é muito
importante para o aceite de enxertos. (Larocca et al., 2008) mostraram que o
transplante de peles singénicas em linhagens de camundongos selecionados para
maxima (AlRyax) ou minima resposta inflamatéria aguda (AIRwn) resultou em melhor
aceite em receptores AlRyax do que em receptores AlIRyn, que ndo aceitaram
totalmente os enxertos.

Ainda existem muitas questbes a serem respondidas acerca do papel da
imunidade inata no transplante. E importante estudar o contexto inflamatério
desenvolvido apos o transplante para a melhor compreensdo da sua relevancia na
rejeicdo dos enxertos.

Neste estudo investigou-se diferencas entre o perfil da resposta inflamatéria no
enxerto singénico e alogénico. Para isso, realizou-se a caracterizagdo fenotipica e
funcional das células inflamatérias presentes no enxerto de pele apés o transplante

alogénico ou singénico em camundongos.
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2 OBJETIVOS



O estudo proposto teve como objetivos caracterizar a resposta inflamatéria no
enxerto singénico e alogénico de pele em camundongos e avaliar a participagéo da
IL-10 na modulagéo da resposta ao transplante. Mais especificamente 0s objetivos

foram:
1-Caracterizar fenotipicamente e funcionalmente as células inflamatodrias que
migram ao enxerto, apds o transplante singénico ou alogénico, na presenca ou

auséncia de IL-10.

2- Avaliar a participagéo da IL-10 no doador ou receptor para o aceite ou rejeigao

de enxertos singénicos ou alogénicos.

3- Avaliar a sobrevida do enxerto alogénico quando transplantado juntamente

com o enxerto singénico em um mesmo receptor.
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3 MATERIAL E METODOS



3.1 Animais de experimentagéao

Camundongos machos de 8 & 10 semanas da linhagem BALB/c (H-29%,
C57BI6/IL-10""" (H-2"), C57BI6/IL107(H-2") e NZW (H-2%) foram obtidos e mantidos no
biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da universidade de S&o Paulo. Os
animais de experimentagdo foram mantidos em unidades microisoladoras. Os
procedimentos realizados estdo de acordo com os principios da Comiss&o de Etica

em experimentagédo Animal (CEEA).
3.2 Abordagem experimental

Camundongos BALB/c (H-2%, C57BI/6 IL-10"* (H-2") e C57BI/6 IL-107 (IL-107)
foram transplantados com a pele da cauda do doador alogénico NZW (H-2°) ou
singénico. Os animais foram sacrificados e o enxerto foi removido em diferentes
periodos apds o transplante: 7, 24, 72 horas, 7 ou 9 dias. Para obtencéo das células
inflamatorias que migraram ao enxerto utilizou-se protocolo descrito em Larocca et al
(2008). Os enxertos foram colocados em placas de 48 pogos e incubados em 500 pl
de meio de cultura completo por 24 horas. Apdés esse periodo, as células que
emigraram do enxerto foram recolhidas e o sobrenadante da cultura foi analisado
quanto a producéo de citocinas. As células foram contadas em camara de Newbauer
e as populacdes celulares avaliadas por contagem diferencial em lamina corada apos
o procedimento de cito-centrifugacdo ou por analise de citometria de fluxo. No
sobrenadante foram dosadas citocinas proé e anti-inflamatorias por meio da técnica de
ELISA, e 6xido nitrico por GRIESS (Figura 3).
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Citométria de Fluxo

Linfécitos: CD3+CD8*+, CD3*CD4*
Macr6fagos: CD11b*GR1'ov
Neutréfilos: CD11b+*GR1high
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ELISA: IL-10, TGF, IFNy,
IL-6, IL-23,1L-22, IL-17
Griess: Oxido Nitrico

Alogénico B

O NZW(H-22)

IL-10"(H-2%)

Figura 3- Modelo experimental utilizado. A) Camundongos BALB/c foram transplantados com
pele singénica ou alogénica. Em diferentes tempos pds-transplante os enxertos foram
removidos e colocados em cultura por 24 horas. As células que emigraram do enxerto
foram recolhidas e caracterizadas ap0s citocentrifugacdo ou citometria de fluxo, a
producdo de citocinas e nitrito foi medida no sobrenadante das culturas por ELISA e
GRIESS, respectivamente. B)Foram reahzados transplantes singénicos e alogénicos
em animais C57BI6/IL-10" (IL-107) ou C57BI6/IL-10"*(WT); nos transplantes
singénicos foram transplantadas peles provenientes de camundongos IL-10" ou KO,
nos transplante alogénico foram transplantadas peles provenientes de camundongos
NZW.

Em outros experimentos camundongos foram transplantados simultaneamente

com a pele alogénica (NZW) e singénica em seus dorsos ou a pele alogénica foi

transplantada 24 horas ap6s a pele singénica. A sobrevida dos enxertos foi

acompanhada visualmente e por tato. Deste modo, comparou-se o tempo de rejeicao

dos enxertos; em camundongos transplantados simultaneamente com o enxerto

singénico e alogénico, em camundongos com enxertos transplantados com um

intervalo de 24 horas, e em camundongos transplantados com um Unico enxerto

alogénico ou dois enxertos alogénicos (Figura 4).
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Singénico  Alogénico A Singénico Alogénico B Alogénico C
O w29 () Nzw(H-29 O (H-29 O NZW(H-2¢) (O NzwH-29

@ 24 horaS
BALB/c (H-2%)

Figura 4- Modelo experimental de transplantes simultaneos. A) Camundongos BALB/c foram
transplantados com pele alogénica e singénica simultaneamente. B) Camundongos
BALB/c foram transplantados com pele singénica e 24 horas depois a pele alogénica
foi transplantada. C)Camundongos foram transplantados com um enxerto alogénico
ou dois enxertos alogénicos. A sobrevida dos enxertos foi acompanhada.

3.3 Transplante de pele

A pele da cauda do doador foi removida e cortada em quadrados com cerca de
1cm? sendo seus cantos abaulados com auxilio de bisturi. A pele foi mantida em PBS
a temperatura ambiente até o momento de sua utilizagdo. Os receptores foram
anestesiados com 300 plL (via intraperitonial) de uma solugdo de cloridrato de
ketamina (0,5%) e cloridrato de xilazina (0,3%) em PBS. Em seguida, 0os animais
tiveram seu dorso tricotomizados e a assepsia local foi realizada com etanol 70%. A
cama para o enxerto foi preparada removendo-se uma area da derme e epiderme até
o nivel do musculo intrinseco, no tamanho do enxerto. O enxerto foi colocado na
cama e suturado com fio de nylon 6.0 com agulha triangular e o local foi coberto com
band-aid. Os enxertos foram monitorados diariamente por exame visual e pelo tato,
para analise de seu tamanho, nascimento de pélos, aderéncia ao receptor e formacao
de areas hemorragicas e crostas. A rejeicdo dos enxertos foi estabelecida quando
uma area maior ou igual a 80% do tecido havia sido destruida, segundo trabalhos ja
publicados (Joffre et al., 2008; Kroemer et al., 2008; Peng et al., 2008) .

3.4 Histologia

As laminas para analise histologica foram confeccionadas pelo Setor de
Histologia do Departamento. Para andlise histoldgica, os enxertos foram removidos e
fixados por 24 horas em formaldeido e em seguida, incluidos em parafina. Em
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seguida foram feitos cortes seriados de 3 pM utilizando aparelho Leica RM 2135 a
partir da peca incluida em parafina. Os cortes foram coletados em laminas e corados
com Hematoxilina-Eosina para analise patolégica ou com Tricrdbmio de Masson com
azul de anilina e fast green para exame de producgdo de coladgeno. Os resultados da
coloragdo hematoxilina-eosina sé@o: nucleos em azul; citoplasma, fibras colagenas,
elasticas e neurofibrilas em vermelho. Para Tricrbmio de masson: nucleos em negro;
citoplasma, fibrina e fibrilas nervosas em vermelho brilhante. Colageno, cartilagem e

muco acido em azul ou verde (Michalany, 1981).
3.5 Obtencéo das células emigrantes do enxerto

Os enxertos foram removidos 7, 24, 72 horas, 7 e 9 dias ap6s o transplante.
Cada enxerto foi cortado em 4 partes e colocado em uma placa de 48 pogos, em 500
pul de meio completo (DMEM suplementado com 0.1 mM de aminoacidos néo
essenciais, 0.1mM de vitaminas, 2 mM L-glutamina, 100 ug/ml de gentamicina, 0.05
mM 2-mercaptoetanol, 1 mM de piruvato de sédio, todos da Gibco BRL (Rockville,
EUA) e 5% de soro fetal bovino (SFB)). Os enxertos foram mantidos em estufa
contendo 5% de CO, a temperatura de 37°C por 24 horas. As células que emigraram
do enxerto foram removidas e contadas e o sobrenadante foi recolhido e estocado

para a avaliagdo da producéo de Oxido nitrico e citocinas.
3.6 Tratamento com IL-10 recombinante

Camundongos IL-10" transplantados com a pele de IL-10" foram tratados
diariamente com 500 pg de IL-10 recombinante (obtido através de cultura de células
COS transfectadas com IL-10 murino) por 6 dias, sendo essa dose estabelecida a
partir dos experimentos em que se mediu producéo de IL-10 pelas células emigrantes
do enxerto no ponto de 24 horas poés-transplante (Figura 7). O tratamento se deu
através de inje¢des no local do transplante. Foram injetados 100uL de solugéo de IL-
10 diluido em PBS (5 pg/mL) a partir do dia O.
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3.7 Extrac&o de DNA para genotipagem

Camundongos C57BI6/IL107 e camundongos C57BI6/IL-10"* tiveram 1 cm de
suas caudas cortadas. O material foi congelado em nitrogénio liquido e mantido a
temperatura de -80° C até a extracdo de DNA. Para extragcdo as caudas foram
maceradas sobre uma placa de metal gelada e o material foi colocado em eppendorfs
com 200 pyL de Tampéao de lise com proteinase K (Tris 5mM pH=8,0; EDTA 10mM
pH=8,0; SDS 0,5%; proteinase K 1,5mg/mL). O material foi incubado por 2 horas a
65° C e apos esse periodo foram acrescentados mais 200 yL de tampéo de lise sem
proteinase K. As amostras foram centrifugadas & 18000 g por 20 minutos e o
sobrenadante foi recolhido, ao sobrenadante foram acrescentados 800 uL de etanol
absoluto gelado+40 pL de acetato de sodio. Em seguida as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 12000 g. O sobrenadante foi descartado e as amostras
foram lavadas com 500 uL de etanol 70%, os tubos foram invertidos e deixados a
temperatura ambiente por 18 horas para que as amostras secassem, ao fim desse
periodo 200 yL de tampéo TE (Tris 50 mM, EDTA 1 mM, ph=8,0) foi acrescentado as

amostras e o DNA foi quantificado.
3.7 Genotipagem

O loci do gene de IL-10 foi amplificado via reagcéo de polimerase em cadeia
(PCR) utilizando-se Taq polimerase, 0,5 mM de primers e 1,5 mM de tampéo
magnésio. A reacao constitui-se de 12 ciclos de 94° C por 20 segundos, 64° C por 30
segundos com decréscimo de -0,5° C a cada ciclo e 72° C por 35 segundos, 25 ciclos
de 94° C por 20 segundos, 58° C por 30 segundos e 72° C por 35 segundos. O
primeiro ciclo precedeu de uma denaturagédo de 3 minutos a 94° C e o ultimo ciclo foi
seguido de um periodo anelamento de 72° C por 2 minutos. Os produtos de PCR
foram separados em gel de agarose 1,5%.

Peso molecular de I1L-10= 200bp

Peso molecular de IL-107= 450bp

“IL10T 2.2” Anti sense IL-10 primer 5-GTG GGT ATT GTC TTC CCG-3’

“IL-10T 1.4” Sense IL-10 primer 5'- GCC TTC AGT ATA AAA GGG GGA CC- 3

IL-10"" “NEO 5" anti sense strand 5"- CCT GCG TGC AAT CCA TCT TG-3°

35



3.8 Anédlise de citocinas

A producéo de citocinas foi avaliada no sobrenadante das culturas através da
técnica de ELISA “sanduiche”, utilizando-se os “kits” comerciais da Endogen (Woburn,
MA, EUA) ou da BD Biosciences (San Diego, CA, EUA) para a dosagem da IL-10,
TGF-B, IFN-y, IL-6, IL-23, IL-22 e IL-17. Placas duras com propriedade de “alta
ligagdo” (high binding) (Corning- New York,NY, EUA) foram sensibilizadas com 50 pl
do primeiro anticorpo diluido em tamp&o carbonato/bicarbonato (pH 9,6) por 16 horas
a 4°C. Apobs esse periodo, os pogos foram bloqueados por 2 horas com 150 ul de
PBS contendo 10% de soro fetal bovino inativado (SFB). Apds o bloqueio, as placas
foram lavadas 3 vezes com PBS-10%SFB e a cada pogo foram adicionados 50ul das
amostras ou do recombinante murino em diluicdes seriadas, em meio completo. As
placas foram incubadas por 3 a 4 horas a temperatura ambiente e apds o periodo de
incubacéo, foram realizadas 3 lavagens com PBS-T (Solugéo salina tamponada com
fosfato contendo 0,05% de Tween 20). Foram adicionados 50ul do anticorpo
biotinilado aos pocos e estes foram incubados por um periodo de 2 horas a
temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas com PBS-T (3 vezes) e
80ul do conjugado enzimatico (estreptoavidina marcada com peroxidase; Sigma
Chemical Co., MO, EUA), na diluicdo 1:4000 com PBS, foram adicionados e
incubados por 1 hora. Apos esse periodo, foram realizadas 3 lavagens com PBS-T e
aos pocos foram adicionados 100ul da solugéo substrato: 3% de H,0,, 0 cromdgeno
2,2’-azino-bis-3-ethyllbenzthiazoline-6-sulfonic acid (ABTS; Sigma Chemical Co.) a 0,5
mg/ml dissolvido em tampao citrato/fosfato (citrato 0,028M e fosfato de sédio 0,044 M,
pH 5,2). A reacdo foi interrompida, apds aproximadamente 30 minutos, com uma

solugdo 0,2M de &cido citrico. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 450 nm.

3.9 Dosagem de nitrito de sodio

A determinacao indireta da producédo de éxido nitrico foi realizada através da
producdo de nitrito acumulado no sobrenadante da cultura pelo método de Griess.
Para isso, amostras ou o padrdo NaNO, (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)

em diferentes concentragdes que variam entre 1,6uM e 50uM foram colocados em

pocos da placa de 96 pogos (Corning, NY, EUA) no volume final de 50ul. Em seguida

36



foi adicionado o reagente de Griess (1g de sulfanilamida (Sigma Chemicals Co., St
Louis, MO, EUA) , 0,1g de N-(1-naftil) etilenodiamina di-hidroclorado (Sigma
Chemicals Co.), 2,5 ml de acido fosférico e dgua destilada g.s.p. 100 ml). As amostras
e 0 padrdo foram incubados por 10 minutos em camara escura, em temperatura
ambiente. A leitura da densidade Optica foi realizada em espectrofotdbmetro

Spectramax 190 (Molecular Devices, CA., EUA) no comprimento de onda de 540 nm.

3.10 Caracterizacédo de células

3.10.1 Citocentrifugacéo

As células que emigraram do enxerto foram recolhidas dos pocos, contadas e
1x10° células e colocadas em cacapas da citocentrifuga (Bio Research) em um
volume total de 300 uL de PBS. As células foram centrifugadas por 4 minutos a 30g.
As laminas foram deixadas para secar a temperatura ambiente por 20 minutos. Em
seguida foram fixadas em metanol por 30 segundos e coradas com hematoxilina-

eosina utilizando-se o kit Protocol Hema 3 (biochemical sciences inc).
3.10.2 Citometria de Fluxo

Para a avaliacdo da expressdo dos receptores de superficie nas células dos
camundongos transplantados as células que emigraram dos enxertos foram
recolhidas das placas, contadas e ressuspendidas em PBS contendo 3% de SFB,
foram entdo incubadas com o anticorpo anti-CD16/32 purificado (bloqueador do
receptor Fcyll e Fcylll; Pharmingen, San Diego, CA, EUA) durante 15 minutos a 4°C.
Em seguida, as células foram incubadas com os anticorpos monoclonais conjugados
com fluorocromo por 30 minutos a 4°C. Os anticorpos utilizados foram os seguintes:
anti-CD3-FITC (145-2C11), anti-CD4-PE ou FITC (RM4-5), anti-CD8-PE ou FITC (53-
6.7), todos da Pharmingen, San Diego,CA, EUA. Apds o periodo de incubacéo, as
amostras foram lavadas com PBS/SFB a 3% e fixadas com PBS/paraformaldeido
0,5%. A aquisicdo e andlise das amostras foram realizadas em citdmetro de fluxo
FACScan (Becton & Dickinson, Mountain View, CA, EUA), equipado com 15mW laser
de argonio e filtros para FITC (530 nm) e PE(585 nm), utilizando-se o software

CellQuest (Apple). A regido estabelecida para o processamento das amostras,
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utilizando-se os parametros de dispersdo da luz (FSC e SSC), excluir4 as hemacias e

as células néo viaveis. O nimero de eventos captados sera, no minimo, 10.000.

3.11 Anélise Estatistica

Para as analises comparativas entre os grupos foi empregado o teste estatistico
t de Student; ou o ANOVA paramétrico (teste posterior de Tukey ou Dunnett), quando
os dados se aproximaram de uma distribuicdo Gaussiana. As curvas de sobrevida do
enxerto foram comparadas através do teste logrank pelo programa Prisma 4.0. Para
todos os testes foi estabelecido o nivel de significancia de 5%, rejeitando a hipétese
da nulidade quando p<0,05. Os dados relativos & sobrevivéncia do enxerto ser&o
apresentados como mediana do tempo de sobrevida. Os demais resultados seréao

apresentados como média + o desvio padréo.
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4 RESULTADOS



4.1 Caracterizacdo fenotipica e funcional das células do enxerto alogénico e

singénico
4.1.1 Caracterizacéao fenotipica

Com o intuito de se avaliar comparativamente a dinamica de infiltragdo de
células inflamatérias e as populacdes celulares no transplante de pele alogénico e
singénico, camundongos BALB/c foram transplantados com enxertos singénicos ou
alogénicos. Os enxertos foram retirados em diferentes tempos ap6s o transplante (24,
72 horas, 7 ou 9 dias) e incubados em meio de cultura completo por 24 horas. As
células que emigraram do enxerto foram recolhidas, fenotipadas através da marcacao
de receptores de superficie com anticorpos fluorescentes direcionados ao GR-1,
CD11b, CD3, CD4 ou CD8 (Figura 5A) ou transferidas para laminas por
citocentrifugagéo e caracterizadas como mononucleares ou polimorfonucleares
(Figura 5B).

Comparou-se assim, através de ambos os métodos, a saida de células
inflamatdrias nos enxertos alogénicos e singénicos.

Ao analisar o numero total de células inflamatérias no enxerto alogénico,
observou-se um aumento progressivo das mesmas ao longo do tempo (Figura 6A)
sendo que o pico de infiltragdo foi observado no nono dia pos-transplante, periodo
esse em que se ja se observa rejeicdo de enxerto (Figura 6B). Em contrapartida, o
pico de infiltragdo celular no enxerto singénico ocorreu no tempo de 24 horas,
decrescendo ao longo do tempo pds-transplante. No sétimo e nono dias pos-
transplante, conforme pode ser observado na figura 6C houve maior infiltrado celular
nos enxertos alogénicos quando comparados aos enxertos singénicos.

Segundo o trabalho de Lagasse e Weissman (Lagasse e Weissman, 1996), as
células polimorfonucleares (PMN) e os macrofagos foram caracterizados pela alta
expressdo de GR-1 (GR-1"") e expressao baixa ou negativa da molécula GR-1(GR-
1"%9"°%) na populacdo CD11b*, respectivamente (Figura 6C-D). Durante todo o
periodo pos-transplante tanto no transplante alogénico quanto singénico, foi verificado
que a populacéo de células inflamatorias € composta majoritariamente por neutroéfilos
(células GR1"" CD11,"), ndo sendo observadas diferencas entre as porcentagens de
neutréfilos nos transplantes alogénicos e singénicos em nenhum dos pontos avaliados
(Figura 6C).
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Embora n&o tenha sido encontrada diferenca na porcentagem de neutréfilos em
nenhum momento quando os enxertos alogénicos e singénicos foram comparados
entre si, o numero de células PMN mostrou-se diferente. O nimero de neutréfilos no
enxerto alogénico ainda se encontra elevado nos sétimo e nono dias pés-transplante
(33,63£7,20 e 36,22+72,34 x10%células, respectivamente), enquanto que no
transplante singénico ha apenas 12,89+3,45 x10* e 3,95+1,72 x10%células no sétimo
dia e no nono dia, respectivamente (Figura 6C).

Quanto a populagdo de macréfagos (células GR1"'°*"CD11b"), houve aumento
da porcentagem dessa populacdo conforme a progressao do tempo pdés-transplante.
No transplante singénico, essa populagdo compunha inicialmente 5,9% da populagéo
total aumentando para 39,4% no nono dia. No transplante alogénico também ocorreu
aumento da porcentagem de macréfagos ao longo do tempo, no ponto de 7 horas
essa populagéo representava 5% e no nono dia passou a representar 24,9% da
populacao total (Figura 6D).

Analisando o numero de macréfagos no transplante singénico o pico de
infiltracdo dessas células foi de 6,53+2,08x10 células em 72 horas, reduzindo-se para
1,48+0,25x10* células no nono dia. No transplante alogénico ocorreu aumento
progressivo de macréfagos ao longo do tempo, isto €, foram observadas
0,47+0,11x10* células 7 horas pos-transplante sendo que no dia 9 esse numero
aumentou para 12,57+2,83x10* (Figura 6D).

Comparando o transplante singénico e alogénico quanto a presenca de linfocitos
T CD3'CD4" e T CD3'CD8" nos enxertos, verificou-se que estas populacbes
aumentaram nos enxertos alogénicos no sétimo e nono dia pos-transplante. Antes
desses pontos essas populagdes celulares apresentaram-se em quantidades baixas
tanto nos enxertos singénicos quanto alogénicos.

Outro ponto observado foi a quantidade de células T CD3'CD4" e CD3'CD8"
nos enxertos. No transplante alogénico foram encontrados 10,50+0,80x10°% e
16,20+3,40x10° células T CD3'CD4" em 7dias e 9 dias, respectivamente, enquanto
que as células T CD8" foram encontradas em quantidades menores em relagéo as T
CD4": apenas 4,41+0,38x10° e 8,06+0,30x10° células T CD3'CD8" para 0s mesmos
tempos pos-transplante (Figura 6E e F).

No transplante singénico ocorreu um aumento do numero de células T
CD3'CD4" no sétimo dia, dia no qual foram encontradas 5,58+1,37x10° células; no

nono dia esse nimero caiu para 1,55+0,30x10°. Em comparagéo com o nimero de
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células T CD3'CD4", o nimero de células T CD3"CD8" encontrados no sétimo e nono
dia foram mais baixos, foram encontrados respectivamente 0,71+0,01x10° e
1,41+0,03x10° células T CD3*CD8" (Figuras 6E e F).

Nesta série de experimentos, concluimos que até o ponto de 72 horas pés-
transplante ha namero similar de células inflamatérias nos transplantes singénicos e
alogénicos. No entanto, partir do sétimo dia pds-transplante, observa-se aumento de
células no enxerto alogénico e diminuicdo no singénico. Também verificamos que os
neutréfilos representam a parcela majoritaria do infiltrado celular do enxerto e que a

porcentagem de macréfagos aumenta conforme o tempo.
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Figura 5- Fenotipagem de células emigrantes do enxerto. Em diferentes tempos pés-transplante (24h,

72h, 7dias) os enxertos foram removidos e colocados em cultura, as células foram
recolhidas e caracterizadas como polimofornucleares ou mononucleares. A- Representacao
da populacdo de neutréfilos ou macréfagos através da expressdo dos marcadores de
superficie GR1""CD11b* ou GR1™"°“CD11b*. B- Imagens de células emigrantes do
enxerto 24 horas e 7 dias pés-transplante, laminas obtidas por citocentrifugacéo, setas
apontam para células mononucleares, coloracdo hematoxilina-eosina. Resultados
representativos de 3 experimentos.
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Figura 6- Representacdo das células inflamatérias presentes nos enxertos. A)Representacdo do

namero total de células infiltrantes do enxerto ap6s 7h, 24h,72h, 7 ou 9 dias do
transplante, apés transplantes alogénicos M ou singénicos . B)Sobrevida de enxertos
alogénicos B o singénicos O, n=8. C)NUmero total e Porcentagem de células GR1""
CD11b" D)NUmero total e porcentagem de células GR11"*%"" CD11b*. E)Ntimero total de
células CD3'CD4". F)Numero total de células CD3'CD8’. Valores expressos em
médiatdesvio padrdo (n=4/animais ponto). Resultados de 3 experimentos
independentes.
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4.1.3 Caracterizacédo funcional: produc¢éo de citocinas e 6xido nitrico

Com o intuito de se avaliar comparativamente o aspecto funcional das células do
enxerto alogénico e singénico, quantificou-se a produgdo de citocinas (método de
ELISA) e 6xido nitrico (método de GRIESS) no sobrenadante das células emigrantes
do enxerto. Foi avaliada a producédo de IL-10, IFNy e devido a presenca de grandes
quantidades de neutrofilos nos enxertos, foram dosadas também citocinas envolvidas
na geracdo das células Thl7 como o TGFg e a IL-6; a IL-23 que tem funcéo
importante na manutencgdo dessa populagéo, e as citocinas efetoras das células Th17:
IL-17 e IL-22 (Weaver et al., 2007).

Observou-se que tanto no transplante alogénico quanto no singénico houve
producdo de TFGg em quase todos os tempos pos-transplante. No transplante
singénico a producdo de TGFg foi de 1667,25+38,81pg/mL no ponto de 7 horas; esta
producdo aumentou ao longo do tempo atingindo seu pico no sétimo dia, quando
foram produzidos 3050,00+502,64pg/mL e no nono dia a producdo dessa citocina
reduziu-se para 1996,00+237,68pg/mL. No transplante alogénico a produgéo de TGFg
também apresentou aumento de 1830+50,78pg/mL no ponto de 7 horas, para
4139,00+£420,68pg/mL no sétimo dia. Entretanto essa produg&o diminui drasticamente
no nono dia poés-transplante, quando esta encontrou-se diminuida em relacdo a
producgé&o no enxerto singénico (Figura7A).

A produgéo de IL-6 foi maior no transplante alogénico em praticamente todos os
tempos pods-transplante, com excec¢do do ponto de 9 dias em que a producgédo foi
semelhante em ambos grupos. E interessante observar que houve uma tendéncia a
maior producéo de IL-6 no transplante alogénico entre 7 e 72 horas (Figura 7B).

A producéo de IL-23 também foi analisada, sendo que no transplante alogénico
ocorreu producao significativamente maior do que no transplante singénico. Enquanto
qgue no transplante singénico houve pequena produgdo de apenas 61,00+72,12pg/mL
no ponto 24 horas, este mesmo ponto representou o pico de produgdo de
267,00+63,5pg/mL do transplante alogénico; além disso, ocorreu producéo do
composto no ponto de 7 e 72 horas também (Figura 7C).

A produgéo de IL-17 no transplante alogénico ocorreu entre 72 horas e 9 dias,
sendo que dentro deste periodo ocorreu aumento de producéo de 56,00+65,28pg/mL
para 221,50+26,61pg/mL no nono dia. Esta producdo foi sempre maior quando

comparada ao transplante singénico, uma vez que no transplante singénico sO
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ocorreu producdo desta citocina no sétimo dia e esta producdo foi baixa quando
comparada ao mesmo ponto do transplante alogénico (Figura 7D).

Quanto & producdo de IL-22, ndo foi detectada producdo desta citocina nos
enxertos singénicos ou alogénicos entre os pontos de 7 horas e 72 horas. No entanto,
mostrou-se alta de IL-22 no sétimo e nono dia pés-transplante alogénico em relacao
ao transplante singénico (Figura 7E).

Com relacdo a producdo de IFNy, no transplante singénico esta manteve-se
baixa em todos os pontos sendo que o nivel mdximo de producgdo dessa citocina foi
652,16+457,77pg/mL, no dia 9 pés-transplante. No transplante alogénico a producéo
dessa citocina manteve-se baixa entre 7 e 72 horas pos-transplante, com producéo
média de apenas 112,60+177,8pg/mL; porém no sétimo dia pos-transplante houve
grande produgdo de IFNy atingindo o pico de 3993,77+1260pg/mL, no nono dia a
producdo de IFNy ainda manteve-se alta sendo detectados 2066,57+527,36pg/mL no
sobrenadante da cultura (Figura 7F).

Quanto a produgédo de IL-10, verificou-se que no tempo de 7 horas ndo houve
diferencas entre o transplante alogénico e singénico, porém houve uma tendéncia de
maior producdo do composto no enxerto singénico. No ponto de 24 horas essa
tendéncia foi confirmada ocorrendo maior produgéo de IL-10 no transplante singénico
em relacdo ao transplante alogénico: 136,14+17,61pg/mL e 60,37%5,25pg/mL,
respectivamente. Em seguida, no ponto de 72 horas foi observada uma inversédo na
producéo de IL-10 sendo que as células do enxerto alogénico passaram a produzir
niveis mais elevados de IL-10 do que as células do transplante singénico (Figura 7G).

No transplante singénico, a producéo de oxido nitrico ndo foi detectada antes de
72 horas. Nesse periodo foram produzidos 3,60+0,38uM/mL de nitrito e observou-se
uma queda de produgédo no sétimo dia (2,88+1,04uM). No dia 9 pds-transplante a
queda foi ainda maior, com produgdo de 0,39+0,34 pM/mL. Ja no transplante
alogénico a producdo desse composto foi sempre maior quando comparada ao
transplante singénico. Para os 3 tempos descritos foi detectada produgéo de
7,38+1,88uM/mL;13,73+2,78uM/mL e 5,47+1,78uM/mL, respectivamente (Figura 7H).

Esses resultados mostram uma dinamica de producédo diferencial de IL-10 e
citocinas proé-inflamatoérias j& nas primeiras 24 horas pdés-transplante quando os
transplantes alogénicos e singénicos séo comparados. Esses dados sugerem que a
amplificacdo da resposta inflamatéria observada no transplante alogénico pode ser

consequéncia de menor modulagdo da mesma, ao contrario do que se observa no
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transplante singénico, onde a IL-10 é precocemente produzida em maiores

qguantidades sendo esta candidata a citocina reguladora nesse modelo.
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Figura 7- Producédo de citocinas e nitrito no sobrenadante de culturas de enxertos removidos em

diferentes tempos pos-transplante alogénico I ou singénico []. Os enxertos foram
cultivados por 24horas em 500uL de meio completo e as citocinas avaliadas por ELISA.
Producgdo de TGFg (A); IL-6 (B); IL-23 (C); IL-17 (D); IL-22 (E) IFNy(F); IL-10 (G) e nitrito(H).
Valores expressos em médiatdesvio padrdo (n=4 animais/ponto). Resultados
representativos de 3 experimentos independentes.
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4.2 Avaliagédo da influéncia da IL-10 na progressao do transplante singénico e

alogénico

4.2.1 Sobrevida de enxertos alogénicos e singénicos em combinacdes doador-
receptor IL-10" —IL-10" ou IL-10"" —»1L-10""*

Os resultados anteriores mostraram que no enxerto singénico houve produgéo
de IL-10 em todos os tempos poés-transplante e, comparado ao transplante alogénico,
houve maior producdo dessa citocina no transplante singénico no ponto de 24 horas,
sugerindo que a producdo da IL-10 nos tempos iniciais pés-transplante possui um
papel importante para o aceite da pele singénica. Dessa forma, resolveu-se investigar
a influéncia dessa citocina na progressao do transplante alogénico e singénico. Para
isso, camundongos C57BI6/ILL0"" (WT) e C57BI6/IL-10" (IL-107) foram
transplantados com a pele de camundongos NZW ou com a pele de animais WT ou
IL-107, respectivamente, segundo o desenho experimental explicitado em material e
métodos (Figura 3).

Os resultados mostram que ha diminuicdo da sobrevida do enxerto alogénico,
quando o receptor é deficiente de IL-10, em relagcdo aos receptores IL-10
competentes (Figura 8A). Em relagdo ao transplante singénico, foi interessante
observar que na auséncia completa de IL-10 no receptor e no doador (IL-10" — IL-
10"), 61% dos camundongos ndo aceitaram o enxerto, enquanto 100% dos
camundongos C57BI6/IL10™* transplantados com enxertos C57BI6/IL10™" (WT—WT)
foram aceitos (Figura 8B).

Outro fato relevante a ser considerado é que a area do tecido singénico néo foi
totalmente aceita nos animais C57BI6/IL—10"', apenas cerca de 20% do total de tecido
transplantado foi aceito nestes animais. Além disso, em exame macroscopico,
também foi observado que estes enxertos possuiam aspecto fibrosado em
comparagdo ao tecido aceito nos animais controle (Figura 8C).

Cortes histoldgicos destes enxertos foram corados com tricobmio de massom
para que fossem analisadas a deposi¢édo e disposicdo das fibras de coldgeno nestes
cortes. Através da andlise histologica do tecido singénico aceito nos receptores
C57BI6/IL-10™", observou-se juncéo dermo-epidermal linear, epiderme mais espessa e

gueratinizada e diminuicdo ou quase auséncia de glandulas. Por outro lado, nos
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receptores IL-10 competentes observou-se papilas dérmicas e organizacdo frouxa e
em rede das fibras de colageno, tipicas de peles normais (Eming et al.).

Esses dados sugerem que a IL-10 tem um papel crucial na sobrevida de
transplantes, pois na auséncia dessa citocina a sobrevida do enxerto alogénico é
menor em relagcdo aos animais controle. Além disso, a IL-10 também é importante
para a sobrevida de enxertos singénicos, visto que na auséncia de IL-10, grande
porcentagem dos camundongos ndo aceitou 0s enxertos ou ainda, a area da pele
transplantada néo foi completamente incorporada e apresentaram aspecto de fibrose.
A destruicdo do tecido singénico na auséncia da IL-10 indica que ha grande
contribuicdo do processo inflamatdrio para a rejeicdo de enxertos. Esses dados
apontam para a importancia da IL-10 na modulacdo da resposta inflamatoria e seu

papel crucial na aceitagdo de enxertos singénicos.
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4.2.2 Sobrevida de enxerto singénico em combinagdes doador-receptor IL-10
—IL-10" ou IL-10" —1L-10""

Para melhor compreender o papel da IL-10 no aceite do enxerto singénico
resolveu-se investigar se a fonte de produgéo de IL-10 poderia influenciar de modo
diferencial o aceite do enxerto. Para isso, foram realizados experimentos em que a
pele proveniente de doador IL-10 competente foi transplantada em receptor deficiente
+H+

de IL-10. Em outros experimentos, camundongos C57BI6/IL-10
pele proveniente de doador C57BI6/IL-10™".

foram receptores da

Como pode ser visto na figura 8B, enquanto 85% dos enxertos pertencentes a
doadores selvagens transplantados em animais C57BI6/IL-107" foram aceitos
(WT—IL-107), apenas 40% dos enxertos de doadores C57BI6/IL-107 foram aceitos
em animais selvagens (IL-10"—WT). Foi visto também que a auséncia de IL-10 no
doador resultou em enxertos que ndo foram completamente aceitos; nestes animais
em média apenas 27% do total de &rea do tecido transplantado foi aceito. Em
contrapartida, quando a pele transplantada provinha de animais IL-10 competentes
ocorreu melhora no aceite dos enxertos, em média 59% da éarea total do tecido
transplantado foi aceito muito embora o receptor fosse C57BI6/IL-107 (Figura 8C).

Para melhor avaliar o aspecto destes enxertos foram realizadas analises
histol6gicas em laminas coradas com tricrémio de masson. Como pode ser observado
na figura 9C, os enxertos IL-107" transplantados em receptores selvagens
apresentaram aspecto muito semelhante aos transplantes realizados na auséncia
completa de IL-10 (IL-10">WT e IL-10">IL-10", respectivamente), isto &
espessamento da epiderme e juncdo dermo-epidermal linear. Observou-se também
grande deposi¢do de coladgeno, mas aparentemente em menor intensidade do que na
auséncia completa de IL-10 (IL-10"—IL-107).

Quando peles de doadores C57BI6/IL10"* foram transplantadas em receptores
C57BI6/IL-10" (WT—IL-107), os enxertos apresentaram aspecto semelhante a um
epitélio integro com papilas dérmicas, epiderme fina e disposicdo de fibras de
coldgeno em forma de rede, embora se tenha observado deposi¢cdo levemente
aumentada de colageno (Figura 9C).

Em seguida, sabendo-se que a manipulagdo genética da qual os animais

C57BI6/IL-107" sdo provenientes talvez resultasse em alteracdes que poderiam ter
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influenciado os resultados obtidos, foram realizados experimentos para se descartar a
possibilidade de que a rejeicdo das peles ocorreria devido as caracteristicas
intrinsecas nos animais transgénicos e ndo necessariamente devido a auséncia de IL-
10. Para isso, camundongos C57BI6/IL-107 transplantados com pele IL-107" foram
tratados diariamente com IL-10 recombinante no local do transplante durante 6 dias.
O tratamento com IL-10 resultou na melhora significativa no aceite dos enxertos.
Observou-se que em média, 33% da area do enxerto foi aceita enquanto que os
enxertos ndo-tratados n&o obtiveram sequer 1% de area aceita (Figura 10).

Com intuito de se certificar que os animais IL-10" utilizados nos experimentos
ndo produziam IL-10, macréfagos intraperitoniais de animais IL-107" transplantados e
de animais naive (BALB/c e C57BI/6) foram cultivados por 72 horas sob estimulo ou
ndo de LPS. N&@o se observou producdo detectavel de IL-10 por macréfagos dos
animais IL-10"", conforme esperado, enquanto que macréfagos dos animais selvagens
produziram altas quantidades de IL-10, especialmente sob estimulo de LPS (Figura
11A). Interessante a observacdo de que os macréfagos de animais IL-107

+/+

transplantados com a pele de camundongos C57BI6/IL-10™" também n&o mostraram
niveis detectaveis dessa citocina. Esses dados sugerem que macréfagos produtores
de IL-10 presentes no enxerto permanecem no local do transplante e possivelmente
ndo migram para a periferia. Outro método utilizado para a certificacdo dos animais
transgénicos utilizados foi o PCR para o gene de IL-10, para este fim alguns
camundongos C57BI6/IL10" ou C57BI6/IL10"* utilizados nos grupos experimentais
tiveram parte de suas caudas cortadas e estas foram utilizadas para extragdo de
DNA. Foi visto que a banda obtida nos animais C57BI6/IL107 utilizados de fato
corresponde a banda de 450bp como esperado nos animais transgénicos enquanto
0s animais C57BI6/IL10"* apresentaram bandas de 200bp, segundo descrito pela
Jackson Laboratory de onde os animais foram obtidos (JAX, 2008; Laboratory,
2008)(Figura 11B).

Esses dados indicam que a IL-10 produzida por células residentes da pele do
doador possui um papel essencial no aceite de enxertos. A auséncia dessa citocina

na pele transplantada acarreta em maior destrui¢éo e fibrose do tecido transplantado.
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Figura 8- Sobrevida de transplantes na auséncia de IL-10. A- Sobrevida de enxertos alogénicos em
receptores IL-10"; n=12 animais/grupo. B- Sobrevida dos enxertos singénicos; na presenca
de IL-10 no doador e receptor (WT—-WT), na presenca de IL-10 somente no doador
(WT—IL-10"), na presenca de IL-10 somente no receptor (IL-10"—>WT) ou na auséncia
completa de IL-10 (IL-10"—IL-10"). C- Porcentagem de &rea aceita dos enxertos
singénicos em diferentes combinacdes de doador—receptor IL-10 competente ou 1I-10
deficiente. 1L-10"-IL-10", n=17; WT—WT, n=17; IL-10"5WT, n=13; WT—IL-10", n=19.
Resultado de 3 experimentos independentes.
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12° Dia pos-transplante

IL-10"—IL-10™" WT—IL-10"

IL-10"—>WT

Figura 9- Aspecto macroscopico e cortes histolégicos dos enxertos. A- Aspecto macroscépico de
transplantes singénicos no 12°dia pos-transplante. B- Corte histolégico do enxerto, na
presenca de IL-10 no receptor e no doador (WT—WT) ou na auséncia completa de IL-10
(1 L-10"'—>IL-10"') no 12°dia pés-transplante. C- Corte histolégico do enxerto, na presenca de
IL-10 somente no doador (WT—>IL-10"') ou somente no receptor (IL-10"'—>WT) no 30°ia
pés-transplante; coloracdo em tricromio de massom: nucleos em negro; citoplasmas, fibrina

e fibrilas nervosas em vermelho; colageno em azul. e-epiderme, d- derme, 4 aponta para
juncé@o dermo-epidermal.
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Figura 10- Tratamento de enxertos com IL-10 recombinante e verificacdo de producéo de IL-10 em
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Figura 11- Producdo de IL-10 e genotipagem de camundongos C57BI6/IL-10"" ou C57BI6/IL-10". A-
Macroéfagos intraperitoniais de camundongos C57BI/6 M. saLB/c Me animais IL-10"
transplantados com pele IL-10" Cou pele de B6 B2 foram recolhidos e estimulados ou néo
com LPS e a producao de IL-10 foi quantificada. B- Figura representativa de gel com
produtos de PCR para o gene de IL-10, linhas 1 a 11 representam camundongos C57BI6/IL-
10" e linhal2 representa camundongo C57BI6/IL-10"".
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4.2.3 Caracterizacao de células inflamatdrias
4.2.3.1 Caracterizagado de células inflamatérias no transplante alogénico

Para examinar se havia diferenca na frequéncia e tipo de células inflamatorias
no transplante do enxerto alogénico entre receptores C57BI6/IL-10" e C57BI6/IL-
10”*, os camundongos tiveram os enxertos removidos 24 horas, 72 horas e 7 dias
apos o transplante e colocados em cultura por 24 horas. As células que emigraram do
enxerto foram identificadas como neutréfilos (CD11b*GR-1""), macréfagos
(CD11b*GR-1") e células T CD3"CD4" ou células T CD3'CD8".

Foi verificado que tanto nos enxertos alogénicos transplantados nos animais
C57BI6/IL-10"" quanto nos enxertos alogénicos transplantados em animais
C57BI6/IL-10"" ocorreu aumento do nimero de células totais ao longo do tempo,
sendo que o pico de emigracdo celular ocorreu no sétimo dia pos-transplante em
ambos os grupos. N&o foram observadas diferencas no nimero de células emigrantes
do enxerto entre os grupos em nenhum dos pontos avaliados (Figura 12A).

Em seguida avaliou-se a porcentagem e o nimero de células GR1"™"CD11b*
presentes no enxerto. Foi visto que a populagdo de neutrdfilos representa a
porcentagem majoritaria de células inflamatorias presentes no enxerto em todos os
pontos avaliados em ambos os grupos. No sétimo dia pds-transplante, foi observado
que a porcentagem destas células é maior no grupo C56BI6/IL-10"" em relagéo ao
grupo C57BI6/IL-10"". Em relagdo ao nimero de neutréfilos, existe um aumento do
ndmero de células ao longo do tempo pdés-transplante, sendo no sétimo dia o pico de
infiltragdo celular em ambos os grupos. N&o foram encontradas diferengcas
estatisticas entre os grupos em relacdo ao numero de neutréfilos nos diferentes
tempos pos-transplante (Figura 12B).

Do mesmo modo que a populacdo de neutrdfilos foi analisada, também foram
analisados a porcentagem e nimero de macréfagos nos enxertos. A porcentagem de

+/+

macrofagos nos enxertos dos camundongos C56BI6/IL-10"" ndo sofre variacdes
significativas entre 24 horas e 7 dias pos-transplante, em contrapartida nos
camundongos C56BI6/IL-107 existe um aumento da porcentagem dessa populagéo
entre 24 horas e 7 dias pds-transplante. Avaliando o nimero de macréfagos nos

grupos, foi visto que existe um aumento de macrofagos no sétimo dia pds-transplante
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tanto nos camundongos C56BI6/IL-10"* quanto nos camundongos C56BI6/IL-10", no
entanto ndo foram observadas diferentes estatisticas entre 0s grupos.

Quanto ao nimero de células T CD3"CD4" e células T CD3'CD8" presentes nos
enxertos, observou-se aumento significativo de ambos tipos celulares entre 24 horas

+/+

e 0 sétimo dia pos-transplante tanto nos camundongos C57BI6/IL-10™" quanto nos
camundongos C57BI6/IL-10"". Quando comparados os grupos observou-se diferenca
significativa somente no ponto de 24 horas, ponto em que foi encontrado maior
nimero de células T CD3+CD8+ nos camundongos IL-10 deficientes (IL-107) em
relagcdo aos camundongos IL-10 competentes (WT) (Figura 12E).

O conjunto desses dados mostra que nao existem diferengas significativas entre
0 numero de células encontrados nos enxertos alogénicos de camundongos
C57BI6/IL-10"" e C57BI6/IL-10™", com excecédo do ponto de 24 horas em que ha maior
nimero de células T CD3+CD8+ nos camundongos C57BI6/IL-10". Esses resultados
indicam que a rejeicdo acelerada do enxerto alogénico nos camundongos IL-10
deficientes provavelmente ndo ocorre devido ao aumento de células inflamatérias no

enxerto, mas por outro mecanismo.
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Figura 12- Fenotipagem de células infiltrantes do enxerto apds transplantes alogénicos em animais
C57BI6/IL1I0"  (NZW—IL-10") [ ou controles c57BI6/IL-10" (NzZwW—wT)Il.  A-
Representacdo do numero total de células infiltrantes do enxerto. B- NuUmero total e
Porcentagem de células CD11b*'GR1™" C- NUmero total e porcentagem de células
CD11b'GR1I®". D- NUmero total de células CD3'CD4". E- NUmero total de células
CD3'CDS8". Valores expressos em média+desvio padrdo, n=4.
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4.2.3.2 Caracterizagdo de células inflamatérias no transplante singénico em
combinacées doador-receptor IL-10" = IL-10" ou IL-10"* —1L-10""*

Para examinar se havia diferenca na frequéncia e tipo de células inflamatorias
no transplante singénico na total auséncia de IL-10 (IL-10""—IL-10"") ou no controle
IL-10 competente (WT—WT), os enxertos foram removidos 24 horas, 72 horas e 7
dias apds o transplante e colocados em cultura por 24 horas. As células que
emigraram do enxerto foram identificadas como neutréfilos (CD11b*GR-1"9"),
macréfagos (CD11b*GR-1'") e células T CD3'CD4" ou células T CD3'CD8".

Foi visto que no tempo de 24 e 72 horas, o numero de células no enxerto de pele
proveniente de camundongos IL-10"" foi menor em relagéo aos controles; no entanto
no sétimo dia houve grande aumento no numero de células inflamatérias no
transplante IL-10"", sendo esta saida maior em relacéo ao controle (Figura 13A).

Tanto no controle quanto no enxerto IL-10", os neutréfilos representaram a
porcentagem majoritéria do infiltrado celular e por isso sua dindmica de infiltracdo no
enxerto refletiu os dados anteriores em relagdo ao namero total de células. Isto é,
observou-se menor niimero de células no enxerto IL-10"" em relagdo ao controle entre
24 e 72 horas e aumento do numero de células no sétimo dia. No sétimo dia foram
encontradas 124,84+62,28x10* células nos camundongos C57BI6/IL-10" enquanto
nos camundongos IL-10 competentes foram encontradas somente 31,10+25,11 x10*
células (Figura 13B).

Quanto a populacdo de macréfagos foi visto que ocorreu aumento do nimero e
porcentagem dessas células ao longo do tempo pdés-transplante, tanto no enxerto de
camundongos controle quanto nos animais IL-10”. No transplante IL-10" ocorreu
aumento de 2,87+2,36x10* células, no tempo de 24 horas para 41,09+34,51 células
no sétimo dia e no controle houve aumento de 5,18+1,83x10% células para
11,08+6,32x10" células (Figura 13C).

Ao comparar o nimero de células T CD3'CD4" entre os grupos, observou-se
que ha aumento significativo desta populagéo celular no grupo IL-10" em relacdo ao
grupo WT no sétimo dia pds-transplante, foram encontradas 2,28+1,28x10° células e
0,55+0,34x103 células, respectivamente (Figura 13D).

No grupo IL-10 deficiente existe uma tendéncia para o aumento do nimero de
células T CD3'CD8" no sétimo dia pos-transplante, no entanto ndo foi observada

diferencga significativa em relagéo ao grupo IL-10 competente. (Figura 13E).
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Os dados permitem concluir que h& participagdo significativa de neutrdéfilos e
células T CD3'CD4" no processo inflamatorio que segue o transplante. A auséncia de
IL-10 no transplante provoca uma dindmica de migracdo diferencial de células
inflamatérias no enxerto, sendo observado aumento do ndamero de células no sétimo
dia em relag&o ao controle. E possivel que a auséncia de IL-10 influencie no controle
da resposta inflamatéria aumentando a infiltrag&do celular no enxerto, no entanto para
que isso seja esclarecido sera necessaria a realizacdo de experimentos

caracterizando a cinética de producao de citocinas pro ou anti-inflamatorias.
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Figura 13- Fenotipagem de células infiltrantes do enxerto apds transplantes singénicos em animais
IL107 (IL-10"—IL-10") [ ou controles (WT—WT)I. A- Representacéo do niimero total de
células infiltrantes do enxerto. B- Nimero total e Porcentagem de células CD11b*GR1"%" C-
NUmero total e porcentagem de células CD11b'GR1I®™. D- Numero total de células

CD3'CD4". E- Numero total de células CD3°CD8". Valores expressos em média+desvio
padrdo, n=4.
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4.2.3.3 Caracterizacdo de células inflamatérias no transplante singénico em
combinacdes doador-receptor IL-10"* = IL-10"" ou IL-10"— IL-10""*

Em seguida, foi avaliada a frequéncia e tipo de células inflamatorias no
transplante singénico quando o doador apresentava deficiéncia de IL-10 (IL-107
—WT) ou quando o doador era IL-10 competente e o receptor IL-10 deficiente (WT—
IL-10™). Os enxertos foram removidos 24 horas, 72 horas e 7 dias ap6s o transplante
e colocados em cultura por 24 horas. As células que emigraram do enxerto foram
identificadas como neutréfilos (CD11b*GR-1"9"), macréfagos (CD11b'GR-1") e
células T CD3"CD4" ou células T CD3'CD8".

Em relagdo ao numero total de células, foi visto que na auséncia de IL-10 no
doador foi encontrado maior nimero de células inflamatérias em relacdo grupo que
recebeu enxertos WT em todos os tempos avaliados (Figura 14A).

Em ambos os grupos os neutréfilos representaram a porcentagem majoritéria do
infiltrado celular, entretanto no ponto de 24 horas a porcentagem de neutréfilos é
maior no grupo que recebeu o enxerto WT em relagdo ao grupo que recebeu o
enxerto IL-107", Apesar de, no ponto de 24 horas, ter-se encontrado maior
porcentagem de neutréfilos no grupo que recebeu o enxerto WT, em termos de
nimero de células GR1"""CD11b" encontrados nos enxertos, 0 grupo que recebeu o
enxerto IL-107 apresentou nimero aumentado de neutréfilos em relacdo ao grupo
que recebeu o enxerto IL-10 competente. Nos pontos de 72 horas e 7 dias 0 numero
de neutréfilos também foi maior no grupo que recebeu o enxerto IL-107" em relagéo ao
grupo que recebeu o enxerto WT (Figura 14B).

Avaliando a porcentagem de macrofagos presentes nos enxertos nédo foi visto
diferenca entre os grupos em nenhum dos tempos poés-transplante, entretanto,
analisando o nuamero destas células presentes nos enxertos, verificou-se que existe
maior nimero de macréfagos nos enxertos IL-107 em relagdo aos enxertos WT, no
ponto de 24 horas e 72 horas (Figura 14C).

Em seguida, os grupos foram analisados quanto ao numero de células T
CD3'CD4" e células T CD3*CD8" infiltrantes nos enxertos. Ndo foram observadas
diferencas significativas no nimero de células T CD3'CD4" entre 0os grupos, muito
embora no sétimo dia pos-transplante ocorra uma tendéncia de aumento do nimero
destas células nos camundongos que receberam o enxerto IL-107 (Figura 14D). Ja

em relacdo ao nimero de células T CD3'CD8", foi encontrado aumento do nimero
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destas células no grupo que recebeu o enxerto IL-10"

em relacdo ao grupo que
recebeu o enxerto WT no sétimo dia pos-transplante (Figura 14E).

Os dados mostram que h& maior infiltrado de células inflamatérias nos enxertos
quando os doadores séo IL-10 deficientes em relacdo a doadores IL-10 competentes.
Isso indica que a producdo de IL-10 por células presentes no enxerto pode ser
importante para controlar a reacéo inflamatoria local e prevenir o influxo de células

inflamatdrias no local do transplante.
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Figura 14- Fenotipagem de células infiltrantes do enxerto apds transplantes singénicos de enxertos IL-

10" em camundongos WT (IL-10" —>WT)§ ou de enxertos WT em animais IL10” (WT—IL-
107) — Representacdo do numero total de células infiltrantes do enxerto. B- Ndmero
total e porcentagem de células CD11b*GR1"" C- NUmero total e porcentagem de células
CD11b'GR1I®". D- NUmero total de células CD3'CD4". E- NUmero total de células
CD3'CDS8". Valores expressos em média+desvio padrdo, n=4.
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4.3 Avaliacéo da sobrevida do enxerto alogénico e singénico transplantados em

um mesmo receptor

Ao avaliar os dados sobre a cinética de producgdo de citocinas nos transplantes
singénicos e alogénicos, observou-se que ocorre modulagéo da resposta inflamatéria
nos tempos iniciais pés-transplante, j& sendo encontrada produgéo de citocinas anti-
inflamatérias no enxerto singénico e producdo de citocinas pro-inflamatérias no
enxerto alogénico, no ponto de 24 horas poés-transplante. Tendo em vista esses
dados, questionamos se seria possivel modular a resposta inflamatéria ao se
transplantar a pele singénica juntamente com a pele alogénica. Ou se ao transplantar
a pele singénica anteriormente a pele alogénica poder-se-ia criar um ambiente anti-
inflamatoério com producédo de TGFg e IL-10 que propiciaria um aumento de sobrevida
do enxerto alogénico.

Com tal intento, foram realizados experimentos em que o enxerto singénico foi
transplantado simultaneamente com o enxerto alogénico em um mesmo receptor ou
se alterou o intervalo de transplante dos dois enxertos: o enxerto singénico foi
transplantado 24 horas antes do enxerto alogénico, conforme explicitado na figura 4
em material e métodos.

Os dados mostram que, quando o enxerto singénico foi transplantado
simultaneamente ao enxerto alogénico (Alo+Sin), ocorre um aumento na sobrevida do
enxerto alogénico em relacéo aos controles (Alo; p=0,006 e Alo+Alo; p=0,003). Como
controle foi comparada a rejeicdo entre animais transplantados com um dnico enxerto
alogénico (lzcue et al.) e animais transplantados com dois enxertos alogénicos
(Alo+Alo). Isso foi realizado para que se eliminasse a possibilidade de que a
disponibilidade de mais de um enxerto acarretasse em aumento de sobrevida do
transplante, devido a presenca de uma quantidade maior de tecido que as células
efetoras teriam que eliminar. Observou-se que o tempo de rejeicdo entre 1 Unico
enxerto alogénico ou dois enxertos alogénicos foi 0 mesmo, sugerindo que o fato de
se transplantar 1 enxerto ou 2 enxertos ndo afeta a sobrevida dos mesmos e portanto
o prolongamento da sobrevida do enxerto alogénico no transplante simultaneo se deu
devido a influéncia do enxerto singénico e ndo porque houve um aumento da area de
tecido transplantado (Figura 15A).

A sobrevida do enxerto singénico nao foi afetada quando houve o transplante

simultdneo com a pele alogénica, sendo que as peles singénicas foram aceitas
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conforme o esperado. N&o foram observadas diferengas estatisticas na sobrevida dos
enxertos singénicos quando comparados 0S grupos que receberam transplante
simultaneo (sin+Alo) e os que foram transplantados somente com a pele singénica
(Sin) (Figura 15B).

Quando o transplante alogénico foi realizado 24 horas ap6s o transplante
singénico (Alo24hSin), ndo foi observado aumento de sobrevida do enxerto alogénico.
As peles alogénicas transplantadas 24 horas ap6s o enxerto singénico (Alo24hsin)
foram rejeitadas no mesmo periodo do grupo controle, sendo que o grupo controle
consistiu em camundongos transplantados apenas com a pele alogénica (Izcue et al.).
Neste mesmo experimento um grupo de camundongos foi transplantado
simultaneamente com peles alogénicas e singénicas e nesta situagdo, como era
esperado, a pele alogénica (Alo+Sin) apresentou aumento de sobrevida em relagao
aos outros grupos (Alo, p=0,01 e Alo24hSin; p=0,01) (Figura 15C).

A sobrevida do enxerto singénico também foi avaliada e ndo houve diferenca
entre a sobrevida dos enxertos singénicos transplantados 24 horas antes dos
enxertos alogénicos (Sin24hAlo), dos enxertos singénicos transplantados
simultaneamente com 0s enxertos alogénicos (Sin+Alo) ou de enxertos singénicos
transplantados sozinhos em receptores (Sin), todos os enxertos singénicos foram
aceitos (Figura 15D).

Concluimos assim que o transplante simultdneo de enxertos alogénicos e
singénicos prolonga a sobrevida dos enxertos alogénicos. Provavelmente ocorre uma
modulacdo da resposta imune pelo enxerto singénico que resulta no aumento de
sobrevida do enxerto alogénico e que para que ocorra aumento de sobrevida do
enxerto alogénico, o transplante singénico deve ser realizado em conjunto com o

enxerto alogénico.
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Figura 15- Sobrevida do enxerto de pele em receptores do transplante alogénico (NZW) m e/ou
singénico (BALB/c) e. Os camundongos foram transplantados simultaneamente ou néo
com pele alogénica e/ou singénica. A-Sobrevida do enxerto alogénico m, no transplante
simultdneo com o enxerto singénico (Alo+Sin) K, no transplante de dois enxertos
alogénicos (Alo+Alo) l ou no transplante de 1 enxerto alogénico (Alo) . B-Sobrevida de
enxertos singénicos e, no transplante simultineo com o enxerto alogénico @ ou no
transplante de 1 enxerto singénico O; somatérias de animais(n=17). Somatéria de 3
experimentos C- Sobrevida dos enxertos alogénicos, quando a pele alogénica foi
transplantada 24 horas apds a singénica (Alo24hSin) X, no transplante simultaneo
(Alo+Sin) ou no transplante de 1 Unico enxerto alogénico (Alo) D- Sobrevida de enxertos
singénicos, no transplante simultaneo (Sin+Alo), no transplante com intervalo de 24 horas
(Sin24hAlo) ® ou no transplante de 1 Gnico enxerto singénico (Sin) (n= 6).
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Figura 16- Aspecto macroscopico do enxerto singénico e alogénico transplantados em um Unico
receptor. A) Aspecto dos enxertos alogénicos e singénicos quando houve transplante
simultineo nos tempos de 7, 9 e 14 dias pdés-transplante. B) Aspecto dos enxertos
alogénicos e singénicos quando camundongos foram transplantados com pele singénica e
24 horas depois com pele alogénica ou transplantados simultaneamente com enxertos
alogénicos e singénicos, no sétimo dia pos-transplante.
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5 DISCUSSAO



O objetivo deste estudo foi analisar e comparar a resposta inflamatéria no
transplante de pele alogénica e singénica em camundongos. Procurou-se avaliar
alguns eventos da resposta inflamatodria no enxerto, por isso analisamos a populagao
celular infiltrada na pele transplantada e as citocinas que eram produzidas por elas ao
longo do tempo de transplante.

Analisando-se a cinética do numero de células inflamatérias encontradas nos
enxertos alogénicos e singénicos transplantados em camundongos BALB/c,
observou-se que no periodo entre 7 horas e 72 horas pos-transplante, o nimero de
células presentes no enxerto alogénico e singénico foi muito similar. Dados esses
esperados, uma vez que o dano tecidual provocado pela cirurgia gera resposta
inflamatoria.

No enxerto alogénico o ndmero de células aumenta progressivamente sendo
observado pico de infiltracdo celular no nono dia pds-transplante. Essa amplificagc&o
da resposta inflamatéria no transplante alogénico pode ocorrer em virtude da
migracao de linfocitos T CD4 e T CD8, essas células séo ativadas no linfonodo por
células apresentadoras de antigenos do doador que migram a esse 6rgao (Karman et
al., 2006; Young et al, 2007), posteriormente a producdo de citocinas pro-
inflamatorias por estes linfécitos induz o recrutamento de células inflamatérias ao local
do transplante (Lovegrove et al., 2001; Richards et al., 2004; Waldmann, 1999).

Em contrapartida, no enxerto singénico ocorreu pico de infiltragdo celular no
ponto de 24 horas e apds esse periodo houve diminuicdo do nimero de células até o
nono dia. Isso também era esperado, por causa da natureza da combinac¢édo doador-
receptor em que ndo héa diferencas quanto aos antigenos do MHC e, portanto,
auséncia de estimulacdo aloantigénica. Nestas circunstancias, ndo € esperado que
ocorra diferenciacdo dos linfécitos T em células efetoras, a ndo ser que haja quebra
da tolerancia aos antigenos proprios. Dessa forma, na auséncia desse estimulo a
resposta imune decorrente da cirurgia diminuiria gradualmente e seria esperado que o
transplante fosse aceito. E possivel observar um efeito similar apés a isquemia e
reperfusdo de tecidos proprios, apos o tecido ser submetido a isquemia por um
determinado periodo, em geral ocorre a elevagdo de marcadores inflamatorios e
aumento de células inflamatorias, estes porém retornam a niveis basais apds cerca
de 24 horas (Herskowitz et al., 1995; Platz et al., 1998).

Curiosamente, a populacdo majoritaria presente em todos os tempos pos-

transplante, tanto no transplante singénico quanto alogénico, foi a de neutréfilos. A
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porcentagem destes foi sempre acima de 70% da populagéo total, sendo que com 7
horas e 24 horas pos-transplante 95% da populacéo celular era de neutréfilos tanto no
enxerto singénico quanto alogénico. Essas observagdes indicam que os neutrdfilos
tém participacdo muito importante no processo de rejeicdo de enxertos alogénicos,
mas também levantam a possibilidade de que essas células tenham um papel no
aceite de enxertos singénicos.

No enxerto alogénico foi observado aumento significativo do numero de
neutréfilos ao longo do tempo pés-transplante. Essa populagéo pode contribuir para a
rejeicdo dos enxertos de diversas maneiras; liberam espécies reativas de oxigénio e
substancias proteoliticas e também produzem quimiocinas que atraem e ativam
células apresentadoras de antigenos (Buonocore et al., 2004; Nathan, 2006). Alguns
trabalhos mostram que neutréfilos podem realizar a apresentar antigenos a células T
por vias alternativas de processamento de antigenos (Nathan, 2006; Potter e Harding,
2001; Reali et al., 1996) e que em determinados pacientes que sofrem de doencas
inflamatorias cronicas, neutréfilos humanos podem expressar MHC de classe Il e
poderiam atuar como APCs (Fanger et al., 1997; Radsak et al., 2000), indicando outro
mecanismo pelo qual neturdéfilos poderiam contribuir para a rejeicdo. Outros trabalhos
mostraram que existe uma correlagdo entre a presenca de neutréfilos e a rejeicao
aguda (Hirayama et al., 2006; Surquin et al., 2005), sendo que Morita et al ja havia
demonstrado em 2001 que a deplecdo de neutrdfilos resulta na sobrevida de enxertos
cardiacos alogénicos de 8-10 dias para 21 dias.

No transplante singénico, nos tempos de 7 e 9 dias pdés-transplante houve
diminuicdo do numero de células inflamatorias, mas a porcentagem de neutrofilos que
compunha esse infiltrado celular foi alta. Como a presenca de neutréfilos no enxerto
singénico ndo acarretou em destruigdo tecidual e os enxertos foram aceitos, os dados
sugerem que a presenca dos neutréfilos nos enxertos singénicos néo foi deletéria. E
possivel que a presenca de neutréfilos seja inclusive benéfica para o aceite de
enxertos de pele. Existem trabalhos mostrando que os neutrdfilos sdo importantes
para a neovascularizaco tecidual e inicio do reparo de tecidos que sofreram les&o
(Ohki et al., 2005; Toumi et al., 2006).

De modo geral, a presenga de células polimorfonucleares é considerada um
mau-prognaostico para o aceite de transplantes. No entanto no caso de transplantes de
pele, para os quais o processo de neovascularizacdo é importante, os neutrofilos

possuem um papel importante para o aceite dos enxertos. Experimentos realizados
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em nosso laboratério mostraram que a deplecdo de neutrofilos ndo atenuou a
rejeicdo, mas resultou em auséncia de neovascularizagdo na pele, provocando a
morte dos enxertos por hipoxia (dados néao publicados).

Outra populacéo celular que foi avaliada em nosso estudo foram os macrofagos.
A presenca de macrofagos em drgdos transplantados é bem descrita na literatura,
pois esta populacdo celular esta sempre presente no enxerto (Hancock et al., 1983). A
dindmica de entrada dessas células é bem estabelecida no caso de transplantes
renais (Grimm et al., 1999; Hancock et al., 1983; Wyburn et al., 2005; Wyburn et al.,
2005). Nossos estudos com transplante de pele mostraram resultados compativeis
com esses estudos prévios, foi observado aumento continuo do numero de
macrofagos até o nono dia pos-transplante nos enxertos alogénicos. No caso do
transplante singénico, observou-se infiltracdo de macréfagos nos tempos iniciais pés-
transplante, isto é até 72 horas e ap0s esse ponto o nimero de macréfagos diminuiu.

Segundo os nossos resultados, podemos inferir que o ponto de 72 horas parece
ser um momento importante para o encaminhamento do aceite ou rejeicdo dos
transplantes em nosso modelo. Nesse periodo observou-se aumento da concentragdo
de citocinas inflamatorias e entrada de linfocitos no enxerto alogénico, enquanto que
no enxerto singénico foi observado diminuicdo do numero de células inflamatérias e
diminuicdo de produgéo de citocinas pro-inflamatérias.

Analisando o conjunto desses dados, é possivel que os macréfagos participem
do direcionamento da resposta inflamatéria nos enxertos. No enxerto alogénico, o
aumento dessas células poderia resultar em aumento da producdo de substancias
pro-inflamatorias. Foi mostrado que a lesdo decorrente da cirurgia, no caso do
transplante, ativa o endotélio e a liberacdo de substéncias inflamatérias; essas
substancias podem ativar os macrofagos e induzi-los a produzir citocinas pro-
inflamatdrias e Oxido nitrico (Morital et al, 2001; Wyburn, 2005). Desta maneira, nos
tempos inicias pos-transplante a acdo dos macréfagos pode, de fato, ser danosa ao
tecido transplantado. No enxerto singénico, os macréfagos poderiam participar no
controle da resposta inflamatéria e auxiliar na reparagdo tecidual, por meio de
producéo de IL-10, TGFg, enzimas proteoliticas, prostraglandina D2 e fagocitose de
células necroticas e em apoptose (Ayala et al., 2003; Hays et al., 2008; Maderna e
Godson, 2003).

O duplo comportamento dos macréfagos é bem descrito na literatura. Em 1998,

(Erwig et al.,, 1998) descreveram que essa populagdo de células adquire
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caracteristicas pré ou anti-inflamatérias dependendo do meio em que se encontram;
essa modulacdo € dependente do contato inicial destas células com citocinas
presentes no meio.

Outras populacdes avaliadas em nosso estudo foram as células T CD4" e T
CD8". Foram avaliadas a dinAmica e propor¢cdo de entrada dessas células nos
enxertos. Esse tipo de andlise € importante, pois apesar do grande ndmero de
estudos procurando-se avaliar ao papel dessas células na rejeicdo (Bueno e Pestana,
2002; Christianson et al., 1993; Krieger et al., 1996; Youssef et al., 2004), ainda
existem duvidas quanto a contribuicdo relativa pela qual células T CD4" ou T CD8"
seriam responsaveis pela rejeigcéo.

Em relagdo a presenca de células T CD4" e T CD8" em nosso estudo, nossos
resultados mostram grande infiltracdo destas células nos enxertos alogénicos no
sétimo e nono dia pés-transplante em comparagdo com o transplante singénico. Um
fato que deve ser observado é que a quantidade de células T CD4" encontradas no
enxerto foi maior em relacdo as células T CD8". Esses dados sugerem que existe
grande participacdo de células T CD4" na rejeicdo e que provavelmente existe
colaboracdo de ambas as populagbes nesse processo (Haskova et al., 2000; Tanaka
et al., 2001; Zhai et al., 2007). Neste caso, as células T CD4" devem contribuir para a
rejeicdo, especialmente devido ao seu papel na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias que ativam células efetoras e ativam células T CD8" citotdxicas. Outra
forma pela qual estas células poderiam participar da rejeicdo seria através da
liberacdo de granzima/perforina, contribuindo para a destruicdo tecidual do enxerto
(Hombach et al., 2001).

Em raz8o da presenca significativa de células polimorfonucleares e macrofagos
nos enxertos e sabendo-se que o Oxido nitrico € um composto produzido por essas
células, avaliou-se a produgao de 6xido nitrico no enxerto. Os resultados obtidos em
nosso trabalho mostram que existe maior producdo de Oxido nitrico no enxerto
alogénico quando comparado ao enxerto singénico. Estes resultados estéo de acordo
com dados da literatura, pois diversos trabalhos ja demonstraram a correlagéo entre a
producéo de déxido nitrico e a rejeicdo de aloenxertos (Holan et al., 2002; Holan et al.,
2005; Vos et al., 2000; Winlaw et al., 1995; Worrall et al., 1997). Altas concentracdes
de Oxido nitrico podem auxiliar no processo de rejeicdo dos enxertos por causar
destruicdo tecidual, esse composto induziria dano tecidual através do aumento a

fibrose e necrose de tecidos (Kolb e Kolb-Bachofen, 1998; Pfeilschifter et al., 2001).
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Além disso, a inducdo de iINOS esta relacionada ao aumento de efeitos inflamatérios
citotoxicos no enxerto, sendo que a inibicdo dessa enzima resulta em prolongamento
da sobrevida do enxerto alogénico (Vos et al., 2000).

Nos enxertos singénicos apesar de ser observada produgdo de éxido nitrico,
essa producdo parece ndo prejudicar o aceite destes enxertos. A producdo desse
composto foi baixa nos enxertos singénicos e talvez tenha sido insuficiente para
induzir dano ou algum estimulo pré-inflamatério. Entretanto, é importante lembrar que
os efeitos desse composto no sistema imune sdo muito varidveis e podem atuar de
acordo com a sua concentragdo ou tempo de exposicdo sobre as células (Kolb e
Kolb-Bachofen, 1998; Tripathi et al.,, 2007), portanto ndo se pode descartar a
possibilidade de que no transplante singénico o 6xido nitrico possa atuar de forma
positiva para o aceite. Alguns dados corroboram com essa hip6tese, como seu efeito
regulador sobre a inflamacéo; ele € capaz de diminuir a expressao de moléculas de
adesao no endotélio, como por exemplo, de selectinas e com isso diminuir a entrada
de células inflamatdrias no enxerto; também pode diminuir a proliferacao de linfécitos
T e B; e inibir a producdo de anticorpos (Bogdan, 2001); em transplantes j& foi
descrito que a liberagdo continua de 6xido nitrico pode prevenir a hiperplasia intimal e
formacao de trombose na superficie do endotélio (Lee et al., 1999).

Conforme citado anteriormente, observou-se que neutrdfilos representaram a
parcela majoritaria das células inflamatorias nos enxertos. Em razdo de pesquisas
que demonstraram a existéncia de uma populacdo de células, denominada Thl7,
capaz de secretar IL-17 e induzir o recrutamento de neutréfilos(Bettelli et al., 2006;
Harrington et al., 2006), foi investigada a producdo de citocinas relacionadas as
células Th17.

Em 2006, (Veldhoen et al., 2006) mostraram que as citocinas IL-6 e TGFg eram
responsaveis pela geracdo das células Thl7. Portanto, decidimos investigar a
producéo destas citocinas nos enxertos singénicos e alogénicos.

Em relacdo a IL-6, observamos maior produgéo de IL-6 no transplante alogénico
entre 24 horas e 7 dias, sendo que no ponto de 7 horas pés-transplante ja foi possivel
observar maior tendéncia de produgéo de IL-6 em relagdo ao transplante singénico.
Além disso, a producdo desta citocina parece ser maior nos tempos iniciais pos-
transplante, isto € até 72 horas. A participacdo de IL-6 na rejeicdo de enxertos
alogénicos ja foi descrita anteriormente (Jerin et al., 2003; Liang et al., 2007; Min et

al., 2001),assim como foi observado em nosso estudo, no trabalho de Liang et al
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também detectou-se producéo de IL-6 em periodos muito iniciais pos-transplante, a
IL-6 foi detectada no soro de animais que receberam transplantes cardiacos
alogénicos no ponto de 6 horas pds-transplante.

Um fato intrigante mostrado no trabalho de Liang et al € que para o processo de
rejeicdo a producao de IL-6 parece mais importante no doador e ndo no receptor; seu
grupo demonstrou que o transplante de enxertos alogénicos de animais IL-67 resulta
em aumento de sobrevida, mas peles alogénicas transplantadas em receptores IL-6"
nao apresentam aumento de sobrevida. Um possivel mecanismo de rejeicdo por meio
da IL-6 seria através da supressdo de células T reguladoras (Treg) permitindo maior
ativagdo de células T (Pasare e Medzhitov, 2003).

Outra citocina avaliada em nosso estudo foi o TGFg, pois, como dito
anteriormente, essa citocina em conjunto com a IL-6 é uma importante indutora de
células Th17, promovendo também a expressdo do receptor de IL-23 nestas células
(Mangan et al., 2006). No entanto, € importante lembrar que o TGFg é uma citocina
primariamente descrita como uma potente imunossupressora, pois além de suprimir
diferenciacdo de células Thl e Th2, também é um indutor de células Treg FOXP3"
(Fantini et al., 2004). Sendo assim, torna-se evidente que o TGFg possui um papel
duplo no direcionamento da resposta imune dependendo das citocinas as quais se
associa, podendo encaminhar a resposta dos linfécitos para um perfil inflamatoério ou
para um perfil supressor.

Comparando-se a produgdo dessa citocina nos enxertos singénicos e
alogénicos, foi observado que houve alta produgdo de TGFg em praticamente todos
0s tempos pos-transplante tanto no transplante alogénico quanto singénico. Nos
enxertos alogénicos ocorreu producdo de TGFg concomitantes com producéo de IL-6,
indicando que nesse contexto seria possivel a geragdo de células Thl7. De fato foi
observada producéo alta producdo de IL-17 nestes enxertos a partir de 72 horas,
indicando uma alta probabilidade de que realmente haja participacdo de células Th17
na rejeicdo dos enxertos alogénicos.

Em contrapartida, no transplante singénico, no qual também ocorreu alta
producéo de TGFg e a producéo de IL-6 foi muito baixa, praticamente ndo houve
producdo de IL-17. O Udnico ponto em que foi observada IL-17 no transplante
singénico foi no de 9 dias, € possivel que essa producédo de IL-17 seja decorrente do

aumento do nimero de célulasT CD4" no sétimo dia pos-transplante. Existem alguns
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trabalhos indicando que células Th2 também podem produzir IL-17 e nesse caso a IL-
17 possuiria atividade imunossupressora (Owyang et al., 2006; Starnes et al., 2002).

Talvez ainda mais importante que o seu papel na geracdo de células Thl7, o
papel local do TGFg no enxerto atuando na cicatrizagao e fibrose seja de fundamental
importadncia para o aceite ou rejeicdo do enxerto. Existe uma correlagdo, j& bem
estabelecida entre a producéo excessiva de TGFg, por macrofagos em locais de dano,
e uma maior deposicdo de coldgeno e fibrose (Hays et al., 2008; Verrecchia e
Mauviel, 2007; Wyburn et al., 2005). TGFg € uma citocina reguladora chave na
remodelagem e construgcdo da matriz extracelular e por isso o seu papel da na
cicatrizagéo tem sido ostensivamente estudado.

Outra citocina relacionada as células Th17 que foi estudada foi a IL-23, uma vez
que tem sido demonstrado que a IL-23 é importante para amplificacdo e sobrevivéncia
de células Th17 (Bettelli et al., 2006; Veldhoen e Stockinger, 2006). Além disso, a
relevancia da IL-23 nos processos inflamatorios ndo é restrita somente & manutencao
das células Th17 tem sido ao recrutamento de neutréfilos e macréfagos em doencas
inflamatorias (Cua et al., 2003).

Em nosso estudo foi comparada a produgdo de IL-23 entre transplantes
singénicos e alogénicos. Como indicado nos resultados foi visto que ha maior
producdo de IL-23 nos transplantes alogénicos até 72 horas poés-transplante,
enquanto no transplante singénico ocorreu pequena produgdo de IL-23 apenas no
ponto de 24 horas. A produgcdo de IL-23 nos enxertos alogénicos pode ser
responsavel pelo aumento do nimero de macréfagos, observado a partir de 72 horas
(Figura 5F). Conforme visto nos trabalhos de Cua et al (2002) e (Wiekowski et al.,
2001) parece haver uma correlagdo entre a produgéo de IL-23 e o aumento de
macrofragos no sitio de inflamagéo.

Em 2001, Lira et al mostraram que a expressdo ubiqua ou em multiplos tecidos
de um epitopo da IL-23, quando elevada em camundongos, resultou em fenoétipos de
inflamacédo sistémica, falha de crescimento, infertilidade, morte acelerada e maior
indice de camundongos natimortos. Além disso, os animais eram anémicos e tinham
ndameros aumentados de neutréfilos no sangue, no soro destes animais havia niveis
elevados de IL-1 e TNF. No mesmo trabalho, foi observado que nestes animais varios
tecidos apresentavam grande infiltrac@o de linfécitos, macréfagos e neutréfilos, a pele
possuia infiltracdo de neutrofilos e macréfagos na derme e epiderme, além de

acantose (espessamento da epiderme), acompanhada de ulceracédo e necrose. As
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caracteristicas da pele com expresséo elevada de IL-23 foram muito semelhantes as
das peles IL-107aceitas no transplante singénico (Figuras 8 e 9).

Conforme mencionado anteriormente houve maior producdo de IL-17 nos
enxertos alogénicos quando comparado aos enxertos singénicos. Além disso,
também foi observado producdo de IL-22 nos enxertos alogénicos enquanto no
enxerto singénico ndo houve detecgéo dessa citocina. Tanto IL-22 quanto IL-17 foram
produzidas em maior quantidade no sétimo e nono dia poés-transplante, quando é
observado maior infiltrac@o de linfocitos nos enxertos alogénicos.

O papel efetor da IL-22 ainda ndo esta claro, mas parece ser importante em
doengas inflamatorias da pele, como a psoriase, que se trata de uma doenca crdnica
inflamatoéria que tem como caracteristica a infiltracdo de leucécitos na derme e
epiderme e hiperplasia da epiderme (acantose). Em 2007, Zheng et al descreveram
que a producgao de IL-22 em orelhas de camundongos provocava acantose e grande
infiltragéo celular, enquanto que o bloqueio de IL-22 resultava em diminuicdo da
infiltracdo de macréfagos e neutrofilos, mas especialmente de neutréfilos. Baseado
nesses dados e nos resultados obtidos em nosso laboratério pode-se sugerir que no
caso do transplante de pele, a IL-22 parece ter um papel bastante importante para a
rejeicdo de enxertos alogénicos, contribuindo para o aumento de infiltracéo de células
polimorfonucleares.

A produgéo de IL-22 e IL-17 em conjunto com a expressao de IL-6, TGFg e IL-23
nos transplantes alogénicos é um forte indicio de que ha participac@o de células Th17
no processo de rejeicdo da pele. A relagdo entre producdo de IL-22 e IL-23 e a
induc@o de processos inflamatoérios na pele é um dado muito interessante, uma vez
que induziu fenotipos semelhantes a psoriase na pele de camundongos (Wiekowski et
al., 2001; Zheng et al., 2007) e esse fenoétipo_foi muito similar ao encontrado nos
transplantes singénicos na auséncia total de IL-10 ou na auséncia de IL-10 no doador
(IL-10">IL-10" ou IL-10">WT). Possivelmente a auséncia da IL-10 provoca uma
falha na regulacdo do processo inflamatério na pele; nessa situacdo macrofagos
ativados produziriam TGFg e se houvesse produgéo de IL-6 poderia ocorrer indugao
de células Thl7. A producdo de IL-22 e IL-17 pelas células Thl7 provocaria 0s
fendtipos observados nesses transplantes: acantose e infiltracdo de células
inflamatorias.

Comrelagao a producao de IFNy, nossos experimentos mostram que a producao

dessa citocina foi sempre maior no enxerto alogénico em relagdo ao enxerto
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singénico. J& no ponto de 7 horas foi possivel observar producédo de IFN, no enxerto
alogénico, enquanto que no enxerto singénico essa citocina ndo foi detectada. Essa
producdo precoce de IFN, sugere que células T de memoria poderiam estar
participando do inicio do processo de rejeicdo. A participacdo de células T de
memoria produtoras de IFN, ja foi descrita na literatura como um fator que favorece a
rejeicdo dos enxertos (El-Sawy et al., 2004; Heeger et al., 1999).

Foi interessante observar que nos tempos de 7 dias e 9 dias pos-transplante,
houve alta producéo de IFN, a0 mesmo tempo em que também houve alta produgéo
de IL-17. Poder-se-ia esperar que a produgdo de IFN, diminuisse a produgéo de IL-
17, uma vez que, em 2005 o grupo de Weaver et al e o grupo de Yang et al,
publicaram trabalhos nos quais foi mostrado que IFN, suprimia a diferenciagéo de
células T naive em Th17.

Possivelmente ndo foi observado diminuicdo na produgcdo de IL-17 quando
ocorreu aumento de IFN, nos enxertos alogénicos, uma vez que a producdo dessas
citocinas néo foi medida no linfonodo (local onde ocorre a diferenciacéo de linfécitos T
naive para os perfis Thl ou Th17), mas sim pelas células presentes nos enxertos.
Teoricamente, a maior parte das células encontradas no enxerto ja foram
diferenciadas e exercem um papel efetor, portanto mesmo que ocorresse aumento da
producéo de IFNy no enxerto, essa produgéo poderia ndo afetar a produgéo de IL-17
pelas células Th1l7. Outra possibilidade seria a presenca de células Th1l7 duplo
positivas para IFN, e IL-17 no enxerto. Essas células ja foram descritas em células
humanas (Chen et al., 2007; Wilson et al., 2007).

No transplante singénico também foi observada producéo de IFN, no nono dia
pos-transplante, embora em pequena quantidade. E importante lembrar que IFN, além
de induzir a resposta citotoxica de células T CD8" também possui um papel regulador.
No caso do transplante singénico, a producdo de IFN, poderia ser importante para
regular a resposta inflamatéria e n&o atuaria necessariamente como uma citocina pro-
inlamatéria. Existem trabalhos mostrando que a producéo de IFN, protege contra a
necrose de enxertos (Halloran et al., 2001) e é um importante regulador da
homeostase de célulasT CD4 e CD8, induzindo apoptose nessas células (Seder e
Ahmed, 2003; Yang et al., 2005).

Outra citocina que possui uma importante fungéo reguladora da resposta imune

é a IL-10. No caso de transplantes, ha resultados contraditérios a respeito da terapia
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empregando-se IL-10 na tentativa de prolongar a sobrevida de enxertos alogénicos
em modelos de transplantes em animais.

Esses dados controversos relativos ao tratamento de enxertos alogénicos com
IL-10 ainda ndo s&o bem compreendidos, mas altas quantidades de IL-10 parecem
ser deletérias enquanto que baixas quantidades de IL-10 parecem ser benéficas para
a sobrevida do enxerto alogénico (Moore et al., 2001). Esta ultima observacgéo feita
no trabalho de Moore et al (2001) parece bastante pertinente em relagdo aos dados
obtidos em nosso trabalho, onde foi observada produgéo de IL-10 em todos os
tempos pos-transplante do enxerto singénico, embora ndo em niveis muito elevados.

Em nossos estudos, o pico de produgéo de IL-10 no enxerto singénico foi em
24 horas, e o0s niveis dessa citocina foram menores em relagcdo aos dos enxertos
alogénicos cujo pico ocorreu em 72 horas. Esses dados indicam que pequenas
variacdes de IL-10 assim como o momento em que a mesma é produzida poderiam
influenciar na resposta ao transplante, favorecendo ou prejudicando o aceite do
enxerto. Essa Ultima idéia foi reforcada pelos experimentos onde se observou
aumento da sobrevida do enxerto alogénico no modelo em que a pele singénica foi
transplantada ao mesmo tempo em que a pele alogénica; esse efeito se perdeu
quando houve intervalo de 24 horas entre o transplante da pele singénica e da pele
alogénica.

Para melhor investigar o papel da IL-10 no aceite de transplantes, foram
realizados transplantes alogénicos e singénicos na auséncia ou presenca de IL-10.
Os experimentos mostraram que ndo somente a produgéo de IL-10 é essencial para o
aceite de enxertos singénicos, mas também que a IL-10 produzida pelas células
presentes no enxerto parece ser fundamental para o aceite do transplante. Como
pode ser visto na figura 9B e C, quando a pele do doador IL-10 competente é
transplantada em camundongos IL-10"" observa-se que o aceite do enxerto ocorre de
forma muito similar ao ocorrido em combinacdes doador-receptor providos de IL-10.
Por outro lado, a presenca de IL-10 no receptor n&o foi suficiente para favorecer o
enxerto de pele de camundongos IL-10". O fato de que a porcentagem de aceite de
enxertos providos de IL-10 seja significativamente maior em relacdo aos enxertos
provenientes de animais IL-107", mesmo que estes sejam transplantados em animais
IL-10 competentes, apontam que a producdo local de IL-10 é extremamente
importante para esse processo. Na literatura ha evidéncias de que nem sempre o

tratamento dos enxertos com IL-10 resulta em melhora da sobrevida (Kuttler et al.,
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2007; Li et al., 1999; Qian et al., 1996; Zheng et al., 1995) e nota-se que, dentre essas
tentativas, tratamentos que utilizam a administragédo sistémica de IL-10 s&o menos
bem sucedidos (Qian et al., 1996; Furukawa et al., 1999). Baseando-se em nossos
resultados podemos inferir que a regulacdo mediada por IL-10 € complexa. Portanto
para que se obtenham resultados positivos ao utilizar essa citocina no tratamento de
transplantes, € necessario que se compreenda melhor em que momento a IL-10 deve
ser introduzida no tratamento, quais as concentragcdes apropriadas que devem ser
utilizadas e a duragéo do tratamento.

Com o intuito de investigar se a auséncia de IL-10 poderia acarretar um aumento
da resposta inflamatéria nos enxertos, caracterizamos as células infiltrantes nos
enxertos singénicos e alogénicos na auséncia de IL-10 nos pontos de 24 horas, 72
horas e 7 dias pds-transplante. No caso dos enxertos alogénicos, ao contrario do
esperado, ndo foram observadas diferencas significativas em relagdo ao namero de
células inflamatérias entre os receptores IL-10" ou WT em nenhum dos pontos
avaliados. Esperavamos encontrar maior quantidade de células inflamatérias nos
camundongos C57BI6/IL-107" em comparagéo com os camundongos C57BI6/IL-10"",
uma vez que os receptores IL-10 deficientes apresentaram rejeicdo acelerada do
aloenxerto. Esses dados sugerem que a rejeicdo acelerada dos aloenxertos na
auséncia de IL-10 ndo seja decorrente de um aumento do nuamero de células
inflamatérias no enxerto. Pode-se ainda considerar que, apesar da semelhanca
quanto ao numero de células entre os grupos, as células inflamatoérias encontradas
nos camundongos C57BI6/IL-107 estariam mais ativadas e produzindo maior
quantidade de fatores pro-inflamatérios prejudicando a aceitacao do enxerto.

Quanto aos transplantes singénicos realizados na auséncia ou presenca de IL-
10, foi visto que existe aumento do nimero de células inflamatérias nos enxertos IL-
10" (IL-10">WT ou WT—> IL-107), conforme observado nas figuras 13 e 14. Esse
aumento é mais evidente no sétimo dia pés-transplante, quando sdo encontrados
maior nimero de neutrdfilos, macrofagos e linfocitos T CD4" e T CDS8".

Existem trabalhos mostrando que em doengas autoimunes a porcentagem de
células T antigeno-especificas presentes no sitio inflamatoério é muito pequena (Xiao e
Link, 1999) e alguns estudos sugerem que essa pequena parcela de células T
antigeno-especificas poderia regular células ndo-especificas direcionando-as para um
perfil pré-inflamatério (Brocke et al., 1996; Steinman, 1996). No caso do numero

aumentado linfécitos T encontrados nos enxertos singénicos na auséncia de IL-10,
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seria improvavel de que se tratassem de linfocitos T antigeno-especificos ativados,
pois teoricamente os epitopos expressos nestes tecidos s&o proprios e dessa forma,
ndo seria esperado que estas células T mediassem destruicdo do enxerto a ndo ser
que houvesse alguma falha na tolerancia aos antigenos proprios ou se fosse possivel
que estas células fossem ativadas devido & grande concentracdo de fatores
inflamatorios no local. E mais provavel que o fato de se encontrar niamero aumentado
de linfocitos T seja decorrente do aumento do nimero de macrofagos e neutrofilos,
essas populacdes celulares poderiam secretar citocinas inflamatérias e quimiocionas
e conseqlientemente causar o recrutamento de linfocitos T CD4" e T CD8"
(Buonocore et al., 2004). Esses dados sugerem que a produgdo de IL-10 pelas
células presentes no tecido doado deve ser importante para controlar a reacgéo
inflamatoria local e restringir o influxo de células no enxerto. No entanto, permanece a
questéao se estes linfocitos participam da destruicéo tecidual do enxerto.

Esses ultimos dados somados aos resultados anteriores que mostram maior
producéo de IL-10 nos enxertos singénicos em relagdo aos enxertos alogénicos no
ponto de 24 horas sugerem que células do préprio enxerto, mediante o estimulo
inflamatério no local do transplante, produziriam IL-10 para regular a resposta
inflamatoria local. Essas células poderiam ser ativadas mediante 0 processo
inflamatério desencadeado pelo dano da cirurgia e na auséncia de estimulos de alo-
antigenos, produziriam IL-10. Condizente com essa hipotese Clark et al (2007)
descreveram a presenca de Treg na pele, que sdo ativadas mediante processos
inflamatorios e producéo de IL-15 (Clark e Kupper, 2007). Portanto, é possivel que a
populagdo celular envolvida nesse processo inclua a de células Treg do doador,
produtoras de IL-10. Além disso, existem outras importantes fontes de producao de
IL-10 na pele dentre elas as préprias células epiteliais, as células endoteliais, células
dendriticas, células de Langerhans, macrofagos (de Waal Malefyt et al., 1991) e
também queratindcitos, sendo que este Ultimo grupo celular compde uma parcela
significativa das células presentes na epiderme e também podem ser uma importante
fonte de IL-10 (Enk et al., 1993).

Pela anélise histolégica, a pele singénica IL-10"" transplantada apresenta um
aspecto muito semelhante as peles de individuos que sofrem de psoriase. A luz das
informac¢des de que grandes quantidades de IL-22 e IL-23 podem induzir um fendétipo
de psoriase em peles sadias além do fato de que a IL-22 € uma citocina efetora de

células Th1l7 e capaz de estimular a proliferacdo de queratindcitos (Ma et al., 2008) e
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que o bloqueio de IL-10 resulta em aumento de IL-17 na mucosa intestinal (Jarry et
al., 2008), é bem provavel que células Thl7 estejam participando da destruicdo
tecidual observada no transplante singénico IL-10™".

Uma hipdtese é de que a IL-10 provavelmente iniba a agdo das células Thl7 e
consequentemente deve inibir a producdo de IL-22 por estas células. Para investigar
se a auséncia de IL-10 provoca um aumento de citocinas relacionadas as células
Th17, seria interessante avaliar a producdo de IL-6, TGFg , IL-23, IL-17, IL-22 nos
transplantes com peles de camundongos IL-107".

Outra possibilidade é a de que a produgcdo de TGFg influencie o aspecto de
fibrose observado nos enxertos singénicos na auséncia de IL-10 no doador (IL-107
—IL-10" e IL-10">WT), uma vez que foi observada maior quantidade de macréfagos
no sétimo dia dos transplantes IL-10""—IL-10" em relacdo ao controle WT—WT. O
aumento de macréfagos poderia indicar maior producdo de TGFg nestes enxertos. Se
em excesso, 0 TGFg é capaz induzir uma producdo exacerbada de colageno e
inibidores de proteases provocando o rearranjo anormal da matriz extracelular e
contribuindo para a formacdo de cicatrizes ao invés de um tecido de reparo sem
danos (Hays et al.,, 2008; Verrecchia e Mauviel, 2007; Wyburn et al., 2005). Para
confirmar essa hipétese serd necessério dosar a producdo dessa citocina nos
enxertos.

A participagéo da IL-10 na modulacdo da resposta ao enxerto alogénico também
pode ser sugerida no modelo de transplante simultaneo. Embora n&o tenhamos
avaliado a sobrevida do enxerto alogénico na auséncia da IL-10, nesse modelo, a
observacdo de que houve aumento de sobrevida da pele alogénica quando
transplantada ao mesmo tempo em que se realizou o transplante singénico, sugere
que a IL-10 produzida precocemente no enxerto singénico foi capaz de suprimir a
resposta imune aos antigenos alogénicos. E possivel que o periodo entre 7 horas e
24 horas onde se observa, em experimentos anteriores, aumento da producéo de IL-
10 no enxerto singénico, quando comparado ao alogénico, seja crucial para que se
tenha modulacdo da resposta imune aos aloantigenos. Essa hipGtese se apdia
também na observagdo de que quando a pele alogénica foi transplantada 24 horas
apds a singénica, a sobrevida néo foi prolongada em relagé@o ao controle alogénico.

Em 2006 Fucs et al mostraram que era possivel induzir tolerancia a enxertos
alogénicos através do aumento da frequéncia de células T CD4°CD25" reguladoras;

além disso a inducdo dessas células era dependente do reconhecimento cruzado de
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epitopos proprios e alogénicos em células apresentadoras de antigeno (APC).
Portanto, é possivel que o aumento da sobrevida do enxerto alogénico transplantado
simultaneamente com o enxerto singénico ocorra devido a geracdo de Tregs, sendo
que para a inducdo dessa populacdo celular seja necessario que ocorra a
apresentacéo de antigenos proprios e alogénicos por uma mesma APC.

Além disso, especula-se que a producéo de IL-10 pelo transplante singénico nas
primeiras 24 horas pos-transplante seja importante para regular a apresentacdo de
antigenos pelas APCs e contribuir para geracdo de Tregs. De maneira que quando
houve intervalo de 24 horas entre os transplantes singénico e alogénico, ndo ocorreu
aumento da sobrevida do enxerto alogénico. Para melhor elucidar essa hipotese,
poder-se-ia avaliar a populagdo de células Treg quando o transplante simultadneo de
enxertos singénicos e alogénicos fosse realizado; assim seria possivel verificar se ha
aumento de Tregs nesta situacao.

Resumindo, os resultados obtidos na caracterizacdo de cinética de células
inflamatorias nos transplantes alogénicos e singénicos, mostram que em 7 horas ja
ocorre producdo diferencial de citocinas pré e anti-inflamatérias entre o enxerto
alogénico e o enxerto singénico. Isso indica que ha um direcionamento precoce da
resposta imune para a rejeicdo ou aceite, logo nos tempos iniciais pés-transplante.
Consequentemente, é possivel que ocorra discriminagdo de préprio e ndo proprio logo
apds o transplante pois ja existe um direcionamento da resposta imune no ponto de 7
horas pés-transplante.

O direcionamento da resposta imune pode ser decorrente do reconhecimento
dos antigenos préprios e ndo proprios por células T. Provavelmente as células
responsaveis pelo reconhecimento de antigenos proprios no enxerto singénico sao
células Treg, ja presentes no tecido que mediante o estimulo inflamatério séo ativadas
e produzem IL-10. No enxerto alogénico pode ocorrer reconhecimento do alo-
antigeno por célulasT de memoria que estimulam a resposta inflamatéria através da
producéo de IFN,.

Além disso, os experimentos com camundongos IL-10 deficientes apontam que
a producéo local de IL-10 nos enxertos € de extrema importancia no processo de
aceite de enxertos, provavelmente regulando a entrada e atividade de células

inflamatdrias no local do transplante.

84



6 CONCLUSOES



1.

O infiltrado celular no transplante alogénico aumenta progressivamente
enquanto que no enxerto singénico ha progressiva diminuicdo das células
inflamatoérias. Em 24 horas poés-transplante ja € possivel verificar tendéncia a um
perfil pro-inflamatério em resposta ao enxerto alogénico e anti-inflamatério no

enxerto singénico.

A producéo de IL-10 é fundamental para o aceite de enxertos singénicos, sendo
que a producdo dessa citocina pelas células presentes no tecido do doador

parece ser crucial nesse processo.

A IL-10 produzida no enxerto parece ser importante na regulagdo da resposta
inflamatéria, diminuindo a entrada de células inflamatérias no local do
transplante. Em transplantes singénicos a auséncia total de IL-10 ou a auséncia
de IL-10 no doador acarreta em aumento do nimero de células inflamatdrias no

enxerto e é observada destruicdo e maior fibrose do tecido transplantado.

A da resposta imune contra enxertos alogénicos parece ser modulada de através
de uma regulacdo exercida pelo transplante de pele singénica, além disso, essa
modulagdo aparente ser possivel somente em um intervalo inferior & 24 horas
pés-transplante. Observamos que o transplante simultdneo de enxertos

alogénicos e singénicos acarreta em maior sobrevida do enxerto alogénico.
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