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RESUMO

GUSTAVO MEIRA CHAVES DE ASSIS PEREIRA

O REPERTORIO DE REATIVIDADES DE IMUNOGLOBULINAS CONTRA
ANTIGENOS DA MICROBIOTA INTESTINAL E ANTIGENOS PROPRIOS DO
HOSPEDEIRO

Orientador: André Macedo Vale

Resumo da monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goés da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusiao de Curso.

Os linfécitos B sdo os tipos celulares responsaveis pela por¢do humoral da imunidade adaptativa
dos vertebrados mandibulados. Isso ocorre pela produgdo e secrecdo de anticorpos, proteinas que
interagem fortemente com outras moléculas e que sdo formadas a partir de eventos de rearranjo de
segmentos génicos variaveis. Esses eventos de rearranjo ocorrem de maneira supostamente estocastica
durante a diferenciacdo e desenvolvimento dos linfocitos B. Assim, cada linfocito B maduro gerado tera
provavelmente passado por um rearranjo unico desses segmentos. A esse conjunto de rearranjos inicos se
da o nome de repertorio de reconhecimento antigénico. Apesar da interacdo dos anticorpos com as
moléculas que reconhecem ser caracterizada por uma alta especificidade conformacional e quimica, um
mesmo tipo de anticorpo pode reconhecer mais de um tipo de molécula, fendmeno este chamado de
imunoreatividade cruzada. Existem imunoreatividades cruzadas implicadas tanto em processos
fisiologicos quanto patoldgicos. Em especial, estima-se que processos de autoimunidade pouco
compreendidos possam estar ligados a amplificacdo de uma resposta autdloga por intermédio de
imunoreatividade cruzada em relacdo a moléculas exdgenas. Considerando que o trato intestinal é uma
imensa fonte de contato com moléculas exdgenas, nao so6 pela alimentagdo, mas também pela presenga de
microrganismos comensais € eventuais patogenos, pode-se perceber a importancia do estudo desse sitio
para a identificacdo de imunoreatividade cruzadas e as implicacdes fisiologicas e patologicas destas. Na
presente monografia, sera discutida: a formagdo do repertério de reconhecimento antigénico dos linfocitos
B; a influéncia do contato com a microbiota intestinal na constituicdo deste repertorio; a plasticidade do
repertério ao longo do desenvolvimento do hospedeiro; e a implicacdo de imunoreatividades cruzadas
identificadas neste repertorio em processos fisioldgicos e patologicos. Serda proposta uma abordagem
experimental para a identificagdo simultdnea de multiplas imunoreatividades cruzadas, comparando com
métodos tradicionais, apontando questdes pendentes que poderdo ser solucionadas, envolvendo analises
quantitativas e qualitativas dessas imunoreatividades ao longo do desenvolvimento do individuo.

Palavras-chave: Linfocitos B; Microbiota Intestinal; Autoimunidade; Mimetismo Molecular; Anticorpos
Naturais; Imunoreatividade cruzada.
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ABSTRACT

GUSTAVO MEIRA CHAVES DE ASSIS PEREIRA

THE IMMUNOGLOBULIN REPERTOIRE OF REACTIVITIES AGAINST GUT
MICROBIOTA ANTIGENS AND HOST SELF-ANTIGENS

Orientador: André Macedo Vale

Abstract da monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goés da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e

aprovacao no RCS Trabalho de Conclusiao de Curso.

B lymphocytes are the cell types responsible for the humoral portion of the jawed vertebrates’
adaptive immunity. This occurs through the production and secretion of antibodies, proteins that interact
strongly with other molecules and that are formed by the rearrangement of variable gene segments. These
rearrangement events occur in a supposedly stochastic manner during the differentiation and development
of B lymphocytes. Thus, each mature B lymphocyte generated will likely have undergone a unique
rearrangement of these segments. The set of unique rearrangements is called the antigenic recognition
repertoire. Despite the fact that the interaction of antibodies with the molecules they recognize is
characterized by high conformational and chemical specificity, the same type of antibody can recognize
more than one type of molecule (a phenomenon often called cross-reactivity). Cross-reactivity may be
involved both in physiological and pathological processes. In particular, it is estimated that poorly
understood autoimmunity processes may be linked to the amplification of an autologous response through
cross-reactivity to exogenous molecules. Considering that the intestinal tract is an immense source of
contact with exogenous molecules, not only due to food intake, but also due to the presence of commensal
microorganisms and possible eventual pathogens, one can perceive the importance of studying this site for
the identification of crossed immunoreactivities, as well as the physiological and pathological implications
of these. The present monograph discusses: the formation of the antigen recognition repertoire of B
lymphocytes; the influence of contact with the intestinal microbiome in the constitution of this repertoire;
the plasticity of the repertoire throughout the development of the host; and the implication of
crossed-reactivities identified in this repertoire in physiological and pathological processes; An
experimental approach will be proposed for the simultaneous identification of multiple crossed
immunoreactivities, being compared to traditional methods. Additionally, pending questions that can be
solved, involving quantitative and qualitative analyzes of these immunoreactivities throughout the
individual's development, will be discussed.

Key-words: B lymphocytes; Intestinal Microbiome; Autoimmunity; Molecular Mimicry; Natural
Antibodies; Cross-immunoreactivity.
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1. INTRODUCAO

A interacdo entre organismos multicelulares e unicelulares ¢ ubiqua na natureza e, nos
vertebrados mandibulados, os linfocitos B constituem um dos tipos celulares mais importantes na
manutencdo do equilibrio necessario para que esta ocorra de forma mutuamente benéfica
(Cooper, 2006). Isto se da pela capacidade destas células de secretar imunoglobulinas,
glicoproteinas da superfamilia das globulinas, dotadas de alta afinidade e especificidade em
relacdo ao potencial de interacdo com outras moléculas (antigenos) (Cooper, 2006). A afinidade e
a especificidade dessas interagdes estdo majoritariamente associadas as caracteristicas das regioes
variaveis, como estrutura tridimensional, carga e hidrofobicidade dos residuos de aminoacidos
que nelas se encadeiam (Simon e Rajewsky, 1990). Os segmentos génicos que codificam as
regides variaveis das imunoglobulinas passam por um processo aparentemente estocéastico de
recombinagdo, permitindo que cada linfocito expresse receptores antigénicos unicos (Tonegawa,
1983; Alt e Baltimore, 1982). Apesar da suposta natureza aleatdria deste processo, observa-se
diferencas consistentes nos repertorios de subpopulacdes distintas de linfocitos B (Tornberg e
Holmberg, 1995).

Essas subpopulagdes sdo caracterizadas pela expressao de certas moléculas de superficie e
fatores transcricionais, podendo ter origem de diferentes progenitores (Hardy e Hayakawa, 2001).
Notavelmente, linfocitos B-1a, majoritariamente de origem fetal/neonatal e predominantes nas
cavidades peritoneal e pleural do adulto, caracterizados pela alta expressao de IgM e CD19, baixa
expressao de IgD e B220, com auséncia da expressdo de CD23 e presenga de CD5 e CD43,
possuem um repertério de imunoglobulinas mais associado a linhagem germinativa, isto &,
composto pela simples recombinagcdo dos segmentos génicos V, D e J, sendo também este
repertério mais potencialmente auto-reativo (Tornberg e Holmberg, 1995). Ja linfécitos B-2,
caracterizados pela auséncia da expressdo de CDS e CD43, apresentando baixos niveis de IgM e
altos de IgD, com expressdo de CD19, B220 e CD23, sendo provenientes de precursores na
medula 6ssea ao longo de toda a vida do animal e residentes nos 6rgaos linféides secundérios e
na zona marginal do baco, possuem um repertério com maior diversidade juncional, isto ¢, adi¢ao
aleatoria de nucleotideos (N) ndo codificados na linhagem germinativa (Tornberg e Holmberg,
1995).

Ainda que os mecanismos nao estejam esclarecidos, a selecdo dos repertorios dessas

subpopulacdes parece estar ligada ao contato tanto com microrganismos quanto com



auto-antigenos (Chen et al., 2018). Na presenca dos sinais moleculares adequados, o linfocito B
ativado pelo reconhecimento do antigeno sofrera expansdo clonal e copias dessas
imunoglobulinas serdo secretadas como anticorpos (Burnet, 1957; Tonegawa, 1983). Apesar de
possuirem alta afinidade e especificidade por um determinado antigeno, € possivel que anticorpos
reconhe¢cam outras moléculas em um processo conhecido como reatividade cruzada. Em
individuos dotados de determinadas predisposi¢des genéticas, esse processo pode ser amplificado
e resultar em afecgdes autoimunes (Pascual et al., 2010). Sabe-se que anticorpos que reconhecem
certas moléculas bacterianas podem reconhecer também estruturas do hospedeiro
(Jongh-Leuvenink et al. 1986; Wedemeyer et al., 1997), mas ainda faltam estudos em larga
escala para a identificacdo desse tipo de reatividade. Sabe-se também que patobiontes podem
levar a manifestacdes de autoimunidade em camundongos € em humanos (Manfredo Vieira et al.,
2018), mas nao foi estudado se esse processo esta relacionado a imunoreatividade cruzada.

Unindo esses dados a tendéncia tardia da maior parte das manifestagdes autoimunes,
fazem-se necessarios estudos para acompanhar o padrdo de reatividade do repertorio de
imunoglobulinas em diferentes estdgios da vida, observando se hd uma subpopulagdo de
linfocitos B mais participativa neste processo, se hd uma contribui¢do da colonizagdo microbiana
para a amplificagdo patogénica de uma resposta autdloga e se ha um periodo especifico do
desenvolvimento em que a autoimunidade passa a ser potencializada.

Dessa forma, serdo discutidas a seguir caracteristicas da geracdo de diversidade dos
receptores antigénicos, do desenvolvimento das células B e da plasticidade do repertorio de
reconhecimento antigénico destes ao longo da idade do individuo, bem como dos estimulos
microbianos com os quais entrardo em contato e que poderao moldar padrdes de reatividade tanto

para a manutencao da homeostase quanto para o desequilibrio imunopatologico.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho consiste em dissertar sobre os perfis de imunoreatividade de
células B em relagdo a antigenos autdlogos ou provenientes da microbiota intestinal, levando em
consideragdo diferentes estdgios de desenvolvimento do hospedeiro, a fim de avaliar se ha
correlagdo com um maior potencial de auto-reatividade fisioldgica ou imunopatoldgica. Para

isto, foram tracados os seguintes objetivos especificos:

(1) Apresentar e discutir os principais dados da literatura sobre ontogenia e ativacao das

diferentes subpopulacdes de linfocitos B;

(i1) Apresentar e discutir os principais dados da literatura sobre a interagdo entre linfocitos
B e microrganismos da microbiota intestinal, ressaltando a relevancia de certos antigenos de
interesse para investigagdes futuras sobre o papel de imunoreatividades cruzadas na quebra da

homeostase;

(ii1) Discutir a plasticidade do repertorio de reconhecimento antigénico de células B ao
longo do desenvolvimento do individuo, buscando correlagdes com as informagdes anteriores que

possam justificar a maior tendéncia tardia ao desenvolvimento de afec¢des autoimunes; e

(iv) Fomentar a discussdo com dados experimentais preliminares proprios € propor uma

estratégia experimental para tentar responder as questdes pendentes.



3. DESENVOLVIMENTO

CAPITULO 1: LINFOCITOS B

1.1 ESTRUTURA E DIVERSIDADE DOS RECEPTORES ANTIGENICOS DE CELULAS B

Mesmo os organismos multicelulares mais simples, como os poriferos, possuem
elementos usados pelos vertebrados para o reconhecimento imunolégico (Cooper, 2006). Essas
estratégias constituem a imunidade inata, cujos mecanismos de funcionamento estdo associados
ao reconhecimento de padrdes moleculares amplamente conservados na natureza ou no proprio
organismo, como os chamados padrdes moleculares associados a patdogenos e os padrdes
moleculares associados a dano celular e tecidual (Janeway, 1989; Matzinger, 1994; Hoffmann et
al., 1999; Beutler, 2004; Medzhitov, 2007).

Contudo, conforme a complexidade dos organismos multicelulares aumenta, os
mecanismos baseados em padrdes moleculares conservados muitas vezes sao insuficientes para
impedir um desequilibrio homeostatico ao contato com a vasta biodiversidade do planeta
(Cooper, 2006). Afinal, o hospedeiro também ¢ um ambiente e, como tal, exerce pressao seletiva,
podendo favorecer a emergéncia, nos microrganismos com os quais tem contato, de mecanismos
de evasao da imunovigilancia. Por outro lado, pode-se considerar que relagdes tdo dinamicas de
co-evolucdo requeiram constantes adaptagdes de sinalizacdo e comunicacdo, levando ao
hospedeiro a necessidade de mecanismos igualmente dindmicos para compensar seu maior tempo
geracional.

De acordo com o dogma central da biologia molecular ndo seria possivel, a partir do
contato com uma molécula exdgena desconhecida, gerar uma espécie de molde que levasse a
produgdo de um gene que codificaria uma proteina capaz de interagir com alta afinidade com tal
molécula. O mais proximo disso que se observa ¢ o sistema CRISPR-Cas, adotado por algumas
bactérias, no qual um material genético viral invasor ¢ clivado e inserido entre protoespagadores
em um Jocus do genoma bacteriano, de forma que possa ser produzido RNA com capacidade de
reconhecimento do material genético exdgeno, atuando como guia, isto ¢, orientando uma enzima
de atividade nuclease (da familia Cas) que ira promover a clivagem e consequente eliminagdo do

material genético invasor (Ishino, 1987; Jinek et al., 2012). Esse sistema ¢ extremamente util



para procariotos, dada sua unicelularidade, mas em organismos multicelulares de alta
complexidade ndo € suficiente um mecanismo intracelular, € necessario um mecanismo que, além
de altamente adaptavel, possa atingir diferentes tecidos e interfaces.

Em organismos multicelulares, em termos evolutivos, ¢ possivel observar de forma mais
ancestral o surgimento de receptores que permitem o reconhecimento de estruturas autdlogas,
como 0s que permitem a auto-agregacao das esponjas ou os receptores para padrdes moleculares
associados a dano tecidual, observavel a partir dos celomados (Cooper, 2006). O reconhecimento
de moléculas exogenas desencadeando respostas direcionadas surge com receptores que
reconhecem padrdes moleculares muito conservados na natureza, como os receptores Toll,
caracterizados em Drosophila (Cooper, 2006). A capacidade adaptativa de reconhecimento passa
a ser melhor observavel a partir dos vertebrados, ja sendo possivel observar receptores variaveis
nos agnatos (ndo-mandibulados). A partir dos gnatostomados (vertebrados mandibulados) os
receptores antigénicos variaveis passam a ser produzidos por linfocitos T e linfécitos B, com
diferentes especializagdes (Cooper, 2006). Experimentos de imunizagdo revelam que nestes seres
¢ possivel observar a produgdo de todo um repertério de moléculas capazes de reconhecer nao so6
estruturas exogenas como também enddgenas e, ainda, estruturas artificiais como proteinas
compostas por aminoacidos sintéticos cuja ocorréncia natural ndo foi descrita (Riide, 1970). Este
fendmeno, inicialmente visto como algo enigmatico, foi explicado pelo modelo da recombinacao
somatica e selecdo clonal, no qual cada célula da chamada imunidade adaptativa produziria
receptores antigénicos de especificidade singular e distinta, ocorrendo posteriormente processos
seletivos para a constituicdo de um repertorio de reconhecimento imunitdrio e subsequente
reproducdo de tipos celulares com certa especificidade frente a estimulos moleculares associados
a sinais secundarios que induzem uma resposta efetora (Burnet, 1957; Tonegawa, 1983). Ou
seja, de acordo com esses modelos, nos vertebrados mandibulados, a habilidade do sistema
imunitario de responder a um grande nimero de antigenos ¢ possibilitada por receptores de
caracteristicas unicas, expressos nas superficies de cada uma das células B e T que se formam.

Os genes que codificam esses receptores sao divididos em segmentos, de forma que as
caracteristicas Unicas de cada receptor se devem a um processo de recombinac¢do somatica que
ocorre nos oOrgaos linféides primarios, com a posterior proliferacdo das células especificas
dotadas dos rearranjos necessarios em certa resposta (Burnet, 1957; Tonegawa, 1983). Esse

evento de recombinacao determina as sequéncias de residuos de aminoacidos que irdo compor a



regido varidvel das imunoglobulinas. Os receptores antigénicos das células B (BCR) sao
compostos por 4 cadeias polipeptidicas: 2 cadeias pesadas (H) e duas cadeias leves (L). Cada
cadeia leve e pesada possui uma regido constante e uma regido variavel, sendo o sitio de ligacao
ao antigeno formado pelas regides variaveis das cadeias leve e pesada (Lewis, 1994; He et al.,
2018) (Figura 1). A regido varidvel da cadeia pesada ¢ codificada por trés segmentos génicos, um
do tipo V (de variabilidade), um do tipo D (de diversidade) e um do tipo J (de jungdo), ao passo

que a da cadeia leve ¢ codificada apenas por segmentos dos tipos V e J (Lewis, 1994).

BCR

Figura 1 (adaptada de He et al., 2018): estrutura do receptor antigénico de células B (BCR). Em vermelho
claro, as cadeias leves (LC) e em vermelho escuro as cadeias pesadas (HC). O receptor esta acoplado com
as proteinas transmembrana Iga e Igf, as quais possuem motivos de ativagdo de imunoreceptores a base
de tirosina (ITAMs), permitindo a transdug@o intracitoplasmatica da sinalizagdo mediante reconhecimento

antigénico pelas regioes variaveis do BCR.

ApoOs a recombinagdo somatica, um segmento génico de cada tipo (VH, DH e JH para a
cadeia pesada e VL e JL para a cadeia leve) sera utilizado, podendo ou ndo ocorrer modificagdes
adicionais como a adi¢ao de nucleotideos (Tonegawa, 1983; Alt e Baltimore, 1982). Tanto em
humanos quanto em camundongos existem 5 classes principais de cadeias pesadas (y, o, W, 0, €)
e dois tipos de cadeia leve (x e A). Os loci Cy, Ca, Cu, Cd e Ce dao origem, respectivamente, as
classes de imunoglobulinas IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. Existem ainda subtipos nas classes, que
variam de acordo com o organismo estudado (Dekkers, 2017). Camundongos BALB/c

apresentam 4 subclasses de IgG: IgGl, 1gG2a, 1gG2b e IgG3, formadas a partir dos loci Cyl,



Cy2a, Cy2b e Cy3 (Dekkers, 2017). Camundongos C57Bl/6, por sua vez, apresentam [gG2¢c em
vez de IgG2a (Dekkers, 2017). Em humanos, existem 4 subclasses de IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3 e
IgG4) e 2 subclasses de IgA (IgAl e IgA2) (Vidarsson, 2014; Dekkers, 2017).

Sao consistentemente observadas caracteristicas particulares nas diferentes classes de
imunoglobulinas, com IgG sendo mais comumente associada a processos de opsoniza¢do, mas
sendo importante também em outros processos, como neutralizagdo de microrganismos e
ativagdo do Sistema Complemento. IgA ¢ comumente associada a neutralizagdo de
microrganismos e IgE a respostas contra helmintos e sensibilizacdo de mastdcitos, basofilos e
eosinofilos em processos alérgicos. No desenvolvimento dos linfécitos B, os isotipos IgM e IgD
sdo os primeiros a ser expressos, sendo as outras classes formadas apenas apds a ativagdo da
célula B e de um processo conhecido como Recombinagdo de Troca de Classes (CSR),
usualmente dependente de interacdes entre linfocitos B e T. IgM e IgD contribuem ndo s6 para
ativacdo da célula B, mas para respostas primdrias a estimulos antigénicos, sendo IgM secretada
na forma pentamérica e favorecendo a deposi¢do de proteinas do Sistema Complemento nas
superficies que reconhece, podendo promover a lise de patdégenos que reconhece, além de se
associar a receptores nas mucosas. Por ser secretada antes da CSR, a classe IgM é comumente
utilizada na medicina diagndstica como marcador de infec¢do recente, sendo o idiotipo testado
(anticorpo da classe IgM com determinada especificidade) progressivamente substituido por
outras classes, como IgG, no decorrer da infec¢dao. Contudo, como sera discutido posteriormente,
existem cé€lulas de memoria secretoras de IgM, muitas vezes de maneira independente de
processo infeccioso, contribuindo para fungdes fisiologicas e para a primeira linha de defesa
contra patogenos (Bernasconi et al., 2002; Bernasconi et al., 2003; Klein ef al., 1998).

Cada regido variavel das cadeias leves e pesadas ¢ composta por trés porcdes
hipervaridveis denominadas regides determinantes de complementariedade (CDR), totalizando
seis regides determinantes de complementariedade: CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3 na cadeia
leve; ¢ CDR-H1, CDR-H2 ¢ CDR-H3 na cadeia pesada. Essas regioes sdo separadas por
intervalos de sequéncias conservadas que se dobram, aproximando os seis CDRs para a formacgao
do sitio de ligacdo ao antigeno (Schroeder et al., 2006). A analise das regides determinantes de
complementariedade pode ser muito importante no estudo das imunoreatividades, em especial no
que diz respeito a regido CDR-H3, uma vez que se encontra no centro do sitio de ligagdo ao

antigeno. Muitas vezes a sequéncia de aminoacidos que constitui a regido CDR-H3 ¢ usada como



parametro de identifica¢do de clones (isto ¢, linfocitos que passaram pelo processo de expansdo
clonal, gerados por mitose a partir da ativagdo de uma unica célula B ativada) com
imunoreatividade particular (Schroeder ef al., 2006).

Os rearranjos dos segmentos génicos de imunoglobulina das células B se iniciam com os
segmentos associados a cadeia pesada, de DH para JH , seguido pela unido dos segmentos VH e
DJH da cadeia p (Karasuyama et al., 1990). Em humanos, existem aproximadamente 51
segmentos funcionais V (variaveis) conhecidos, 27 segmentos funcionais D (diversidade)
conhecidos e 6 segmentos J (unido) funcionais conhecidos disponiveis por /ocus para montagem
da cadeia pesada. O locus da cadeia pesada em humanos esta localizado proximo ao telomero de
braco longo do cromossomo 14 e se estende para dentro em direcdo ao centrdmero com 0s
segmentos V na extremidade 5 ', seguidos pelos segmentos D e, em seguida, pelos segmentos J
(Volpe et al., 2008). J& em camundongos BALB/c o locus da cadeia pesada encontra-se no
cromossomo 12, com cerca de 100 segmentos do tipo V, 13 do tipo D e 4 do tipo J (Feeney,
1993). Apesar de possuirem dois alelos para cadeia pesada, a maior parte das células B expressa
apenas a cadeia pesada proveniente de um deles em sua superficie por conta de um processo
conhecido como exclusdo alélica (Rajewsky 1996).

Em relacdo as cadeias leves, o locus k humano estd localizado no cromossomo 2 e inclui
cerca de 40 segmentos génicos na regido Vk agrupados em até sete familias e cinco segmentos
génicos funcionais na regido Jk e um segmento génico na regido Ck, ao passo que o locus A esté
localizado no cromossomo 22, com aproximadamente 30 segmentos VA agrupados em 10
familias. Existem sete genes CA humanos, quatro dos quais sdo comprovadamente funcionais e
trés dos quais parecem ser pseudogenes, sendo cada gene CA localizado a 3 'de um segmento
génico JA. Ja em camundongos BALB/c o locus Vk esta localizado no cromossomo 6 e contém
até 93 segmentos génicos agrupados em 18 familias, ao passo que o locus Jk contém cinco
membros, sendo quatro deles funcionais (Lefranc, 2003).

A atuacao do maquinario enzimatico de recombinag¢do nos referidos segmentos génicos ¢
possibilitada pela presenca de sinais conservados de recombinagdo que flanqueiam cada
segmento génico e determinam o sitio de recombinagao reciproca. Cada sinal ¢ formado por uma
sequéncia altamente conservada de 7 pares de bases (um heptamero, normalmente formado pela
sequéncia CACTGTG ou pela sequéncia CACAGTG) e uma sequéncia moderadamente

conservada de 9 pares de bases rica em adenina e timina (um nondmero, normalmente formado



pela sequéncia GGTTTTTGT ou ACAAAAAACC), separadas por espacadores de 12 ou 23
pares de bases com sequéncia ndo conservada (Tonegawa 1983; Ramsden ef al., 1994). Esse
espaco de 12 ou 23 pares de bases ¢ correspondente respectivamente a uma ou duas voltas na
estrutura helicoidal do DNA e, durante o processo de recombinacdo somatica, sao favorecidos
rearranjos de segmentos génicos flanqueados com espagadores de tamanhos diferentes, isto €,
rearranjos de segmentos génicos flanqueados por espagadores de 12 pares de bases com
segmentos génicos flanqueados por espacadores de 23 pares de bases. Isso garante que nao
ocorram rearranjos de segmentos génicos do mesmo tipo (como o rearranjo de dois segmentos V
em vez de um rearranjo com segmentos V e J na cadeia leve), visto que em todos os loci o
tamanho dos espagadores ¢ igual entre segmentos do mesmo tipo e difere entre os segmentos que
fazem fronteira. O processo de recombinagdao de V (D) J ¢ mediado pelo complexo recombinase
VDJ, uma conjunto diversificado de enzimas. As principais enzimas envolvidas sdo as proteinas
codificadas pelos genes ativadores da recombinacdo 1 e 2 (RAGl1 e RAG2), a enzima
desoxinucleotidil transferase terminal (TdT) e a nuclease Artemis, que atua na via ndo-homologa
de reparo de DNA. O processo se inicia quando o complexo recombinase V(D)J, principalmente
pela atividade da enzima RAG1, mas também com atuacdo de RAG2 e auxilio das proteinas
HMGB (High Mobility Group Box) do tipo 1 ou 2, se liga a uma sequéncia sinal de
recombinacdo (RSS), que flanqueia um segmento génico recombinante, clivando entdo uma
unica fita de DNA entre a primeira base da RSS e o segmento codificante (Dai et al., 2004). Com
isso, forma-se um grupo hidroxil livre na extremidade 3’ e um grupo fosfato livre na extremidade
5’ da fita de DNA clivada, de maneira que o complexo recombinase posiciona o grupo hidroxil
reativo para o ataque nucleofilico da liga¢do fosfodiéster da fita oposta, resultando na formagao
de dois terminais de DNA assimétricos: um deles, dotado do segmento codificante, com uma
estrutura em grampo (hairpin); e o outro, dotado dos sinais de recombinagdo, com terminal
abrupto (Dai et al., 2004).

As extremidades dos terminais abruptos sdo ligadas formando um pedago circular de
DNA contendo todas as sequéncias intermediarias entre os segmentos de codificagdo (isto ¢, os
sinais de recombinag¢do). J4 os terminais codificantes sdo processados em uma segunda etapa
mediada por um grupo de fatores reparadores de DNA, incluindo Ku70, Ku80, DNAPKcs ¢
XRCC4, sendo ainda postulado que as enzimas RAG1 e RAG2 também atuem nessa fase (Lewis

e Gellert, 1989; Lieber, 1991; Dai et al., 2004). Desta forma, a recombinagdao V(D)J resulta na



formagao de duas jung¢des de DNA: uma jungdo codificante, formada pela fusdo dos segmentos
génicos codificantes, ¢ uma juncao dos sinais, formada pela fusdo dos heptameros dos sinais de
recombinagdo. Essa juncdo dos sinais ¢ tipicamente precisa, sem perdas ou adi¢des de
nucleotideos, ao passo que a juncdo codificante ¢ com alguma frequéncia imprecisa, com perda
ou adi¢do de nucleotideos, o que aumenta a variabilidade dos receptores antigénicos das células
B, contribuindo para a maior diversidade do repertério de reconhecimento de epitopos (Lewis,
1994a). A adi¢ao de nucleotideos pode ocorrer de forma palindromica (P), na qual ¢ catalisada
pelas enzimas de reparo uma repeticdo invertida de um ou mais nucleotideos por
complementaridade da outra fita simples de DNA se a clivagem pela nuclease Artemis ocorrer
em um ponto diferente do inicialmente clivado por RAG1/2; ou de forma N (de non-template,
isto €, ndo relacionada a fita molde), quando a adicdo de nucleotideos ¢ realizada de forma
estocastica pela enzima transferase deoxinucleotidil terminal (TdT) (Roychoudhury et al., 1976;
Alt e Baltimore, 1982). A expressdo das enzimas RAG-1, RAG-2 e TdT ocorre pontualmente
apenas durante os processos de recombinagdo, sendo a atividade de TdT iniciada e encerrada
antes da expressdo das recombinases, de forma que adi¢des de nucleotideos N a jun¢do dos
segmentos génicos ¢ menos comum nas cadeias leves que nas pesadas (Bentolila et al., 1999).
Esses mecanismos garantem a geracdo da diversidade dos receptores das células B,
contudo o equilibrio do sistema dependera da funcionalidade dessas imunoglobulinas, sendo

necessarias etapas de selecao que ocorrerdo durante o desenvolvimento da linhagem celular.

1.2 ONTOGENIA DOS LINFOCITOS B

Nos vertebrados mandibulados, as células do sistema imunitario derivam de células
tronco hematopoiéticas que se diferenciam em precursores mieldides e linféides, sendo os
ultimos associados a formagdo tanto de linfocitos B quanto de linfécitos T (componentes da
imunidade adaptativa) e ainda de células NK (componentes citotoxicos da imunidade inata) e da
subpopulagdo de células dendriticas CD8o+. A diferenciagdo das células tronco hematopoiéticas
em linfocitos B parece estar intimamente associada a fatores microambientais pouco elucidados
que promovem a expressao dos fatores de transcricdo E2A e EBF (Sigvardsson et al., 2002). Em
individuos adultos, esse processo hematopoiético ocorre na medula dssea, com o
desenvolvimento de linfocitos B nesse sitio sendo iniciado nos estagios adjacentes ao nascimento

¢ diminuindo ao longo da vida. Contudo, durante os estdgios iniciais do desenvolvimento
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embriondrio a medula 6ssea ainda ndo estd formada. Assim, em humanos e camundongos a
geragdo de células B no estagio embrionario e neonatal ocorre nos tecidos para-aorticos, figado e
baco (Melchers, 1991; Montecino-Rodriguez, 2012). Um resumo esquematico do
desenvolvimento das subpopulacdes de células B de acordo com o modelo das linhagens pode ser

observado na Figura 2:
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Figura 2 (adaptada de Hardy, 2006): Desenvolvimento das subpopulagdes de células B a partir do modelo
das linhagens. Sinalizacdo do BCR: em vermelho, reconhecimento forte; em azul, reconhecimento fraco;
em verde, reconhecimento intermediario; em marrom, reconhecimento intermedidrio com ativagado da via
de Notch-2, cujos ligantes nao estdo completamente elucidados. Células B-1b (CD5-) podem ser formadas
por precursores com ambos programas transcricionais que se refletem na expressdo de CD19 e B220, ao

passo que células B-1a (CD5+) sdo majoritariamente formada pelos precursores CD19+, B220-.

O sitio hematopoiético de origem desses precursores parece contribuir para caracteristicas
fenotipicas dos linfocitos B produzidos. Células B-2 migram apds a maturagdo para 0rgaos
linféides secundarios como linfonodos, placas de Peyer e zona marginal do bago, sendo formadas
principalmente por precursores provenientes da medula Ossea. Ja& células B-la sdo formadas

principalmente por precursores provenientes dos sitios hematopoiéticos embrionarios,
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especialmente o figado fetal, migrando apds a maturacdo majoritariamente para cavidades
serosas, como a cavidade peritoneal e a cavidade pleural, parecendo ser sua reposi¢cdo na vida
adulta do individuo puramente associada a mitoses (Hardy e Hayakawa, 2001). Células B-1b,
por sua vez, parecem poder ser formadas tanto por precursores do figado fetal quanto, em menor
proporcao, por precursores da medula 0ssea, sendo comumente caracterizadas pela expressao das
mesmas moléculas de superficie presentes em células B-1a, com excegdo de expressarem niveis
baixos ou nulos de CDS5, migrando também majoritariamente para sitios serosos (Hardy e
Hayakawa, 2001). Células B-1 de ambos os tipos podem ser encontradas em menor propor¢ao no
baco, mas estdo praticamente ausentes nos linfonodos e placas de Peyer (Hardy e Hayakawa,
2001).

Ainda que o modelo proposto para a geragao de diversidade das imunoglobulinas suponha
uma aleatoriedade no processo, observa-se diferencas consistentes nos receptores das células B-1
e B-2. As imunoglobulinas produzidas pelas células B-1 freqiientemente reagem com
auto-antigenos e epitopos polissacaridicos repetitivos de microrganismos, sendo geralmente
dotadas de segmentos V relativamente ndo mutados em sua sequéncia codificante. Apesar das
células B-1 serem minoritdrias em camundongos adultos, parecem produzir a maior parte de IgM
circulante e uma proporcao significativa dos chamados “anticorpos naturais” presentes no soro e
nas mucosas (Berland e Wortis, 2002). Define-se anticorpos naturais como os que sao produzidos
independentemente do contato com macromoléculas exdgenas (como, por exemplo, os anticorpos
que podem ser encontrados em camundongos Germ Free e Antigen Free, isto ¢, camundongos
criados sem colonizagdo ou contato com populacdes microbianas, que recebem dieta de
nutrientes particulados, como aminodcidos livres, e cujos linfocitos B ainda assim secretam
anticorpos). Acredita-se, portanto, que o estimulo para a secrecdo desses anticorpos venha do
contato com auto-antigenos. O fato de suas regides determinantes de complementaridade serem
usualmente formadas por sequéncias de aminodcidos codificados pela linhagem germinativa
parece refletir a pressdo seletiva que resultou na formacgdo da atual composi¢do dos segmentos
V(D)J, de maneira a otimizar processos fisiologicos e imunoldgicos mesmo sem estimulos
exteriores. Talvez o exemplo mais claro desse fenomeno seja o dos anticorpos anti-fosforilcolina:
gerados de forma independente do contato com antigenos exdgenos, esses anticorpos apresentam
imunoreatividade cruzada contra a forma oxidada da lipoproteina de baixa densidade, cuja

deposicao excessiva ¢ associada a processos como o de aterosclerose, e contra o polissacarideo C
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da parede celular de Streptococcus pneumoniae, agente etiologico de infec¢des respiratorias e
meningite, cumprindo simultaneamente uma fun¢do fisioldgica de manutenc¢do da integridade
arterial e uma funcdo imunitéria no sentido classicamente atribuido a palavra (Schenkein et al.,
2001; Vale et al., 2013).

A principio, poderia-se imaginar que essas diferencas entre o repertorio de
imunoglobulinas de células B-1 e B-2 decorreriam de fatores de selecdo nos ambientes em que
sao formadas, favorecendo a sobrevivéncia de linfocitos cujos receptores antigénicos possuissem
determinadas caracteristicas. Estudos recentes nesse sentido, com a constru¢cdo de um sistema
loxp-CRE que permitia substituir o segmento génico variavel correspondente a cadeia pesada
(VH) do receptor antigénico de uma célula B-2 por um segmento VH comumente associado ao
BCR de células B-1a, demonstram que as células B-2 modificadas para expressar receptor
tipicamente associado a células B-1 adquiriram caracteristicas fenotipicas transcricionais de
células B-1a e, em ensaios de transferéncia adotiva, migraram para sitios tipicamente associados
a células B-la, como as cavidades peritoneal e pleural (Graf et al., 2019). Porém, a baixa
expressao de CDS5 nessas células as tornaria mais fenotipicamente proéximas de células B-1b, as
quais podem ser formadas a partir de precursores na medula dssea.

A reconstrucao de subpopulacdes de células B em experimentos de transferéncia adotiva
para animais irradiados ainda ¢ um tema controverso, com alguns autores alegando a
possibilidade de reconstituir a populagdo de células B-1a a partir de precursores da medula dssea
(Ditiber et al., 2009; Holodick et al., 2009) e outros alegando que a reconstrucao seria lenta e
incompleta, sem a formagdo do repertorio de receptores antigénicos tipicamente associados as
células B-1a e com diferencas fenotipicas nos linfocitos formados (Barber et al., 2011; Hardy et
al., 1987; Lalor et al., 1989a; Lalor et al., 1989b). As diferengas fenotipicas entre os precursores
de células B-1 e B-2 no figado fetal e na medula éssea, por outro lado, sdo bem estabelecidas. Os
precursores de células B-1 sdo caracterizados dentre células pro-B pela expressdo de AA4.1,
CD19, CD43, sem a expressao de B220, ao passo que precursores de células B-2 expressam
B220 e ndo expressam CD19 (Montechino-Rodriquez et al., 2006).

De fato, existem outros indicios de que ha uma mudanca desenvolvimental na linfopoiese
de células B, visto a expressdao dos fatores de transcricdo Sox17 e Lin28b em células tronco
hematopoiéticas do figado fetal mas ndo da medula 6ssea (Kim et al. 2007; Yuan et al., 2012). A

proteina Lin28b atua como inibidora pds-transcricional de Let-7, um precursor de microRNA que
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age de forma interferente no fator de transcri¢do Arid3a, o qual modula a sinalizagao do receptor
antigénico das células B. Dessa forma, a expressao de Lin28b nas células tronco hematopoiéticas
do figado fetal modifica toda a cascata de sinalizacdo associada ao receptor antigénico. Todavia,
mesmo a expressdo ectopica de Lin28b em precursores provenientes da medula ossea ¢
insuficiente para a reconstituicdo da populacdo de células B-1a com seu repertdrio candnico de
reconhecimento antigénico, mostrando que outros fatores também contribuem para a diferenca
observada no processo de linfopoiese de acordo com a origem dos precursores (Yuan et. al, 2012;
Zhou et al., 2015). Esses indicios parecem indicar que desde um estagio bastante precoce do
desenvolvimento na linhagem hematopoiética esses precursores ja estariam comprometidos com
processos intracelulares, que poderiam inclusive levar ao favorecimento da constru¢do de certos
tipos de receptores antigénicos. Assim, mesmo que a mudanga artificial do receptor, como pelo
sistema loxp-CRE, pudesse resultar em uma mudanga fenotipica observavel, talvez as
caracteristicas transcricionais nos primeiros estagios de desenvolvimento das células B-1 nao
possibilitassem a formacdo de outros tipos de receptor, como os observados nos linfocitos B-2,
pelas vias naturais.

Esses fatores sdo importantes pois, assim como outros, demonstram que o repertdrio
imunolodgico e as formas de resposta diferem de acordo com a idade. Sabe-se, por exemplo, que
idosos sdo mais propensos a infecgdes € menos responsivos a vacinas (Dorrington e Bowdish,
2013; Lord, 2013), além de terem maior propensdo a doengas autoimunes (Vadasz et al., 2013).
Em células obtidas de animais mais velhos, observa-se consistentemente a diminuicdo na
expressao dos genes RAG, resultando em menor producdo de células B imaturas na medula ossea
(Labrie et al., 2005). De forma semelhante, o estudo da regido determinante de
complementariedade de linfécitos B humanos sugere que com a idade hd uma diminui¢do da
diversidade do repertorio que parece se correlacionar com a reducdo da satide do paciente
(Troutaud et al., 1999). Assim, uma possivel explicacdo para a menor responsividade vacinal
poderia estar associada tanto a essa menor geragdo de células B-2 imaturas pela medula 6ssea
quanto ao fato de que células de memoria acumuladas ao longo da vida deixariam menos espago
nos foliculos dos 6rgdos linfoides secundarios para a entrada de células B recém formadas, que
teriam ainda dificuldade na concorréncia por sinais de sobrevivéncia com essas células que ja
passaram por processos competitivos de maturacdo de afinidade. Paralelamente, a maior

incidéncia de afec¢des autoimunes nesses individuos poderia estar associada a uma diminuic¢ao
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da representatividade de células B-2 nos foliculos, pela diminui¢do da producdo de células B
imaturas na medula 6ssea, € um aumento da participagdo das células B-1 no repertorio dos nichos
periféricos, j& que os receptores antigénicos das células B-1 estdo mais associados ao
reconhecimento autélogo, em especial no que diz respeito as células B-1a (Murakami e Honjo,
1995).

Desta forma, para a compreensdo das imunoreatividades e da formacgdo de respostas
efetoras, ¢ preciso levar em consideragdo nao s6 os padroes globais de reconhecimento
antigénico, mas também como estes sdo alterados ao longo do desenvolvimento do organismo e
se ha relagao entre certos tipos de reatividade e subpopulagdes linfocitarias.

A gestacdo humana dura em média cerca de 38 semanas, podendo-se encontrar células
pré-B a partir da 7* semana, células B imaturas a partir da 9* semana, células B expressando IgM
e IgD em suas superficies a partir da 13 semana e plasmocitos a partir da 16* semana. Ao fim do
segundo trimestre a producdo de células B ¢ gradativamente redirecionada para a medula Ossea,
onde continua a ocorrer pelo resto da vida, ao passo que a produgdo hepéatica, em contraposi¢ao,
cessa. Ja a gestagdo murina dura cerca de 3 semanas, com a hematopoiese sendo iniciada cerca de
7 dias ap6s a fertilizagcdo, quando células precursoras no saco vitelino se diferenciam em células
eritrdides primitivas e nucleadas (em contraposi¢do as hemadcias, anucleadas, do individuo
adulto). Essas células sao responsaveis pelo transporte de oxigénio no embrido. A partir do oitavo
dia de gestacdo, quando iniciam-se os batimentos cardiacos, pode-se detectar células tronco
hematopoiéticas capazes de gerar todos os tipos celulares das linhagens sanguineas na regido
Aorta-Gonada-Mesonefros. No 11° dia de gestagdo, ja sdo encontradas células tronco
hematopoiéticas no saco vitelinico, na placenta e no figado fetal, que aos poucos passara a
dominar o processo hematopoiético nos estagios iniciais de desenvolvimento. Células pré-B
podem ser encontradas a partir do 12° dia de gestagao e células B expressando IgM na membrana
podem ser encontradas a partir do 16° dia. O nimero de células tronco hematopoiéticas se
expande no figado fetal a partir do 13° dia, atingindo seu pico por volta do 16° dia. A partir desse
ponto, a medula 6ssea em formagao passa gradualmente a assumir a producao das células B
(Schroeder, 2006).

Cada estagio particular de diferenciagdo das células B pode ser caracterizado pela
expressao de moléculas de superficie (como, por exemplo, antigenos de reconhecimento,

moléculas de adesdo e receptores de quimiocinas ou citocinas), bem como pelo conjunto de
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fatores transcricionais que determinam a expressdo génica em cada etapa e pelo estado de
rearranjo dos genes que ddo origem as cadeias pesada e leve do receptor antigénico
(imunoglobulina) (Figira 2). As células tronco hematopoiéticas sdo caracterizadas por apresentar
o antigeno 1 associado a células tronco (Sca-1) em sua superficie e pela alta expressao de CD117
(uma molécula também conhecida como c-Kit, um receptor tirosina-quinase), essencial para a
interagdo com fator de células tronco (SCF), uma citocina que existe tanto de forma soluvel
quanto ancorada a membranas celulares e que direcionard o desenvolvimento da célula para sua
forma de progenitora multipotente (Kyle-Cezar et al., 2007). A sinalizagdo pelo fator de células
tronco ajuda a manter as células tronco hematopoiéticas e as células progenitoras multipotentes
derivadas destas nos nichos apropriados de desenvolvimento. J4 a intera¢do entre SCF e c-Kit
leva a diferenciagdo das células progenitoras multipotentes, que perdem a capacidade de
proliferacdo extensiva, mas que ainda podem se diferenciar em diferentes linhagens
hematopoiéticas (Bernstein et al. 1991).

No periodo fetal, células tronco hematopoiéticas primitivas, derivadas da regido
Aorta-Gonada-Mesonefros, recebem sinalizagdo pelo ligante de c-Kit e pela quimiocina
CXCLI10, sendo atraidas para o figado fetal, onde completam seu desenvolvimento em contato
com o0s microambientes mesenquimais e epiteliais, ricos em quimiocinas como CXCLI10,
CXCLI12, CCL7, CCL9Y, e CX3CL1 (Yokomizo et al., 2011; Tsuneto et al., 2013).

J4 na medula o6ssea, os precursores hematopoiéticos expressam também o receptor de
quimiocinas CXCR4 que interagird com a quimiocina CXCL12, derivada de células estromais da
medula dssea, e assim se manterdo no microambiente adequado para a prossecucdo do
desenvolvimento (Funk et al., 1993).

A partir deste ponto, as principais diferengas na ontogenia da linhagem B no 6rgdo
linféide primario, nos contextos fetal e pds-natal, estio associadas ao fato de que na medula
Ossea: ha geracdo de células B a partir de precursores hematopoiéticos por todo o restante da vida
do individuo; ha a formagdo de um repertorio mais diverso de imunoglobulinas, possivelmente
pelo contato com estimulos moleculares ndo totalmente elucidados, com maior adi¢ao e delegao
de nucleotideos nas regides juncionais dos segmentos génicos V(D)J, gerando um maior numero
de receptores antigénicos com regides determinantes de complementariedade distintas; ha a
sustentacdo de populagdes periféricas (pools periféricos) de células B. De toda forma, com a

progressao do desenvolvimento, seguindo um gradiente de sinalizagdes moleculares, as células
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tronco hematopoiéticas, precursores multipotentes, precursores linfoides e linfocitos B em
desenvolvimento migram da parte externa da regido medular para a mais interna, seja esta regiao
medular do figado fetal ou da medula 6ssea do individuo formado (Hardy e Hayakawa, 2001).

Conforme se comprometem com a linhagem linfoide, as células precursoras, ja
apresentando c-Kit e Sca-1 (Figura 3), passam a expressar o receptor flt-3 que interage com seu
ligante na membrana das células estromais, desencadeando a sinalizagdo para que a célula
precursora inicie a sintese do receptor de interleucina-7 (IL-7R, também conhecido por CD127).
A sinalizacdo por interleucina-7 (IL-7) € essencial para o desenvolvimento dos progenitores
linféides comuns (CLP) e das células B, promovendo, pelo acoplamento do receptor IL-7R a via
da Janus Quinase ¢ Transdutor de Sinal Ativador de Proteinas de Transcri¢do (JAK-STAT), o
aumento na produ¢do de moléculas anti-apoptoéticas, como MCLI1, bem como o aumento na
expressdo de genes de proliferacdo celular como c-myc e n-myc (Clark ef al, 2013).
Experimentos em camundongos demonstram que células estromais de medula 6ssea obtidas de
individuos em idade avancada produzem menos IL-7 e que linfocitos B obtidos desses mesmos
individuos respondem menos a sinalizagdo por IL-7 (Labrie ef al., 2005), demonstrando o efeito
da idade tanto em nivel secretdrio quanto recipiente, o que ressalta a importancia do estudo
desses processos ao longo do desenvolvimento do animal.

No momento em que passa a expressar o receptor flt-3, a célula precursora perde o
potencial eritroide, sendo esta entdo uma etapa marcante do comprometimento ontogénico, ainda
que neste ponto seja possivel o engajamento tanto com a linhagem de desenvolvimento mieldide
quanto linféide (Zriwil et al.,, 2018). Prosseguindo no comprometimento com a linhagem
linfoide, ha um aumento na expressdo de IL-7R e EBF1 e diminui¢do na expressao de c-Kit e
Sca-1, levando a formacao de células LMPP: Lymphoid-primed Multipotent Progenitor, isto ¢, células
precursoras comprometida com a linhagem linféide. Inicia-se ainda a expressdao dos genes RAG (1 e
2) e a producdo da enzima TdT (Figura 3), de forma que o rearranjo dos segmentos génicos DH e
JH ¢ desencadeado ainda nos precursores linféides comuns (Figura 3), sendo entdo possivel
observa-lo também em precursores de células T (Alt et al, 1984). Com este rearranjo ¢ a
expressao de B220 e MHC de classe II, formam-se as chamadas células pro-B precoces (Early
pro-B cells).

Em seguida, com a jun¢do de um segmento VH ao rearranjo D-JH, formam-se as células

pro-B tardias. As células pro-B tardias tornam-se células pré-B precoces ao expressar a cadeia
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citoplasmatica com cadeias leves provisorias, configurando o receptor das células pré-B. As
caudas citoplasmaticas da cadeia pesada dos receptores de células B sdo muito curtas para entrar
no citoplasma e transmitir um sinal de ligacdo ao antigeno, sendo entdo a transdu¢@o do sinal de
ligacdo do antigeno ao BCR possibilitada pela associagdo com as proteinas transmembrana Iga e
IgB, as quais possuem motivos de ativacdo de imunoreceptores a base de tirosina (ITAMs) que se
fosforilam em resposta a ligacdo do antigeno ao BCR, iniciando uma cascata de sinaliza¢io
citoplasmatica. Apds a expressao da cadeia p, ocorre a suspensao temporaria da expressao e dos
genes RAG 1 ¢ RAG 2 e as células pré-B que tiveram sucesso em parear a cadeia pesada
rearranjada com a cadeia leve provisoria sofrem sucessivas mitoses dependentes da integragcdo do
sinal gerado através da associacdo do pré-BCR com Iga e IgBf com a do sinal gerado pelos
receptores de interleucina 7 (Rolink et al., 2000). E possivel que ligantes desconhecidos também
desempenhem papel importante nesse estdgio. Em animais adultos, parecem ser favorecidas
células cujo rearranjo da cadeia pesada utilizou segmentos VH mais distantes dos segmentos
D-JH no processo proliferativo (Boekel ef al, 1997). Como as células em divisdo sdo maiores que
as células em repouso, as células pré-B precoces também sdo chamadas de células pré-B grandes.

Ap6s a proliferacdo, o rearranjo dos segmentos génicos que dardo origem a cadeia leve ¢
iniciado. As células pré-B tardias, também chamadas de células pré-B pequenas, resultantes das
sucessivas mitoses anteriores, realizam o rearranjo Vk-Jk nos segmentos génicos da cadeia leve
e, caso este ndo seja produtivo, ¢ realizado o rearranjo VA-JA (Gorman e Alt, 1998). Este
processo se inicia pela unido de uma regido V a uma regido J, de forma que o complexo VJ
permanece separado da regido C da cadeia leve por um intron, até 0 momento da transcricdo em
que o splicing leva a remocao do intron e resulta na formagao de um transcrito V-J-C maduro. O
sucesso na formacdo da cadeia leve rearranjada com a cadeia pesada anteriormente produzida
leva a expressao de IgM de superficie, caracterizando o estagio de célula B imatura. Essas células
expressam baixos niveis das moléculas anti-apoptoticas Bcel-2 e Bel-xl, além de expressarem na
membrana altos niveis de Fas, uma molécula capaz de transmitir sinalizacdo de morte celular
quando entra em contato com seu ligante. Nesse momento, pode ocorrer a selegdo negativa, em
que a interag¢do de alta afinidade do receptor antigénico com um ligante pode resultar na edi¢cdo
do receptor por rearranjo no outro alelo da cadeia leve se ainda disponivel (Tiegs et al., 1993), na
substitui¢do do segmento génico VH (Zhang et al., 2004), em anergia ou em morte celular,

podendo estes processos estar associados a modelagem de um repertério de reatividade
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relativamente conservado (Schelonka ef al., 2007). Essa hipdtese ¢ fortalecida quando leva-se em
conta que a auséncia de sinalizagdo pelo BCR também pode resultar em morte celular,
demonstrando que podem ser necessarios de sinais de sobrevivéncia associados ao BCR e
interacdes com ligantes desconhecidos (Lam ef al., 1997; Freitas e Rocha, 2000). As cé¢lulas B-2
imaturas sdo comumente classificadas em estdgios transicionais, sendo as células Tl1
caracterizadas pela expressdo de [gM de membrana, CD24 e CD93, sendo negativas para CD21 ¢
CD23. Nessas células, ja se inicia o splicing alternativo no locus Cu-Co IgD, levando a
co-expressdao de IgM e IgD na membrana citoplasmatica, porém ainda com baixas taxas de IgD.
As células B imaturas no estagio transicional T1 deixam o 6rgao linféide primério pela corrente
sanguinea, através dos capilares sinusoides, e adentram o bago pela arteriola central. Nas bainhas
linféides periarteriolares, ocorre a mencionada selecao negativa. As células que passam por esse
processo adentram os foliculos e prosseguem com o desenvolvimento, diminuindo a expressao de
CD24 e CD93 e aumentando a expressao do Receptor do Fator de Ativacao de Linfocitos B
(BAFF-R) e de IgD de membrana, caracterizando o estagio transicional T2. O Fator de Ativagao
de Linfocitos B (BAFF) ¢ produzido por células da linhagem mieldide e é essencial para a
sobrevivéncia das células B-2 nesse estagio de transicdo. Assim, a expressdo de BAFF-R pelas
células B-2 no estagio T2 ¢ de suma importancia e este parece ser também um mecanismo de
selegdo, agora positiva, visto que a expressao de BAFF-R ¢ dependente da sinalizagao pelo BCR
(Schweighoffer et al., 2013). Evidéncias da sele¢do positiva incluem experimentos que
examinaram a maturacdo de células B no bago de camundongos com BCRs transgénicos,
sugerindo que a sele¢do positiva mediada por ligantes seria necessaria para entrada da célula B
madura no pool periférico (Cyster et al., 1996) e comparagdes de repertorios de imunoglobulinas
de células B virgens imaturas e maduras, revelando diferencas consistentes no uso dos segmentos
génicos V, incluindo expansao de clones selecionados, o que implicaria que muitas células B
pré-imunes convencionais seriam selecionadas por ligantes (Gu et al., 1991; Levine et al. 2000).
Nesse sentido, sdo observadas ainda diferencas no repertoério de camundongos germ free, isto €,
criados em condi¢des que impedem contato com qualquer microrganismo, ¢ de camundongos
controle (colonizados), mostrando que ligantes de origem microbiana contribuem para a selegdo
do repertorio (Chen et al., 2018). Quando cessa a expressao de CD24 e CD93 e a expressao de
IgD na membrana chega a seu pico, as cé¢lulas B-2 se tornam maduras e migram para os foliculos

linféides dos orgdo linféides secundarios (Engel, 1995; Koévesdi, 2010). As células B-1
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transicionais, por sua vez, ndo dependem da interacio com BAFF e as interacdes fortes de
antigenos com o BCR parecem promover selecdo positiva em vez de negativa (Miller et al.,
1992). Outra subpopulagdo de células B, as células B da zona marginal do baco (MZ), também
passam por estagios de transicdo diferenciados: apesar de requererem sinalizagdo por BAFF,
como as células B-2, o desenvolvimento do fendtipo MZ esta associado a sinalizagdo pela via do
receptor Notch 2 (Saito et al., 2003). O resumo esquematico do desenvolvimento das células B

pode ser observado na Figura 3:
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Figura 3 (adaptada de Vale et al., 2015): Modelo esquematico da diferenciagdo das células B. E mostrada

a expressao de genes e moléculas (tracejados pretos) ao longo dos diferentes estagios de maturagao.

Ao fim do programa de maturagdo, as células B-2 migram principalmente para os
foliculos linfoides, direcionadas pela interacdo da quimiocina CXCL13, secretada por células
dendriticas foliculares, com o receptor CXCRS5 expresso na membrana linfocitaria, mas nao
permanecem estaticas nesses sitios: recirculam através do sangue e da linfa retornando aos
foliculos em ciclos sucessivos. J& as células B-1 migram principalmente para as cavidades

serosas seguindo um gradiente da quimiocina CXLCL13, secretada por macréfagos peritoneais e



células do omento (Ansel et al., 2002). O fato da mesma quimiocina guiar essas diferentes
subpopulagdes para diferentes sitios anatdomicos parece indicar tanto a presenca de outros
estimulos moleculares nesse processo, incluindo fatores ligados ao estagio de desenvolvimento
do individuo, considerando a origem majoritariamente fetal/neonatal das células B-1 e
majoritariamente pds-natal das células B-2.

Desta forma, a compartimentalizagdo das células B ¢ bem caracteristica: no bago,
encontram-se, além das células B transicionais, as células B-2 foliculares, as células B de zona
marginal e, em menor proporcdo, células B-1a e B-1b; os linfonodos periféricos, por sua vez,
abrigam principalmente células B-2 recirculantes, frequentemente associadas a memoria
imunolédgica; por fim, nas cavidades serosas, como peritoneal e pleural, encontram-se
principalmente linfocitos B-1a ¢ B-1b, mas também uma pequena populacao de linfocitos B-2
(Lortan et al., 1987).

Os processos de geracdo de diversidade das imunoglobulinas levam a formagdao do
repertdrio emergente e as imunoglobulinas presentes nas células B dos orgdos linfoides
secundarios constituem o chamado repertorio disponivel de reconhecimento antigénico. Mas ha
ainda o repertorio atual, composto pelas imunoglobulinas presentes em plasmocitos e secretadas,
circulantes nos fluidos corporais. A formacdo do repertdrio atual depende de um processo
adicional, de ativagdo das células B em contato com um estimulo antigénico e sinais secundarios

ou co-estimulatorios.

1.3 ATIVACAO DOS LINFOCITOS B

Para que a homeostase seja mantida, a secrecdo de imunoglobulinas, que levara a
formacdo do chamado repertorio atual, € um processo regulado, dependente de uma combinacao
de fatores que levardo a ativag@o dos linfocitos B. Ainda que sinais secundarios sejam essenciais
para a ativagdo, servindo como forma de controle, o sinal primario essencial ¢ o reconhecimento
de um antigeno pelo receptor antigénico da célula B (BCR). O contato do BCR pode se dar tanto
com antigenos soluveis, os quais podem ser filtrados do sangue pelo bago ou atingir os
linfonodos pela circulagdo linfatica, quanto com antigenos apresentados por outras células ou
ainda na superficie de microrganismos. A ativacao dos linfocitos B in vivo ¢ comumente definida
pela associagdo entre antigenos e receptores antigénicos de forma a aproxima-los das jangadas

lipidicas associadas a moléculas como Lyn, com atividade tirosina quinase, levando a uma
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transducdo de sinal intracelular, sendo este processo amplificavel por interagdes com moléculas
secretadas ou de superficie expressas por células T ou células da imunidade inata. Para isso, as
células B precisam migrar para sitios apropriados nos 6rgaos linfoides secundérios e se associar
corretamente, por adesdo de superficie, com outras cé€lulas, de forma que a célula B que receba os
sinais corretos no local correto sofrerd expansdo clonal, produzindo células secretoras de
anticorpos ou células de memoria com alta afinidade (Rajewsky, 1996).

A ligacdo dos antigenos a IgMs de superficie leva a alteracdes conformacionais nos
BCRs, aproximando-os das jangadas lipidicas, de forma que as tirosinas quinases Lyn possam
fosforilar os componentes de sinalizagao Ig-a (CD79A) e Ig-f (CD79B), que possuem caudas
intracitoplasmaticas com Motivos de Ativacdo de Imunoreceptores a base de Tirosina (ITAMs),
expondo sitios para recrutamento e ativagdo de proteinas de trés familias de tirosinas quinases:
Syk, Src e Tec (Reth, 1989; Yamanashi et al., 1991; Stepanek et al., 2013). Essas proteinas
quinases fosforilam suas respectivas proteinas adaptadoras, definidas como moléculas com um
grande numero de sitios de ligagdo para outras proteinas, facilitando a formagdo de grandes
complexos de sinalizacdo que interagirdo com enzimas produtoras de mensageiros secundarios
(Takata et al., 1994; Cox et al., 1996; Law et al., 1996; Fu et al., 1998; Okada et al., 2000).

A ativagdo de Syk leva a fosforilacdo e ativacdo de proteinas como BLNK, Btk e PLCy2
(Niiro e Clark, 2002). A atividade tirosina quinase de Syk promove por ao menos duas vias a
localizagdo de membrana da proteina fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) através de interacdes
com sua subunidade p85: tanto pela fosforilagao de CD19, que permite o recrutamento e ativacao
de p85, quanto pela fosforilagdo de Cbl, uma ubiquitina ligase, que permite sua interagdo com
p85 e ativagdo de PI3K (Otero ef al., 2001; Yokozeki et al., 2003). A atividade conjunta de Syk e
Btk leva a fosforilagdo de BCAP, uma proteina adaptadora de PI3K, a qual direciona p85 para
microdominios ricos em glicolipideos apds o contato do BCR com o antigeno (Okada et al.,
2000). Desta forma, PI3K catalisa a conversao de fosfatidilinositol 4,5-trifosfato em
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), o qual é essencial para a translocacdo de Akt, uma
proteina de atividade serina/treonina quinase. Uma vez corretamente posicionada na membrana
através da ligagdo com PIP3, Akt pode ser fosforilada por suas quinases ativadoras, como a
Quinase 1 Dependente de Fosfoinositideo (PDPK1, na treonina 308) ¢ o Alvo em Mamiferos
para o Complexo 2 da Rapamicina (mTORC2, na serina 473). A fosforilacdo por mTORC2

estimula a subsequente fosforilagio de Akt pela Proteina Quinase 1 Dependente de
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Fosfoinositideo (PDPK1), levando a ativagdao de Akt (Jacinto et al., 2006; Sarbassov et al.,
2005). Uma vez ativada, Akt pode ativar ou desativar seus substratos (por exemplo, mMTOR1) por
meio de sua atividade quinase. A fosforilacdo de Akt e estimulacdo do BCR levam ainda a
inibicao da proteina pro-apoptotica Bad e ativacdo das proteinas anti-apoptéticas Bel-2 e Bel-XL
(Datta et al., 1997). Nesse momento, Akt também fosforila o fator de transcricio FOXO,
induzindo sua saida do nucleo e promovendo assim programas transcricionais de proliferacao
celular (Yamagata ef al., 2008). Uma das consequéncias mais expressivas dessa cascata de
sinalizacdo ¢ a ativagdo, por Akt, das subunidades a e B da quinase IkB, levando a ativa¢ao do
fator de transcricdo NF-kB, que controla uma série de genes associados ao processo inflamatorio
(Bai et al, 2009). Adicionalmente, a fosforilagdo de IkBoa leva a sua degradacdo pela via
proteassomal, expondo a subunidade RelA de NF-kB, o que leva a transloca¢ao da mesma e ao
aumento na expressdo de proteinas associadas a proliferacdo e sobrevivéncia celular, como
c-Myc e proteinas da familia Bcl-2 (Grumont ef al, 2002). Lyn, Syk e Blk podem também
fosforilar e exacerbar a ativagdo de PLCy2, que hidrolisa fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em
inositol 3.,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), levando a mobilizagdo de calcio e
estimulando a atividade da proteina quinase C (PKC). PLCy2 fosforilada também leva a ativacdo
da vida das MAP quinases, o que também contribui para a translocagdo de NF-kB para o nucleo
celular (Ishiai et al., 1999).

Para que a ativagcdo realmente ocorra, no entanto, sdo necessarios sinais secundarios,
como sinais co-estimulatorios providos por outras células ou como o reconhecimento de ligantes
de receptores do tipo Toll (TLR). Os TLRs constituem uma familia ancestral de receptores, com
caracteristicas conservadas por milhdes de anos de evolugdo, sendo encontrados tanto em
vertebrados quanto em invertebrados, e desempenhando um importante papel no reconhecimento
de Padroes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs, que na verdade podem ser encontrados
também em microrganismos ndo patogénicos), os quais sdo extremamente conservados. Um
exemplo ¢ o Lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana externa de bactérias Gram
Negativas, o qual ¢ reconhecido por TLR-4. Existem caracteristicas comuns aos TLRs, como
regides ricas em repeticoes de residuos de leucina na porcdo extracelular, um dominio

transmembrana e um dominio Receptor Toll/Interleucina-1 (TIR) na regido -citosolica

(Bernasconi et al., 2003).
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O reconhecimento de ligantes de Toll pelos TLRs inicia uma cascata de sinalizacdo
mediada pela interacdo do dominio TIR com diferentes proteinas adaptadoras, como a proteina
do Gene de Resposta Primdaria de Diferenciagdo Mieloide 88 (Myd88), o Dominio de TIR
Contendo o Adaptador Indutor de Interferon-B (TRIF), a proteina do Dominio do Receptor
Toll/Interleucina-1 Contendo Proteina Adaptadora (TIRAP), a Molécula Adaptadora Associada a
TRIF (TRAM) e a Proteina Contendo Motivo de Alfa-Estéril e Tatu (SARM) (Barton e
Medzhitov, 2003). MydS88 ¢ a proteina adaptadora mais comum, mediando sinalizagdo de todos
os TLRs, com excecdo do TLR3, cuja sinaliza¢ao ocorre por intermédio de TRIF. A interagdo de
um ligante com TLR4 inicia tanto as vias de Myd88 quanto de TRIF. J4 TIRAP, TRAM ¢ SARM
estdo associadas a papéis regulatorios e auxiliares nas vias de Myd88 e TRIF (Kawasaki e
Kawai, 2014). O resultado da sinalizacdo pelos TLRs ¢ a ativacdo da expressao de genes com
atividade pro-inflamatéria e antimicrobiana pela ativagdo de fatores de transcrigdo como NF-kB,
como o Fator Regulatorio de Interferon-3 (IRF3) e como a Proteina Ativadora 1 (AP-1)
(Kawasaki e Kawai, 2014). Vale ressaltar que a estimulacdo com ligantes de receptores do tipo
Toll em grandes quantidades pode levar a ativagdo policlonal dos linfocitos B, os quais, nesse
contexto, secretam imunoglobulinas de forma independente da sinalizagdo por BCR (Sverinson,
Andersson e Mdller, 1972; Sverinson e Larsson, 1986; Browne, 2012). Esse artificio ¢ utilizado
em culturas de células B recuperadas de orgdos linféides para que se obtenha um sobrenadante
rico em imunoglobulinas que possa ser utilizado em ensaios experimentais (Sverinson,
Andersson e Moller, 1972; Sverinson e Larsson, 1986; Nobrega ef al., 1993). Outro resultado da
sinalizacdo pelos TLRs ¢ o aumento da expressdao de MHC e da apresentacdo antigénica, bem
como o aumento da expressdo de moléculas co-estimulatorios como CD80 e CD86, que auxiliam
nas interacoes com células T (Kawasaki e Kawai, 2014).

Essa interacdo com células T ¢ importante para a troca de classe de imunoglobulinas,
sendo as respostas resultantes dos processos de ativacdo classificadas como T- dependentes, nas
quais ha interagdo com células T CD4+; e T-independentes (Noelle € Snow,1990). As células T,
também constituintes da imunidade adaptativa, apresentam receptores antigé€nicos gerados por
processo de recombinagdo, mas com a particularidade de que ha uma restricio em relagdo ao
reconhecimento antigénico: reconhecem apenas peptideos na fenda do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC). Todas as células nucleadas de mamiferos expressam MHC de

classe I (MHC-I) e antigenos gerados endogenamente nessas células sao ligados a moléculas de
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MHC-I e apresentados na superficie celular. Esta via de apresentacdo antigénica permite a
deteccao de células transformadas ou infectadas que exibam peptideos de proteinas mutadas ou
exogenas. Tal deteccdo ¢ realizada pelas células T CD8+, que possuem atividade citotoxica. Ja
antigenos do espaco extracelular e, por vezes, também endogenos, sdo processados em vesiculas
endociticas e apresentados na superficie celular por MHC-II, que pode ser reconhecido pelas
células T CD4+, também chamadas de células T auxiliares, as quais secretam citocinas e sinais
moleculares para coordenar e direcionar as respostas imunitarias inata e adaptativa (Noelle e
Snow,1990).

Nas respostas humorais T-dependentes, as células B ativadas pelo contato com o antigeno
e sinais secundarios, como ligantes de Toll, se aglomeram na fronteira dos foliculos com as zonas
de células T, tentando se engajar nas chamadas interagdes cognatas, que ocorrem entre células B
e T que reconhecem um mesmo antigeno (mas ndo necessariamente o mesmo epitopo) (Garside
et al., 1998; Okada et al., 2005). E comum, neste contexto, que o contato inicial com o antigeno
se dé por intermédio de células dendriticas foliculares. Antigenos circulantes podem entrar em
contato com componentes do Sistema Complemento, um grupo de proteinas sintetizadas pelo
figado e que circulam pelo sangue de forma inativa até o contato com padrdes moleculares levar
a deposi¢do sequencial desses componentes. As células dendriticas foliculares possuem receptor
para a proteina C3 do Sistema Complemento, bem como para a por¢ao Fc de anticorpos
circulantes. Desta forma, as células dendriticas foliculares podem levar antigenos integros em sua
superficie para linfocitos B. No reconhecimento antigénico pelo BCR, a célula B inicia o
processo de endocitose mediada por receptor, através de vesiculas recobertas por clatrina, sendo
entdo o ligante degradado pelos conteudos lisossomais e iniciando-se o processo de apresentacao
de peptideos por MHC de classe II. As células T CD4+ previamente ativadas podem entdo
reconhecer peptideos na fenda do MHC-II. Nestas células T CD4+ foliculares ha uma elevada
expressdao de moléculas de superficie importantes nas interagdes cognatas, como a molécula
CD40L que interage com CD40 da célula B, podendo levar a proliferagao da célula B, maturagao
de afinidade e recombinagdo troca de classe (CSR) de imunoglobulina (Figura 4). A interacao
entre CD40L e CD40 ¢ tao importante para a CSR que deficiéncias nessas moléculas levam a
rara sindrome de hiper-IgM, caracterizada pela baixa ou ausente producao de outras classes de
imunoglobulinas, com impacto negativo na forma¢ao de memoria imunitaria humoral e levando o

individuo ao comprometimento da homeostase imunologica (Notarangelo et al., 2006).
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O reconhecimento do antigeno pelo BCR consiste no primeiro sinal de ativagdo, sendo a
intensidade desse sinal potencialmente amplificada pelo complexo CD19, composto pelas
moléculas CD21, CD19, CD81 e CD225, permitindo o reconhecimento da proteina C3 do
Sistema Complemento por CD21 e a subsequente transdugdo do sinal pelo restante do complexo
(Carter e Fearon, 1992). Mas, como mencionado, os sinais secunddrios serdo essenciais para a
conclusdo da ativacdo e formacdo da resposta. Na interacdo com as células T, sinais
co-estimulatorios ocorrem também entre as moléculas ICOSL, CD80 (B7.1)/CD86(B7.2) e
PDL-1 da superficie da célula B com os receptores ICOS, CTLA-4 e PD-1, respectivamente, na
superficie da célula T. Assim como a interagao entre CD40L e CD40, a interagdo entre PD-1 e
PDL-1 parece ser importante para respostas com formacdo de centros germinativos e geracao de
anticorpos de alta afinidade (Good-Jacobson et al., 2010). A molécula CD28, constitutivamente
expressa na superficie de linfocitos T, também pode promover proliferacdo e CSR em células B
se interagir com a molécula CD86 das mesmas, mas inibir estes processos caso interaja com a
molécula CD80. A co-estimulagdo por CD28 pode ainda ser contrabalanceada no contexto de alta
expressao de CTLA-4 na célula T, uma vez que CTLA-4 pode se ligar com maior afinidade a
CD80 e CD86, bloqueando a interacdo com CD28 (Walker e Samson, 2011).

Todas essas interagdes dependem ainda de moléculas de adesdo celular, como integrinas,
em um primeiro momento, sendo a sinapse imunologica subsequentemente mantida por
interagdes homotipicas entre moléculas SLAM e SAP presentes na superficie de ambas as células
(Sayos et al., 1998). Adicionalmente, ha a liberacao de citocinas, o que talvez seja um dos pontos
mais importantes na interacdo cognata. Durante a intera¢do, a célula B libera interleucina-6
(IL-6), essencial para a manutencdo das células T foliculares (sendo esta interleucina também
liberada por células dendriticas foliculares) (Nurieva et al., 2010). Ao receber IL-6, a célula T
secreta interleucina-21 (IL-21), promovendo a proliferacdio da célula B, bem como a
diferencia¢do em plasmablasto, secre¢do de imunoglobulinas e CSR.

De fato, a troca de classe de imunoglobulinas ¢ extremamente dependente dos sinais
moleculares soluveis recebidos pela célula B, sendo observada em camundongos a troca de
classes para IgG1 e IgE na presenca de IL-4 (Snapper et al., 1988), IgA e IgGG2b na presenga de
TGF-B (Garcia et al., 1996), IgA na presenga de IL-5 e acido retindico (Nikawa et al., 2001) ,
bem como de IgG2a e IgG3 na presenca de IFN-y (Bossie e Viteta, 1991; Snapper ef al., 1992);

ao passo que em humanos foram observadas trocas para IgGl e IgG3 na presenca de IL-10
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(Bricre et al., 1994), IgGl e IgE na presenca de IL-4 (Claassen et al., 1990), [gG4 e IgE na
presenga de 1L-4 e IL-13 (Punnonen ef al. 1993), bem como para IgA na presenca de TGF-3
(Nilsson et al., 1991), ndo sendo tdo claro o direcionamento para uma classe especifica na
presenga de IFN-y. De forma geral, os mecanismos do direcionamento da troca de classes ainda
estdo em processo de elucidagdo. Ainda que se saiba que a estimulagdo por IL-4, por exemplo,
leva a expressdo do fator transcricional STAT6 e que os promotores para as sequéncias de regido
constante Cyl (associada a classe IgG1) e Ce (associada a classe IgE) possuem sitios de ligacao
para STAT6 (Hebenstreit et al., 2006), ndo esta claro o que exatamente determinard que a célula
em contato com IL-4 passe a produzir IgG1 ou IgE ap6s a CSR. Um resumo esquematico dos

eventos da ontogenia pode ser visto na Figura 4.
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Figura 4 (adaptada de Gould e Wu, 2018): Ontogenia e desenvolvimento do repertorio de células B. A
partir do canto superior esquerdo: o repertoério emergente de células B nos orgdos linfoides primarios
(medula o6ssea ou figado fetal, a depender do estdgio de desenvolvimento do individuo) adquire

diversidade combinatoria e juncional (mostrada na caixa) por meio: de recombinacdo de segmentos



génicos dos tipos V (D) J (apenas a cadeia pesada estd ilustrada); de pareamento aleatorio da cadeia
pesada com a cadeia leve (A ou x); e edi¢do de nucleotideos N / P nas jungdes CDR-H3 (retangulo roxo).
Apds a maturagdo, os linfocitos migram para as periferias e as imunoglobulinas presentes em suas
membranas constituem o chamado repertério disponivel. Mediante ativagdo por contato com antigeno na
periferia, as células B migram para os centros germinativos (GC) dos 6rgdos linféides secundarios, onde
sofrem expansdo clonal na zona escura e subsequente hipermutacdo somatica (SHM), que leva a
modificagdes no BCR. Na zona clara dos GC, na presenca de células T foliculares (TFH) e Células
Dendriticas foliculares (fDC), as células B que sofreram SHM competem pelo antigeno e por sinais de
sobrevivéncia (podendo realizar um ciclo, pontilhado em vermelho), o que leva a selegdo das que
acumularam mutagdes que favorecem o reconhecimento do antigeno em questéo, processo esse conhecido
como maturacdo de afinidade. As células B podem sofrer recombinagdo de troca de classes e se
diferenciar em células B de memoria ou plasmocitos secretores de anticorpos (que constituem o repertorio

atual).

Por conta da restrigdo de reconhecimento dos receptores antigénicos das células T por
peptideos na fenda do MHC, ¢ comum que se diga que as respostas T-dependentes se ddo contra
antigenos proteicos. Mas esse nem sempre ¢ o caso: a vacina conjugada para Haemophilus
influenzae tipo B, por exemplo, ¢ composta pela conjugacao da fragao capsular polissacaridica do
microrganismo conjugada ao toxodide tetdnico, de natureza proteica. Dessa forma, o receptor
antigénico da célula B pode reconhecer a por¢do sacaridica, internalizar e processar a molécula e
apresentar para a célula T CD4+ um peptideo do toxdide tetanico conjugado. Assim, a interagao
entre CD40L da célula T CD4+ e CD40 da célula B pode promover a troca de classe de
imunoglobulina, de maneira que a célula B podera, por exemplo, produzir anticorpos da classe
IgG contra o antigeno capsular de natureza polissacaridica (Cochi et al., 1985; Kelly et al.,
2004). Da mesma forma, o reconhecimento da um antigeno proteico pela célula B e pela célula T
cognata ndo precisa se dar pelo mesmo epitopo, de maneira que a regido determinante de
complementariedade das IgG produzidas ndo tera restrigao de reconhecimento por peptideos que
encaixem na fenda do MHC.

A célula B ativada no contexto de interagdo com uma célula T cognata pode, por
mecanismos ainda ndo totalmente elucidados, mas possivelmente relacionados a intensidade de
reconhecimento do antigeno e a qualidade dos sinais co-estimulatorios (Benson et al., 2007), se

mover para areas extrafoliculares, proliferando e se diferenciando em plasmécitos de vida curta
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secretores de anticorpos; ou adentrar os foliculos de células B, formando Centros Germinativos
(GC), passando pelo processo de maturacao de afinidade, no qual a regido variavel do BCR passa
por uma série de modifica¢des resultantes da agdo da enzima Deaminase de Citidina Induzida por
Ativacdo (AID), em um processo reconhecido como Hipermutacdo Somatica (SHM) (Figura 4),
sendo as células com BCR modificado submetidas a um processo de competi¢ao por fatores de
sobrevivéncia no qual supostamente sobrevivem apenas as que reconhecem o antigeno com
maior afinidade (Berek et al., 1991). Discute-se, porém, a possibilidade dos GCs contribuirem
ndo sO para a formagao de células com maior afinidade para certo antigeno, mas também para a
manuten¢do da diversidade, evitando a oligoclonalidade, existindo estimativas que apontam para
a existéncia de 5 a 10 vezes mais tipos clonais do que previsto pelos modelos tradicionais (Faro e
Or-Guil, 2013).

Com a progressdao da resposta imunitaria, os focos extrafoliculares de plasmocitos
diminuem e observa-se a emergéncia de plasmdcitos de vida longa e de células B de memoria
(Blink et al., 2005). Os plasmécitos de vida longa sdo encontrados principalmente na medula
Ossea e, na maioria dos casos, os genes das regidoes variaveis das imunoglobulinas exibem um
grande niimero de mutagdes somaticas, sugerindo que essas células passaram pelo processo de
maturacdo de afinidade nos GCs.

Ja nas respostas T-independentes, a ativacao da célula B pode se dar por duas vias: nas
respostas T-independentes do tipo 1 (TI-1) pelo contato do BCR com antigenos que também se
ligam a receptores para padroes moleculares conservados, como os TLRs e os Receptores Ricos
em Repeticdes de Leucina Ligantes de Nucleotideos (NLRs); e nas respostas T-independentes do
tipo 2 (TI-2) pelo reconhecimento de epitopos repetitivos (Mond et al., 1995). As respostas
T-independentes mais bem caracterizadas ocorrem na Zona Marginal do bagco (MZ) e em tecidos
linféides associados a mucosas. O processo CSR ¢ raro em respostas T-independentes, mas pode
ocorrer, sendo mais comumente observada a formacdo de IgA. Estimulos que contribuem para
isso sdo a secre¢do de BAFF e do Ligante Indutor de Proliferagio APRIL por células dendriticas,
células epiteliais e estromais nos tecidos linféides associados ao intestino (GALT) e na Lamina
Propria (LP) intestinal (Bergvist et al., 2010). A secrecdo de APRIL pelas células epiteliais
intestinais estd intimamente associada a deteccao de ligantes de TLRs, sendo essa deteccao
desencadeadora da libera¢do de outras moléculas, como as linfopoietinas estromais timicas, que

estimulam células dendriticas a também secretar APRIL. Em humanos, esse tipo de troca de
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classes T-independente pode favorecer a formacdo de IgA2, que ¢ mais resistente a certas
proteases bacterianas que IgAl (Kett et al., 1995; Plaut et al., 1974).

Considerando essa dependéncia da disponibilidade de antigenos, da interagdo com outras
células do sistema imunitario e de estimulos moleculares especificos para a ativagao das células
B, pode-se perceber que o intestino € o sitio anatdbmico com um dos maiores potenciais para ser o
ponto de partida dessas relagdes dinamicas, sendo a principal porta de entrada para uma
quantidade enorme de moléculas exdgenas, mas também intimamente associado a estruturas do

sistema imunitario.

CAPITULO 2: MICROBIOTA INTESTINAL
2.1 AMICROBIOTA E A HOMEOSTASE NA MUCOSA INTESTINAL

A mucosa intestinal dos gnatostomados ¢ a maior interface desses hospedeiros com
microrganismos. Estima-se que na microbiota intestinal humana existam cerca de 10'* a 10"
células bacterianas, distribuidas por cerca de 500 a 1000 diferentes espécies, com multiplas
cepas, e as estimativas para camundongos sdo semelhantes (Sender et al., 2016; Chung et al.,
2020). Essa relacdo comensal ou até mutualista se estende também a arqueas, virus e ainda a
fungos e outros microrganismos eucarioticos, como amebas (Hoffmann et al., 2013). Além do
contato constante com microrganismos, a mucosa intestinal recebe uma vasta quantidade de
antigenos exdgenos provenientes da alimentagdo ou degluticdo (Faria et al., 2013).

Para que seja possivel lidar com toda essa diversidade, os tecidos linféides associados ao
intestino (GALT) sdo compostos por estruturas altamente organizadas, como os linfonodos
mesentéricos (MLN) e as placas de Peyer (PP), contando ainda com o auxilio de linfocitos
difusos ou em conjuntos espacados na lamina propria (LP) e epitélio intestinal. Mas essa
complexidade ¢ moldada ao longo do desenvolvimento. No periodo perinatal, o sistema
imunitario das mucosas ¢ menos responsivo, contando bastante com a protecao de fatores imunes
transmitidos pelo aleitamento materno, porém, se desafiado, é capaz de rapida resposta
(Mellander et al. 1984; Takemura et al., 1985). Existem ainda evidéncias de que o sistema
imunitario nas mucosas pode ser estimulado de forma intra-uterina, potencialmente no contato
com auto-antigenos e em respostas anti-idiotipicas contra IgG materno que transpassa a barreira
placentaria, sendo possivel detectar a respostas imunitarias em humanos recém-nascidos de até

28 semanas expostos a agentes infecciosos durante a gestacao (Gleeson e Cripps, 2004). No 100°

30



dia de gestagdo podem ser encontradas células que expressam IgM, IgD e CD5 em suas
superficies, com a deteccao de IgA sendo possivel por volta do 120° dia e a observagdo de
foliculos primarios de células B e zonas de células T com vénulas endoteliais altas possivel por
volta do 135° dia (Spencer et al., 1986; Gleeson e Cripps, 2004). E possivel observar, ja no
nascimento, células B ativas nos foliculos linféides associados ao intestino. A partir das 12
semanas de idade, a maturagdo de células B atinge seu pico, os centros germinativos surgem nas
mucosas intestinais e, nesse contexto, predominam as células secretoras de IgM. Ao fim do
primeiro més de vida, o numero de células secretoras de IgA passa a crescer expressivamente até
que estas predominem nas mucosas intestinais (Perkkio e Savilahti, 1980; Knox, 1986).

O parto natural leva a exposi¢do do individuo a microbiota vaginal materna e,
frequentemente, também a fecal (Wang et al. 2019). Nos momentos subsequentes, ha contato
com microrganismos da pele de outros individuos, microrganismos presentes em goticulas
salivares e também microrganismos do ambiente. Antigenos e microrganismos presentes em
alimentos, como no leite materno, contribuem fortemente para a formacdo da interface entre
sistema imunitario ¢ microbiota na mucosa intestinal, tanto em termos de estimulo da secrecdo de
imunoglobulinas quanto de colonizacdo. Ha evidéncias da colonizacdo intestinal do individuo
neonato por bactérias presentes no leite materno, as quais sdo em grande parte compostas por
membros dos géneros Staphylococcus, Streptococcus, Acinetobacter € Enterobacter, sendo
provenientes principalmente da pele areolar materna. H4 ainda descrigdes da presenca de
microrganismos associados a microbiota intestinal da mae no leite que esta produz, sendo
também descrita a correlagdo entre amamentagdo e colonizagdo do neonato por esses
microrganismos (Jost et al., 2014; Kordy et al., 2020).

Ainda que fatores genéticos possam contribuir para a coloniza¢do por determinados
microrganismos (Goodrich et al., 2014), visto que polimorfismos, por exemplo, podem levar a
formagdo de estruturas moleculares que facilitam ou dificultam a adesdo microbiana ao epitélio
intestinal, a composicdo da microbiota intestinal ¢ altamente influenciada pela dieta e certas
alteragdes nas comunidades microbianas do intestino parecem resultar em processos
inflamatérios nao so locais, mas também distais ou mesmo sistémicos (Littman e Pamer, 2011).
Isso pode se dar tanto pela auséncia de microrganismos considerados benéficos quanto pela
presenga de microrganismos patogénicos, que encontram menos competicdo para a colonizagdo

sem uma comunidade microbiana comensal bem estabelecida.

31



Dentre os potenciais beneficios que bactérias intestinais podem trazer ao hospedeiro estdo
melhor descritos a producdo de vitaminas e de acidos graxos de cadeia curta, bem como a
competicdo com microrganismos patogénicos ou oportunistas € a estimulacdo dos sistemas
imunitario e endocrino (Morowitz et al., 2012).

Desta forma, o estudo da microbiota foi considerado de bastante relevancia desde os
primoérdios da microbiologia. Contudo, os métodos dependentes de cultivo ndo sdo capazes de
revelar sua real complexidade. Até recentemente, estimava-se como consenso que menos de 1%
das bactérias encontradas no intestino humano seriam cultivaveis pelos métodos conhecidos
(Quin et al., 2010; Sender et al., 2016). Este dado, porém, tem sido contestado, com alguns
grupos alegando sucesso no cultivo de maiores propor¢des da composi¢ao bacteriana intestinal
(Browne et al., 2016). Mesmo assim, por depender de andlises paralelas metagenomicas e
filogenéticas, o cultivo e a identificagdo de uma maior propor¢do de bactérias que habitam o
intestino, bem como a melhor compreensdo deste ecossistema microbiano, tem sido possivel
apenas com os recentes avangos em técnicas moleculares.

Ainda que, pelos fatores anteriormente descritos, a microbiota intestinal humana possa ser
altamente heterogénea, certas caracteristicas parecem ser bastante preservadas nas mais
diferentes populacdes, como o fato dos Filos mais prevalentes serem, em ordem de abundancia
média, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria ¢
Verrucomicrobia, sendo 90% das bactérias do intestino pertencentes aos Filos Firmicutes e
Bacteroidetes. O filo Firmicutes ¢ composto por mais de 200 géneros, como Lactobacillus,
Bacillus, Clostridium, Enterococcus e Ruminicoccus. Ja o Filo Bacteroidetes apresenta dois
géneros predominantes, Bacteroides e Prevotella. O filo Actinobacteria ¢ proporcionalmente
menos abundante e representado principalmente pelo género Bifidobacterium (Arumugam ef al.,
2013).

Bactérias anaerdbias presentes nos Filos Firmicutes e Bacteroidetes codificam um vasto
repertdrio enzimatico que permite a hidrélise de carboidratos complexos nao digeriveis por
humanos, existindo ainda géneros como Lactobacillus e Bifidobacterium especializados na
fermentagdo de oligossacarideos, frutooligossacarideos e do polissacarideo inulina. A
fermentagdo desses carboidratos incorre na produgdo de metabolitos, como os acidos graxos de
cadeia curta acetato, propionato e butirato, os quais podem ser absorvidos pelo hospedeiro

através de receptores nas células epiteliais intestinais, em adip6citos e até mesmo em células do
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sistema imunitario, acreditando-se que tais moléculas teriam efeitos endocrinos e
imunomodulatorios (Sims ef al., 2014; Andoh et al., 2016; Ohira et al., 2016).

Adicionalmente, a microbiota intestinal pode prover ao hospedeiro vitaminas do
complexo B, como biotina, cobalamina, folato, 4cido nicotinico, acido pantoténico, piridoxina,
riboflavina e tiamina, sendo também descrita a producdo de vitamina K (Rowland ef al., 2018).

Como mencionado, a composi¢do saudavel da microbiota intestinal, ainda que permanega
em caréncia de uma definigdo mais objetiva, justamente pela dificuldade de cultivo e
caracterizacdo de todos os microrganismos e nichos envolvidos, tem também carater protetor
contra patdégenos oportunistas. Talvez o exemplo mais claro desse fendmeno seja o das infecgdes
por Clostridioides difficile (anteriormente referido como Clostridium difficile, mas reclassificado
com base na composi¢gdo do RNA ribossomal 16S). Individuos submetidos a antibioticoterapia
prolongada podem sofrer deple¢do de parte consideravel da microbiota, tornando-se passiveis da
infeccao oportunista por C. difficile. Esta infec¢dao pode ser de dificil tratamento, mas o advento
do transplante fecal tem trazido bons resultados, eliminando o quadro infeccioso com a reposi¢ao
de uma microbiota balanceada (Rohlke e Stollman, 2012). O fato do transplante fecal apresentar
bons resultados, mas o mesmo nao ser igualmente reproduzido com alternativas probioticas ou
simbidticas, parece fortalecer a hipétese de que a maior parte dos componentes da microbiota
intestinal humana ainda ¢ de fato incultivdvel ou desconhecida.

Existem, inclusive, microrganismos que nunca foram cultivados in vitro de interesse na
pesquisa imunologica. As chamadas “Bactérias Segmentadas Filamentosas” fazem parte da
composicao da microbiota intestinal de roedores, peixes e aves, sendo potentes indutoras de
inflamag¢do em camundongos. Acredita-se que essas bactérias formem uma linhagem distinta na
Familia Clostridiaceae, sendo o nome provisorio Candidatus Savagella proposto para o género.
Contudo, ndo se sabe se as “Bactérias Segmentadas Filamentosas” constituem de fato um grupo
homogéneo, podendo na verdade ser composto por multiplos géneros e espécies. A colonizacao
de camundongos com Bactérias Filamentosas Segmentadas induz dréstica producao de citocinas
pro-inflamatorias, como interleucina-17 (IL-17), e expressivo aumento na secrecao de IgA
(Klaasen et al., 1993). Em concordancia com esses resultados, em camundongos deficientes na
enzima AID, cujos linfocitos ndo realizam Hipermutagdo Somatica, ndo passando portanto pelo

processo de maturacdo de afinidade e apresentando comprometimento na CSR, o que leva a uma
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resposta deficiente de IgA, pode-se observar uma rapida expansdo de Bactérias Filamentosas
Segmentadas (Suzuki et al., 2004).

A presenca de IgA secretoria (SIgA) nas mucosas ¢ de grande importancia para a
manuten¢do da homeostase. Através de um processo denominado exclusdo imune, por exemplo,
SIgA pode promover a neutralizacdo de potenciais patdgenos, se ligando a estes e impedindo sua
adesdo a receptores, de forma que sejam subsequentemente eliminados com o muco que reveste o
epitélio, sendo tal eliminagdo, no caso do intestino, associada ao peristaltismo. Esse bloqueio
também pode ocorrer com antigenos alimentares. Mas o real escopo das atividades de SIgA
parece ser muito mais abrangente. A incidéncia de certos idiotipos de SIgA nas mucosas
intestinais pode favorecer a colonizacdo pelos microrganismos reconhecidos (Bollinger et al.,
2003; Gutzeit et al., 2014). Além disso, foi observada a participagao de SIgA no retro-transporte
de antigenos pelo epitélio intestinal, de forma a favorecer o processamento dos mesmos por
c€lulas dendriticas nos GALT (Weltzin ef al., 1989).

SIgA ¢ composta de duas moléculas de IgA, uma proteina juncional J e um componente
secretorio. O complexo dimérico IgA-J € produzido por linfécitos B nos tecidos associados as
mucosas € o componente secretorio ¢ produzido por células do epitélio intestinal. Este
componente secretorio atua como receptor para IgA dimérica e, com a interagdo dessas
moléculas, forma-se o complexo SIgA que ¢ endocitado e transportado para a face apical da
célula epitelial intestinal, sendo subsequentemente liberado no limen. O componente secretorio
esta associado a prote¢ao de SIgA da degradagdo por proteases microbianas (Stadtmueller et al.,
2016).

Essa producao de IgA ¢ dependente de estimulos antigénicos, os quais sdo em boa parte
providos aos linfocitos B por outras células do sistema imunitario. Nas placas de Peyer, ocorre
uma constante amostragem de antigenos do limen intestinal por células M, enterdcitos de
caracteristicas peculiares que capturam antigenos luminais e promovem sua transcitose,
liberando-os na regido da cupula subendotelial. Esses antigenos podem entdo ser processados por
células dendriticas que podem apresenta-los a células T, as quais podem interagir com linfécitos
B nos GALT, MLN e na Lamina Prépria, sendo possivel assim que ocorra a recombinagdo de
troca de classes de imunoglobulinas. Também pode ocorrer a interagdo direta entre células
dendriticas e linfocitos B, em respostas T-independentes, e a indugdo da resposta imunitaria pode

ocorrer também em foliculos linféides isolados do intestino delgado (Brandtzaeg, 2010).
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Muitas citocinas, incluindo interleucina-4, TGF-B, interleucina-5, interleucina-6 e
interleucina-10 (IL-10) podem contribuir como estimulos moleculares para a produgdo de SIgA,
sendo TGF-B e IL-10 requeridas ainda para a manuten¢do do ambiente tolerogénico nas mucosas,
o que fortalece as conexdes entre producao de SIgA e homeostase. A liberagdo dessas citocinas
estd em boa parte associada ao reconhecimento de padrdes moleculares associados a
microrganismos por receptores de células da imunidade inata como TLRs, NLRs e receptores
indutiveis por acido retindico (Lavelle et al., 2010).

As células dendriticas sdo particularmente importantes nesse processo. Além de
receberem os antigenos capturados pelas células M, células dendriticas CX3CR 1+ sdo capazes de
emitir proje¢des de dendritos que penetram a monocamada de células epiteliais intestinais,
possibilitando a captura de antigenos e microrganismos e sendo importantes para a indugdo da
resposta de células T CD4+ dos fenotipos Thl e Thl7, responsaveis por respostas efetoras na
barreira das mucosa intestinal (Rescigno et al., 2001). Acredita-se que esse processo de emissao
de dendritos esteja relacionado a sinalizagdo por Myd88 via TLRs e conte também com a
participagdo do receptor de quimiocinas CX3CR1 (Chieppa et al., 2006; Niess et al., 2005).
Contudo, camundongos deficientes de CX3CRI1, apesar de apresentarem menos projecdes de
dendritos no limen intestinal, ainda as apresentam nas regides proximais do intestino delgado
(Chieppa et al., 2006).

Ha ainda a atividade de macréfagos CX3CR1+ que parece contribuir para um ambiente
tolerogénico, com a produc¢do de interleucina-10 (IL-10) no encontro de antigenos indcuos, nao
associados a padroes moleculares de dano ou de patogenos, sendo IL-10 indutora da
diferenciagdo e manutengdo de células T regulatérias (Treg) (Hadis et al., 2011). Células Treg
sdo caracterizadas pela expressdo de CD4 e do programa transcricional FOXP3, sendo associadas
a supressdao de respostas imunitarias exacerbadas. A manutencdo da tolerancia por células Treg
estd associada ao reconhecimento de auto-antigenos e a modulacdo negativa de respostas
imunitarias tanto por contato célula-célula quanto por citocinas soliveis, sendo também estas
células indutiveis pela a¢ao de células dendriticas CD103+ (Taams et al., 2005).

Contudo, a acdo excessiva de células Treg pode levar a susceptibilidade a infecgdes
(Smigiel et al., 2014; Yordanova et al., 2019). Essa agao ¢ contrabalangada pela subpopulagao de
células Th17, descritas independentemente por dois grupos (Veldhoen et al., 2006; Bettelli et al.,

2006) como células T de perfil altamente pro-inflamatorio. Outra populagao de células T que
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pode contrabalangar a acdo das células Treg ¢ a populagdo de células ydT. Diferentemente das
outras c€lulas T, cujo receptor antigénico ¢ formado por cadeias a e B3, as c€lulas ydT possuem
cadeias y e & na constituicdo do TCR. As células T yd s@o peculiares, pois parecem ndo requerer
processamento de antigenos e apresentacao de epitopos peptidicos por MHC, acreditando-se que
tenham um papel proeminente no reconhecimento de antigenos lipidicos. Essas células podem ser
ativadas pelo contato de moléculas associadas a dano celular, como pela exposi¢do extracelular
de proteinas de choque térmico e sdo importantes produtoras de interleucina-17 (Holtmeier e
Kabelitz, 2005).

A diversa populagdo de bactérias comensais no intestino contribui para a diferenciagao,
expansdo e manutengdo de tecidos e células do sistema imunitério, incluindo células Treg, Th17
e yOT. Camundongos Germ Free exibem microvilosidades intestinais reduzidas, dificultando a
absor¢do de nutrientes, bem como anomalias imunitarias, como placas de Peyer mal formadas
redugdo de células produtoras de IgA, redugdo da populagdo de células TCD4+ na lamina prépria
e perfil de expressdo génica modificado nas células epiteliais intestinais, tornando-os mais
suscetiveis a infec¢des oportunistas (Hooper e Gordon, 2001; Macpherson e Harris, 2004).

O desequilibrio dessas interagdes, pode levar a expansdo de um tipo celular especifico e
ao comprometimento da saude do hospedeiro. A expansdo das populagdes de células Th17 e yd
T, por exemplo, bem como a produgdo excessiva de IL-17, esta relacionada a progressao doengas
autoimunes, favorecendo a secre¢do anticorpos auto-reativos. Essa expansdo também pode
ocorrer naturalmente com a idade (Chen et al, 2016), bem como a expansdo de certas
auto-reatividades e de certos componentes da microbiota (Nagpal et al., 2018), levando a
hipotese de que esses fendomenos podem estar relacionados.

De fato, o aumento que se observa com o passar da idade nos titulos de algumas
imunoglobulinas auto-reativas reflete um aumento quantitativo em determinadas especificidades
detectaveis em concentracdes mais baixas em camundongos jovens (Nobrega et al., 1996).
Adicionalmente, células B-la, expostas a transformac¢des ambientais relacionadas a idade do
individuo, podem se tornar potentes ativadoras de células TCDS8+, contribuindo para a
desregulacdao da homeostase (Lee-Chang et al., 2016).

Além dessa potencial ativagdo distinta, a expansdo dos compartimentos de células B-1a
também ocorre com a idade e é descrita em muitos modelos de autoimunidade, incluindo o

modelo de Lupus Eritematoso Sistémico com camundongos NZB/W F1 (Hayawaka et al., 1983).
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Interessantemente, avancos recentes t€ém mostrado que a translocacdo de microrganismos
intestinais pode levar a manifestagdo dessa doenca (Manfredo Vieira et al., 2018; Kim et al.,
2019).

Desta forma, fica evidente a contribui¢do da composi¢ao da microbiota para a regulagcdo
de homeostase imunoldgica. Porém, para a caracterizagdo de imunoreatividades e elucidacao de
mecanismos sao necessarias abordagens mais delimitadas. A seguir, sera discutido o interesse em
certos microrganismos comuns ao trato intestinal de humanos e camundongos, que podem estar
implicados em fenomenos de imunoreatividade cruzada e que servirdo como ponto de partida

para investigacdes futuras.

2.2 Escherichia coli

Escherichia coli ¢ uma das bactérias mais prevalentes no intestino humano. Trata-se de
um bacilo Gram-Negativo, do filo Proteobacteria, familia Enterobacteriaceae, ubiquo no intestino
de animais endotérmicos, dotado de metabolismo respiratorio facultativo, isto €, podendo viver
em condicdes de aerobiose ou anaerobiose. Devido a sua prevaléncia no trato intestinal de
animais endotérmicos, sua presenga ¢ utilizada como indicio de contaminagdo fecal em amostras
de agua (Edberg et al., 2000).

Membros da espécie apresentam uma grande quantidade de fimbrias, adesinas e flagelos.
Bioquimicamente, sdo caracterizados por fatores como a fermentacdo da lactose (devido a
producgdo de lactase), produgdo de gas na fermentagao da glicose, producdo de indol a partir de
triptofano, capacidade de descarboxilacdo de lisina e, na maioria das cepas, de descarboxilacao
de ornitina (Darland ef al., 1974). Também podem ser classificados por sorotipo, de acordo com
os antigenos O (presente na camada de lipopolissacarideo), H (associado a flagelina) e K (o
antigeno capsular) (Whitefield e Roberts, 1999).

Dentre os beneficios que cepas comensais de E. coli podem trazer ao hospedeiro estdo a
sintese de vitamina K2 (Ellis e Glover, 1968; Bryant et al., 1976; Bentley e Meganathan, 1982) e
vitamina B12 (Lawrence e Roth, 1996).

Todavia, a espécie ¢ muito heterogénea, apresentando estirpes patogénicas com variados
mecanismos de viruléncia. Essas estirpes sdo comumente classificadas pelo quadro clinico que
causam, existindo cepas enteropatogénicas (caracterizadas pela producao do fator de adesdo a

enterocitos), enterotoxigénicas (caracterizadas pela producdo das toxinas LT e ST),
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enteroinvasivas (com a expressao de adesinas que geram um quadro clinico idéntico a shigelose),
entero-hemorragicas (caracterizadas pela produg¢do de toxinas “Shiga-like”, semelhantes as
encontradas em Shigella sp.), difusamente aderentes (caracterizadas pelo seu padrdo de adesdo
em co-cultura com células HelLa ou HEp-2), associadas a meningite neonatal (apresentando o
antigeno capsular K1, semelhante a glicopeptideos cerebrais, o que dificulta a ativagcdo de
respostas efetoras), enteroagregativas (caracterizadas pelo seu padrao de adesao intermediado por
fimbrias agregativas), uropatogénicas (com receptores especificos para moléculas do epitélio
renal, sendo também frequentemente produtoras de hemolisinas) e enteropatogénicas
septicémicas (resistentes ao reconhecimento pelo Sistema Complemento) (Clements et al., 2012).

Sua prevaléncia em isolados clinicos, contudo, estd mais associada ao fato de ser um
microrganismo de metabolismo respiratorio facultativo e nao fastidioso, sendo portanto de mais
facil cultivo. Avalia-se que a maioria das estirpes sejam indcuas ou benéficas para o hospedeiro,
sendo algumas inclusive utilizadas para fins probidticos (Grozdanov et al., 2004).

Em relacdo a avaliagdo de imunoreatividade cruzada, a chaperona DnaK deste

microrganismo ¢ uma interessante candidata, dada sua homologia com a proteina de choque

térmico HSC70, presente em humanos e camundongos (Baaklini et al., 2020).

2.3 Bacteroides fragilis

Estima-se que Bacteroides fragilis tenha uma relagdo mais ancestral de co-evolugdo com
hospedeiros. Trata-se de uma bactéria anaerdbia, Gram-Negativa, de formato bacilar,
encapsulada e nao esporuladora, pertencente ao Filo Bacteroidetes, Familia Bacteroidaceae,
sendo intrinsicamente resistente a penicilina pela producdo de beta-lactamase e outros fatores
ainda nao caracterizados (Syndman et al., 2010). Devido a sua grande prevaléncia no trato
intestinal humano, bacteriofagos de B. fragilis sdo frequentemente utilizados em analises de
contaminagdo fecal humana em agua.

Bioquimicamente, a espécie ¢ caracterizada por fatores como a producdo de catalase,
crescimento na presenca de sais biliares e crescimento apenas no fundo do caldo tioglicolato
(como caracteristico de microrganismos estritamente anaerobios). Como um grande numero de
cepas € intrinsecamente resistente a canamicina, a resisténcia a canamicina e bile em testes de
disco-difusdo ¢ considerada caracteristica de identificacao presuntiva de B. fragilis em relacao a

outros bacilos anaerébios Gram-Negativos (Draper e Barry, 1977).
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Ainda que suas interagdes com o hospedeiro sejam consideradas predominantemente
comensais ou mutualistas, isolados clinicos de B. fragilis sdo os mais comuns no género
Bacteroides, sendo considerada esta a espécie mais virulenta. Contudo, processos patogénicos
desencadeados por B. fragilis sdo na maioria das vezes associados a traumas como perfuracao
intestinal, ruptura do epitélio intestinal por tumoracdes malignas, incisdes cirurgicas e apendicite
(Wexler, 2007).

Os polissacarideos zwitterionicos (ZPS), como os polissacarideos capsulares PS-A e
PS-B, produzidos por Bacteroides fragilis, sao capazes de ativar células T regulatdrias, mantendo
o ambiente tolerogénico na mucosa intestinal. Isso ocorre pois o carater zwitterionico desses
polissacarideos permite sua interacdo com as bordas da fenda do MHC de classe II (a qual
normalmente abriga apenas peptideos) em células apresentadoras de antigenos, permitindo sua
apresentacao de forma semelhante a que ocorreria com glicopeptideos conjugados. Normalmente,
polissacarideos ndo apresentam carga positiva e sdo considerados ativadores de células B em
respostas T-independentes com geracdo de IgM, mas ndo de IgG. Contudo, as caracteristicas
peculiares desses polissacarideos de Bacteroides fragilis permitem a geragdo de células de
memoria convencionais (Mazmanian et al., 2005).

Dados experimentais adicionais, demonstram que o baco de camundongos Germ Free
possuem uma menor propor¢ao de células CD4+ que o baco de animais convencionalmente
colonizados e que a colonizagdo por B. fragilis corrige essa propor¢ao, mesmo em camundongos
monocolonizados, ou seja, mesmo na auséncia de outras bactérias da microbiota. Além disso, a
colonizacdo com uma cepa mutante de B. fragilis, incapaz de produzir PS-A, ndo foi capaz de
corrigir a propor¢ao de células TCD4+ no bago dos animais, ao passo que a presenca de PS-A
purificado induz a proliferagdo de células TCD4+ in vitro (Mazmanian et al., 2005; Mazmanian
et al., 2006). Essa estimulacdo de células TCD4+ também leva a producdo de interleucina-10,
com notaveis propriedades anti-inflamatérias. Ademais, tanto ensaios in vitro quanto in vivo
demonstram o potencial estimulatorio de PS-A para a producdo de interleucina-12, interleucina-2
e IFN-y, evidenciando sua capacidade imunomodulatéria (Mazmanian et al., 2005).

Em relacdo ao estudo das imunoreatividades cruzadas, foi observado que a proteina
BfUbb produzida por B. fragilis possui mimetismo molecular com a ubiquitina altamente
conservada em células eucaridticas, sendo também possivel encontrar com maior prevaléncia

anticorpos no soro de pacientes, com condi¢des como Lupus Eritematoso Sistémico e Artrite
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Reumatodide, que reconhecem essa molécula (Stewart et al. 2018). Contudo, nao foi caracterizada
de fato a imunoreatividade cruzada nem os clones secretores destas imunoglobulinas. Faltam
também modelos experimentais, como de imunizacdo de animais, para identificar se o contato

com BfUbb realmente induz a proliferagdo de clones auto-reativos.

2.4 Enterococcus gallinarum

O género Enterococcus, pertencente ao Filo dos Firmicutes, compde uma consideravel
propor¢ao da microbiota intestinal de animais endotérmicos e insetos, sendo encontrado também
no trato urindrio e em amostras ambientais como de solo e dgua (Martin ¢ Mundt, 1972). Sao
bactérias nao esporulantes, Gram Positivas e resistentes a bile. Apresentam morfologia de cocos
ou diplococos e sobrevivem tanto em condi¢des de aerobiose quanto de anaerobiose. Apresentam
atividade das enzimas pirrolidonil arilamidase, sendo capazes de hidrolisar
L-pirrolidonil-B-naftilamida. Inicialmente, os microrganismos desse género que podiam ser
identificados, como Enterococcus faecalis, eram classificados como Streptococcus do grupo D de
Lancefield, sendo hoje diferenciados tanto por testes moleculares como por sua capacidade de
crescimento em altas concentragdes de NaCl (Manero e Blanch, 1999).

Trata-se de bactérias acido laticas, sendo entdo muitas vezes aplicadas em culturas
probidticas e processos fermentativos de alimentos (Foulquié¢ Moreno ef al., 2005). Contudo nao
foi atestada a seguranca desse uso e de acordo com a lista de Presuncao Qualificada de Seguranga
da Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos, as espécies de Enferococcus nao
constam nem na categoria de bactérias atestadamente seguras, nem na de potencialmente
perigosas (Ogier e Serror, 2008).

As espécies mais comumente encontradas na microbiota humana s3o Enterococcus
faecalis, e Enterococcus faecium (Murray, 1990). Enterococcus gallinarum e Enterococcus
casseliflavus sdo encontradas menos frequentemente, mas o interesse médico nessas espécies tem
crescido devido a sua resisténcia intrinseca a vancomicina (Leclercq et al., 1992; Britt e Potter,
2017) e pela sua maior prevaléncia na colonizag¢do de aves de criagdo (Xavier et al., 2008), sendo
inclusive suposto que alta incidéncia de FEnterococcus gallinarum em camundongos de
laboratério esteja associada a presenca do microrganismo na microbiota ingerida com a ragao.

Ainda que as infec¢des causadas por Enterococcus sp. sejam na maior parte dos casos de

carater oportunista, com maior prevaléncia em individuos imunocomprometidos ou submetidos a
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antibioticoterapia prolongada, fatores como a resisténcia intrinseca a vancomicina de
Enterococcus gallinarum e Enterococcus casseliflavus, o aumento em achados de resisténcia em
outras espécies do género, a capacidade de troca de genes de resisténcia com outros
microrganismos, como Staphylococcus aureus (Rengaraj et al., 2016), e a observagdo do
potencial de resisténcia a todos os antibidticos utilizados clinicamente (Hollenbeck et al., 2012),
tétm levado a caracterizacdo de microrganismos do grupo como patdégenos emergentes,
especialmente em ambiente hospitalar (Braiek e Smaoui, 2019).

E. gallinarum e E. casseliflavus sao 99,9% idénticas em relagdo a sequéncia que codifica
o RNA ribossomal 16S e podem ser bioquimicamente diferenciadas do restante do género pela
produgdo de acido a partir de metil-o-D-glucopiranosideo (Devriese et al., 1996). Apesar da
capacidade de fermentar a xilose ser presente em todas as espécies do género, E. gallinarum, por
contar com enzimas pré-formadas, realiza esse processo fermentativo de forma muito mais
rapida, podendo a leitura do teste ser efetuada em 2 horas para diferenciacdo em relacao a E.
casseliflavus, cujo resultado leva cerca de 24 horas para poder ser lido (Chen et al., 2000).

Especificamente, Enterococcus gallinarum chama atengdo para o estudo de
imunoreatividades cruzadas pelo fato de que anticorpos naturais reagentes com seus
polissacarideos capsulares CPS-A, CPS-B, CPS-C e CPS-D sao encontrados no soro de humanos
que aparentemente ndo tiveram contato com o microrganismo, sendo o(s) antigeno(s) de ativacao
dos clones de células B ainda desconhecido(s) (Hufnagel et al. 2005).

Adicionalmente, foi observado que a translocagdo de E. gallinarum do epitélio intestinal
para a corrente sanguinea leva a manifestacdo de sintomas semelhantes ao de Lupus Eritematoso
Sistémico em camundongos e que parecem haver maiores indicios da presenca por E. gallinarum
em amostras de fezes e bidpsias de figado de humanos que manifestaram a doenca do que em
controles saudaveis (Manfredo Vieira et al., 2018). Contudo, nao foi avaliado se o processo
autoimune esta relacionado a imunoreatividades cruzadas e, se for o caso, qual o padrao de
distribuicdo dessas reatividades nas subpopulag¢des de células B, se ele ¢ modificado de acordo
com o estagio de desenvolvimento do animal e se a imunizagdo com a(s) molécula(s)

envolvida(s) nesse processo levaria os camundongos a mesma manifestagdo autoimune.
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2.5 Proteus mirabilis

Pertencente ao Filo Proteobacteria, familia Enterobacteriaceae, Proteus mirabilis é uma
bactéria de formato bacilar, Gram-Negativa, capaz de viver em condi¢des de aerobiose e
anaerobiose, apresentando motilidade por swarming, caracterizada como uma translocacdo rapida
(2-10 pm/s), coordenada e simultdnea (como em um enxame, o que da o nome ao fendémeno) de
uma populagdo bacteriana em superficies solidas ou semi-sélidas.

Bioquimicamente, distingue-se pela producao de urease, hidrolisando uréia a amonia, o
que torna o ambiente alcalino e produz odor forte caracteristico, bem como pela motilidade,
inabilidade de metabolizar lactose (como avaliada pelo crescimento em Agar MacConkey, o qual
possui sais biliares e o corante cristal violeta, que inibem o crescimento de bactérias Gram
Positivas, bem como o corante vermelho neutro, que atua como indicador de pH, sendo o
crescimento de Proteus mirabilis observado em colonias amarelas, por ndo fermentar a lactose e
ndo tornar o meio acido), producdo de sulfeto de hidrogénio, ndo apresentando atividade de
citocromo C oxidases ou capacidade de producdo de indol a partir do triptofano (Armbruster et
al. 2018; Burral et al., 2004).

Trata-se de um dos principais agentes etioldgicos das infecgdes de trato urindrio, mas
pode também ser encontrado de forma comensal no trato gastrointestinal de animais
endotérmicos, bem como em amostras de solo, agua e esgoto (Armbruster et al. 2018). Ainda que
possa causar outros tipos de infec¢des, como oculares e gastrointestinais, a maior parte dos
isolados ocorre em infec¢des do trato urinario, sendo a urina muito alcalina um fator de suspeita
para a infec¢ao por Proteus mirabilis justamente por conta da atividade de sua urease (Burral et
al., 2004).

No que diz respeito ao potencial de imunoreatividade cruzada, a urease de Proteus
mirabilis possui mimetismo molecular e sequéncia homologa de aminoacidos em relagdo ao
colageno do tipo XI, apresentando reconhecimento por autoanticorpos contra peptideos
citrulinados ciclicos presentes em pacientes de artrite reumatdide (Wilson et al., 1995).
Adicionalmente, a hemolisina produzida pelo microrganismos possui sequéncia de aminoacidos
homologa a da cadeia DR1 do MHC de classe II, sendo também alguns autoanticorpos da classe

IgG de pacientes de doengas autoimunes capazes de reagir contra a molécula bacteriana (Wilson

et al., 1995).
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2.6 CONSORCIO BACTERIANO OLIGO-MM!2

A imensa diversidade da microbiota intestinal, somada a atual incapacidade de cultivo da
maioria de seus constituintes, pode muitas vezes tornar seu estudo um grande desafio. Possiveis
abordagens experimentais incluem o uso de extratos fecais para andlises gendmicas (Weinstock,
2012) e transcriptomicas (Abu-ali et al., 2018), de forma similar aos métodos aplicados em
microbiologia ambiental. Isso possibilita a caracterizagdo da diversidade composicional, de
nichos metabdlicos e pode ser um passo importante em avaliagdes funcionais, como de atividade
enzimatica.

Contudo, para o estudo de imunoreatividades cruzadas o uso de extrato fecal pode trazer
mais duavidas do que respostas. Afinal, no extrato fecal existem tanto moléculas do hospedeiro,
quanto da microbiota, e ainda moléculas provenientes da alimentacdo. Desta forma, seria
esperada a observacao de um grande numero de imunoreatividades potencialmente relacionadas,
mas ndo necessariamente cruzadas: proteinas de musculo liso do hospedeiro, por exemplo,
podem ser encontradas de forma integra ou fragmentada tanto em extrato de musculo liso quanto
nas fezes, ndo sendo esse reconhecimento um evento de imunoreatividade cruzada. Da mesma
maneira, peptideos das células epiteliais intestinais comumente chegam ao limen, sendo assim
encontrados em extratos fecais, mas também em outros tipos celulares de diferentes sitios
anatomicos. Afinal, por ser uma rota de excrec¢do, o limen intestinal contera antigenos endogenos
e exogenos das mais diversas procedéncias e nas mais diversas condi¢des de integridade ou
fragmentacdo, o que gera uma grande quantidade de ruido de dados nas anélises comparativas de
reconhecimento antigénico. Além disso, no estudo de um extrato complexo como o fecal, mesmo
com a caracterizacdo de uma molécula envolvida em processo de imunoreatividade cruzada, ndo
ha garantia de que se possa tracar sua origem, dificultando estudos posteriores mais direcionados.
O mesmo ocorre quando se pretende estudar a origem de estimulos moleculares que dificultam
ou facilitam a replicagdo de patdgenos intestinais. Desta forma, modelos mais minimalistas
podem ser extremamente Uteis na elucidacdo de processos mais especificos.

Com isso em mente, o consorcio bacteriano Oligo-MM' foi desenhado com o menor
numero de microrganismos que se conseguiu para levar a ocupacao de nichos metabdlicos e
estimulac¢do do sistema imune, ao ponto de conferir protecdo contra Sa/monella enterica serovar
Typhimurium pelo mecanismo de Resisténcia por Colonizagdo, que consiste na capacidade da

microbiota intestinal de impedir a infeccdo por patéogenos entéricos (Brugiroux et al., 2016). O
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consorcio ¢ constituido por 12 cepas de espécies bacterianas, representando os cinco filos mais
prevalentes e abundantes da microbiota intestinal de camundongos de laboratorio: Acutalibacter
muris KB18, Flavonifractor plautii YL31, Clostridium clostridioforme YL32, Blautia coccoides
YLSS8, Clostridium innocuum 146, Lactobacillus reuteri 149, Enterococcus faecalis KBI,
Bacteroides caecimuris 148, Muribaculum intestinale YL27, Bifidobacterium longum subsp.
animalis YL2, Turicimonas muris YL45 e Akkermansia muciniphila YL44.

Levando em consideragdo a participacdo da microbiota na regulacdo do repertorio
pré-imune de reconhecimento antigénico (Chen et al., 2018) e a prevaléncia dos microrganismos
selecionados, bem como o provavel papel de autoantigenos na formagdao do repertorio de
imunoglobulinas (Gaudin et al., 2004), pode-se estipular a possivel existéncia de processos de
imunoreatividade cruzada. Uma possibilidade seria a de autoanticorpos (selecionados por
antigenos endogenos) reconhecerem e favorecerem a colonizagdo por esses microrganismos,
como anteriormente descrito para SIgA (Bollinger et al., 2003; Gutzeit et al., 2014), o que os
tornaria tdo abundantes e prevalentes. Outra possibilidade, seria a de antigenos provenientes
destes microrganismos auxiliarem na formagdo do repertdrio das células B, levando a produgio
de anticorpos que, por mimetismo molecular, levam também ao reconhecimento de
autoantigenos, o que poderia ter, em diferentes conjunturas, implicacdes fisioldgicas ou
imunopatolégicas.

Por ter sido elaborado no contexto do estudo de estimulos moleculares que dificultam ou
facilitam a replicagdo de patdogenos intestinais, o consorcio bacteriano Oligo-MM'? ainda nao foi
utilizado em estudos voltados para a emergéncia do repertorio de células B e de imunoreatividade
cruzada, o que instiga investigacoes futuras. A maior vantagem de trabalhar com o consorcio,
nesse caso, em contraposicdo a amostras isoladas de cada estirpe, ¢ o fato de que muitos genes
tém sua expressao condicionada a ocupagdo de certo nicho metabdlico pela bactéria em um
contexto comunitdrio. O uso do consorcio teria a vantagem de permitir a observagdo de
imunoreatividades relacionadas a proteinas expressas nessas condigdes, eliminando a
desvantagem do grande ruido de dados obtido no estudo de amostras complexas por outras

estratégias, como pelo uso de extrato fecal.
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CAPITULO 3: IMUNOREATIVIDADES DE CELULAS B CONTRA ANTIGENOS DA
MICROBIOTA E DO HOSPEDEIRO

3.1: AUTOIMUNIDADE, MIMETISMO MOLECULAR E FISIOLOGIA

H4 muitas décadas se observa a relacdo entre infecgdes e autoimunidade. Alguns
experimentos importantes foram realizados com diferentes linhagens de camundongos New
Zeland White (NZW), dotados de niveis distintos de predisposicdo a autoimunidade.
Notavelmente, observava-se que camundongos das linhagens NZW que ja& possuiam certa
tendéncia ao desenvolvimento de afec¢des autoimunes (como producdo de anticorpos que
alvejam DNA ou hemacias) tinham essa tendéncia exacerbada no contexto de infec¢do pelo Virus
da Coriomeningite Linfocitica (LCMYV) (Tonietti et al., 1970; Lampert e Oldstone, 1973). No
entanto, camundongos de linhagens NZW que normalmente ndo desenvolviam respostas
autoimunes também desenvolviam autoimunidade no contexto da infec¢ao por LCMV (Lampert
e Oldstone, 1973). Esse evento foi reproduzido até mesmo com outros agentes etiologicos, como
diversos retrovirus (Oldstone, 1987).

Algumas possiveis explicagdes para esse tipo de fendmeno incluiam, além do mimetismo
molecular entre antigenos proprios e exdgenos, a ativagdao policlonal de linfocitos B e T, a
exacerbagdo da apresentagcdo antigénica pelo aumento da expressao de MHC de classe I e de
classe II, alteracdo da funcdo de células imunitarias em decorréncia da infec¢do e ativagao
adjacente de células imunitdrias pela presenga de citocinas pro-inflamatérias (Oldstone, 1987).
Em 1991, dois grupos caracterizaram de forma independente o processo de mimetismo molecular
que levava uma resposta inicial a glicoproteina e a nucleoproteina de LCMV a se tornar também
uma respostas contra auto-antigenos das ilhotas pancreaticas, tanto por mimetismo molecular
quanto por um processo conhecido como espalhamento de epitopos (um fendmeno em que a
resposta imune ¢ expandida para além dos epitopos imunodominantes reconhecidos inicialmente
por células T e B, podendo esses antigenos ser autdlogos) (Ohasi et al., 1991; Oldstone et al.,
1991).

A reatividade cruzada também parece ter papel imunopatologico nos estagios tardios da
Doenca de Chagas, tendo sido demonstrada a reatividade cruzada entre anticorpos que
reconhecem moléculas de Trypanosoma cruzi e tecido cardiaco do hospedeiro (Kaplan et al.,

1997) e sendo a imunizagao com extrato proteico de 7. cruzi suficiente para induzir essa resposta
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autoimune em modelos murinos (Leon et al, 2004). Ainda discute-se, contudo, se essa
auto-reatividade teria relevancia para o desenvolvimento da miocardite tipicamente associada a
fase tardia da doenca, ja que o quadro se desenvolve mesmo em pacientes cujos auto-anticorpos
nao sao detectados (Leon ef al., 2003).

Alguns dos fendmenos mais estudados nesse campo estdo ligados a infeccdo por
Streptococcus do grupo A de Lancefield (classificagdo soroldgica baseada na imunoreatividade
com carboidratos da parede celular do microrganismo). E notério, por exemplo, que o soro de
pacientes com nefrite pos-estreptocdcica contém anticorpos que reconhecem, simultaneamente,
moléculas de Streptococcus, em especial epitopos da proteina M, e auto-antigenos do glomérulo
renal (Fillit et al., 1984). As imunoreatividades cruzadas desencadeadas pela infeccdo por
Streptococcus podem também levar a autoimunidade em tecido cardiaco (Cunningham et al.,
1986), febre reumatica (DiSciascio e Taranta, 1980) e hipotetiza-se que até mesmo a desordens
neuropsiquiatricas (Swedo et al., 1998).

O agente etiolégico da mononucleose, Esptein-Barr virus (EBV), também pode estar
associado ao desencadeamento de autoimunidade por mimetismo molecular, visto que certos
anticorpos que reconhecem o antigeno nuclear-1 viral (EBNA-1) também reconhecem
auto-antigenos alvejados no Lupus Eritematoso Sist€émico, como as proteinas Ro, Sm B/B’ ¢ Sm
D1 (Poole, 2006). Ademais, DNA de EBV ¢ encontrado com muito maior frequéncia (49%) em
pacientes com Lupus Eritematoso Sist€émico (SLE) do que em controles saudaveis (3%) (Moon et
al., 2004). Vale ressaltar que fatores genéticos, como alelos de MHC, da proteina tirosina
fosfatase PTN22, de receptores de citocinas e também um polimorfismo de CD40 (Zenewicz et
al., 2010) estdo bastante implicados na patogénese de SLE. Ha ainda uma forte correlacdo entre
deficiéncias na ativag¢do da via classica do sistema complemento (nos componentes Clq, C2 e
C4) e o desenvolvimento de SLE (Hauptman et al., 1974; Nishino et al., 1981; Pickering et al.,
2000; Walport, 2002). Porém, o nivel mais baixo que o esperado de concordancia intrafamiliar,
em especial no que diz respeito a manifestagao da doenga em gémeos monozigoticos, aponta para
a importancia dos fatores ambientais na patogénese (Salvetti, 2000).

Recentemente, a colonizagdo por FEnterococcus gallinarum foi correlacionada ao
desenvolvimento de SLE em camundongos e humanos (Manfredo Vieira ef al., 2018), ao passo
que a colonizagdo por Ruminococcus gnavus foi implicada no desenvolvimento da Nefrite Lupica

(Azzouz et al., 2019), mas nao foi esclarecido se esses fendmenos estdo associados a mimetismo
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molecular e imunoreatividade cruzada.

Por outro lado, como antes mencionado, o0 mimetismo molecular ¢ as imunoreatividades
cruzadas ndo estdo sempre associados a processos patogénicos. O exemplo anteriormente citado,
dos anticorpos anti-fosforilcolina que oferecem protegdo cruzada contra Streptococcus
pneumoniae (Schenkein et al., 2001), ¢ um dos melhores compreendidos em termos de
auto-reatividade fisiologica e dupla fungdo. Mas ¢é interessante ressaltar que essa dupla fungdo
depende de conservagdo evolutiva dos segmentos génicos Dy, (Vale et al., 2013). Ou seja,
substituindo o segmento génico D, em uma imunoglobulina com esse potencial duplo de
reconhecimento por um segmento génico D, ndo evolutivamente conservado, ainda que se
mantenha a formagdo de auto-anticorpos que reconhecem fosforilcolina (afinal, a disponibilidade
de antigeno no hospedeiro permanece para a selecao de células B durante a ontogenia), perde-se
a capacidade protetiva contra Streptococcus pneumoniae (Vale et al., 2013). Isso mostra que o
estudo das imunoreatividades cruzadas transcende as questdes ligadas a autoimunidade, podendo
também responder questdes fundamentais sobre fisiologia e evolugao.

Nesse aspecto, cabe ressaltar que a atividade de anticorpos como agonistas ¢ antagonistas
de receptores ¢ bem descrita em diferentes contextos, sendo este artificio estudado como
alternativa terapé€utica para diferentes tipos de cancer (Mayes, Hance e Hoos, 2018) e distarbios
endocrinos (Chen et al.,, 2009; Wan et al., 2003). Contudo, a frequéncia fisiologica desses
idiotipos, bem como a distribuicdo dos mesmos nos repertorios de diferentes subpopulagdes de
células B e a capacidade dos titulos variarem de acordo com estimulos microbianos, seja por
reatividade cruzada ou ndo, permanecem pouco compreendidas.

Além do esclarecimento dessas questdes fisiologicas, o estudo das imunoreatividades
cruzadas, quando implicadas em autoimunidade, especialmente nos casos em que ¢ desencadeada
por mimetismo molecular ou pelo fendmeno de espalhamento de epitopos, ¢ de extrema
importancia no desenho racional de vacinas (Segal e Shoenfeld, 2018). Um dos grandes desafios,
porém, estd na caracterizagdo dessas imunoreatividades cruzadas, ja que para tal deve ser
analisado um grande nimero de moléculas. O desafio se torna ainda maior se além desta
caracterizagdo for pretendido delinear o perfil dessas imunoreatividades nas subpopulacdes de
linfécitos B € nos compartimentos que abrigam as mesmas, o que ¢ de suma importancia, por

exemplo, para o desenvolvimento de terapias direcionadas dos casos de afec¢des autoimunes
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(Jin, Luo e Yang, 2020). Em certo ponto, o estudo do repertério de imunoreatividades cruzadas

se torna também o estudo das vantagens e limitagdes dos métodos para avalia-lo.

3.2: MODELOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DO REPERTORIO

Em muitos dos trabalhos anteriormente citados, a abordagem das imunoreatividades era
ou direcionada a um antigeno especifico ou ao repertorio sérico, atual, de imunoglobulinas.
Contudo, sabe-se que a analise do repertorio de plasmocitos ndo ¢ representativa da diversidade
total do repertorio de células B (Freitas et al., 1991). Algumas das estratégias para a analise do
repertorio incluem avaliacdes sorologicas (Kearney et al., 1992) e ensaios quantitativos
envolvendo precursores de células B (Zouali et al., 1991). Esse tipo de analise, porém, possui
limitagdes intrinsecas, ja que se foca em grupos particulares de células B, as quais representam
apenas uma pequena por¢ao do potencial de reconhecimento antigénico. Um método alternativo
para o estudo do repertorio pode envolver a andlise genética da representatividade de diferentes
segmentos génicos VH nas células produtoras de anticorpos (Perlmutter et al., 1985; Melchers et
al., 2000), o que pode trazer respostas interessantes sobre a selecdo e composicao do repertorio,
mas carece de elucidagdes funcionais acerca das imunoreatividades.

Em vista dessas limitagdes, nosso grupo desenvolveu um método que permite a analise
global do repertorio de imunoreatividades (Nobrega et al., 1993; Haury et al, 1994).
Resumidamente, o método combina fenotipagem e separagdo de subpopulacdes de células B de
diferentes sitios anatdomicos, dosagem e identificacdo de classes de imunoglobulinas, cultura de
células B de alta e baixa densidade, cultura de células Unicas, immunoblot em sistema com
multiplas canaletas (que permite avaliagdo simultanea de diferentes amostras contra um mesmo
extrato), analises densitométricas e Analise de Componentes Principais (Figura 5), permitindo
uma abordagem unica para uma questdo ampla (identificagdo de multiplas imunoreatividades de
interesse em um uUnico método), podendo levar a resultados bastante promissores e de dificil
obtencdo por procedimentos mais extensivamente utilizados, como Ensaios de Imunoabsor¢ao
Enzimatica (ELISA) a partir de amostras séricas, hibridomas ou mesmo de culturas de células B.
Porém, nenhum método ¢ perfeito.

Dentre as limitagdes desta abordagem pode-se citar: o fato de que o repertorio completo
nunca serd estudado, ja4 que nunca serdo recuperados todos os linfocitos B de todos os orgaos

linféides; o fato de que mesmo dentre os linfocitos B recuperados com sucesso nem todos
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responderdo aos estimulos de ativacdo policlonal in vitro; e ainda o fato de que, apesar de ser
possivel detectar imunoreatividades contra epitopos de naturezas sacaridica e lipidica,
especialmente em glicoproteinas e lipoproteinas, o perfil de imunoreatividade analisado ¢
primordialmente proteico. De toda forma, ¢ um método que pode trazer respostas para muitas das
questdes pendentes relacionadas ao perfil de imunoreatividades de células B, a distribui¢dao deste
nas subpopulagdes de células B, a emergéncia deste ao longo do desenvolvimento e a processos

de imunoreatividade cruzada entre antigenos autdlogos e exdgenos.
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Figura 5: Resumo esquematico da adaptagdo do método descrito por Nobrega et al., 1993 e Haury et al.,
1994. (i) Subpopulagdes de células B sdo separadas por citometria de acordo com marcadores de
superficie caracteristicos; (ii) As células B separadas sdo cultivadas em culturas de baixa densidade
(estimando-se uma frequéncia de 18, 6, 2 e 0,66 células por poco na dilui¢ao) com células alimentadoras
S17 e estimulo de LPS para ativacdo policlonal e secrecdo de imunoglobulinas; (iii) As células B
separadas também podem ser utilizadas em culturas de alta densidade, estimando-se 10.000, 3.300, 1.100

e 370 células por poco, também em co-cultura com células alimentadoras S17 e estimulo com LPS; (iv)



As culturas de baixa densidade podem ser utilizadas para estimar a frequéncia de células que responderam
ao estimulo por LPS de acordo com a distribui¢do de Poisson, sendo utilizada a dose de células por pogo
que produziu 37% de culturas negativas na dosagem de imunoglobulinas por ELISA; (v) O sobrenadante
das culturas de alta densidade é utilizado em ensaios de imunoblot em sistema com canaletas, sendo a

membrana de fundo adsorvida de extratos de tecidos murinos ou bacterianos.

3.3: PADRAO DE IMUNOREATIVIDADES AO LONGO DO DESENVOLVIMENTO

Conforme mencionado, ainda ndo existe um trabalho que acompanhe a emergéncia das
imunoreatividades ao longo da vida do individuo. Todavia, sabe-se que em individuos neonatos
murinos (Holmberg et al., 1984, Stewart ¢ Varela, 1989) e humanos (Barbouche et al., 1992) ja
ha a circulacdo de anticorpos auto-reativos e que cerca de 1/5 dessas imunoglobulinas sdo
multi-especificas, ou seja, estariam implicadas em processos de imunoreatividade cruzada
(Ternynck e Avrameas 1986; Araujo et al., 1987).

A analise do repertorio de Anticorpos Naturais, secretados sem estimulo antigénico,
demonstra que camundongos e humanos estabelecem um espectro particular de formagao
especificamente de IgM no periodo neonatal e que esse perfil de imunoreatividade ¢ mantido
constante ao longo da vida, de maneira independente do contato com antigenos exdgenos (Haury
et al., 1997). Acredita-se que a secre¢do dessas imunoglobulinas se dé pelo contato com
auto-antigenos e que elas desempenhem um papel fisioldogico de manutencao da homeostase.

Contudo, as repercussdes imunitarias do avango da idade do individuo s3o diretamente
mensuraveis, como nos casos da menor responsividade a vacinas (Dorrington e Bowdish, 2013;
Lord, 2013), da maior propensdo a doencas autoimunes (Vadasz et al., 2013) e até mesmo da
diminui¢do da diversidade do repertério de reconhecimento antigénico de células B (Troutaud et
al., 1999). Ou seja, existem caracteristicas conservadas com a idade no repertério de
reconhecimento antigé€nico, mas também modificacdes expressivas.

Nao se sabe exatamente quando ou como ocorrem essas mudangas no perfil global de
imunoreatividades e se, nesse espectro mais amplo, ha também relacdes de causa e efeito entre
essas mudangas nas imunoreatividades autdlogas e indu¢do de imunoreatividade por moléculas
exogenas. Resultados preliminares do nosso grupo, utilizando abordagens descritas pelo mesmo
(Nobrega et al., 1993; Haury et al., 1994), parecem demonstrar que o perfil intenso e difuso de
imunoreatividades observado nas subpopulacdes de células B secretoras de IgM provenientes de

animais de 8 semanas ainda ndo estd presente aos 3 dias de vida (Figuras 6 ¢ 7).
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Figura 6: Ensaios de imunoblot a partir dos sobrenadantes das culturas de subpopulagdes de células B
contra extrato de cérebro murino e Escherichia coli. Detecgdo de IgM. Método descrito por Nobrega et

al., 1994.

Figura 7: Ensaios de imunoblot a partir dos sobrenadantes das culturas de subpopulacdes de células B (do
animal com 3 dias de vida) contra extratos de cérebro murino, Escherichia coli, musculo estriado murino e

Bacteroides fragilis. Deteccao de IgM. Método descrito por Nobrega et al., 1994.
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Interessantemente, o perfil de reconhecimento por IgM nesses ensaios preliminares com
animais de 3 dias de vida foi muito mais intenso nos tecidos autdlogos que nos bacterianos.
Adicionalmente, pode-se perceber que o reconhecimento de Bacteroides fragilis, um
microrganismo comensal cuja relacdo co-evolutiva com o hospedeiro mamifero ¢ mais ancestral
(Lee e Sarkis, 2010; Tito et al., 2012), foi mais intenso que o reconhecimento de Escherichia
coli, se assemelhando mais ao padrdo de reconhecimento dos tecidos autélogos.

Surpreendentemente, observou-se maior reatividade nos sobrenadantes de cultura de
células B-2 do que B-1a, apesar de se tratarem de células provenientes do bago de um animal de
3 dias de vida, em que predominam os linfocitos B-1a. Caso esse resultado seja observado de
maneira consistente no futuro, pode-se formular duas hipdteses contrastantes a serem testadas.
Uma primeira especulacdo seria a de que fendmenos de tolerancia estejam envolvidos, talvez por
fatores ambientais da fisiologia do neonato, em especial no que diz respeito ao figado fetal e ao
desenvolvimento das células B-1a, favorecendo a expressdo de programas transcricionais mais
tolerogénicos. Isso poderia suprimir a ativagdo policlonal, induzida nas culturas de células B pela
presenca de LPS, a qual estimula a secre¢ao dos anticorpos que se encontrardo nos sobrenadantes
utilizados nos ensaios de immunoblot. Desta forma, as células B-la do neonato seriam mais
dificilmente ativadas do que as do adulto. Como as células B-1a sdo mantidas no adulto por
mitoses das células provenientes do figado fetal, espera-se que o repertdrio seja semelhante ao do
neonato, o que fortalece a ideia de que a predisposi¢do a ativagdo policlonal dependeria de
fatores ambientais que mudam com a idade. Outra possibilidade, ¢ a de neutralizagdo dessas
reatividades pelo principio da rede idiotipica (Hurez et al., 1997; Spalter et al., 1999 ), isto &,
anticorpos que neutralizam outros anticorpos em uma espécie de processo regulatério, uma vez
que os anticorpos envolvidos neste fendmeno parecem ser mais predominantes nos estigios
iniciais de vida (Holmberg et al., 1986) e no repertorio das células B-1a (Yang et al., 2012).
Seguindo esta segunda hipotese, as células B-la envolvidas em reconhecimento idiotipico
(observadas por Holmberg et al., 1986, mais frequentemente em neonatos que em adultos) se
ligariam a imunoglobulinas, impedindo a atuacdo das mesmas e levando a uma menor
observacdo de imunoreatividade. Andlises com culturas de baixa densidade (diminuindo
probabilidade de interferéncia) e anticorpos isolados (eliminando o fator celular) poderiam ajudar

a solucionar essa questao, assim como o uso de outros ativadores policlonais além do LPS.
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4. CONCLUSOES

Ainda que muito tenha-se avangado na compreensdo dos fendmenos de diferenciagdo e
ativacdo das diferentes subpopulacdes de linfécitos B, lacunas importantes permanecem em
relagdo ao direcionamento da ontogenia e a potencial atuacdo de ligantes desconhecidos neste
processo. Particularmente, no que diz respeito a constituicdo do repertério de reconhecimento
antigénico, ndo se sabe até que ponto o contato com antigenos da microbiota intestinal participa
dos processos de sele¢ao positiva e negativa de células B.

Conforme mencionado, ¢ bem estabelecido que o chamado repertdrio atual, composto por
imunoglobulinas circulantes (séricas), varia em diferentes estidgios de vida de individuos e que,
com a idade, ha um aumento de auto-reatividade. Esse aumento se dd principalmente pelo
enriquecimento de auto-reatividades autdlogas ja anteriormente presentes, mas ha também uma
maior probabilidade de surgimento de novas auto-reatividades. Contudo, ha poucos estudos
acompanhando a emergéncia desse padrido auto-reativo ao longo do desenvolvimento e tais
estudos ndo tracam correlagdes entre esse padrdo e o desenvolvimento de afecgdes autoimunes,
nem demonstram como esse padrdo se distribui nas subpopulacgdes de linfocitos B no decorrer da
maturacdo dos individuos. Além disso, faltam estudos sobre a participacdo de processos de
imunoreatividade cruzada no enriquecimento de auto-reatividades patogénicas nas subpopulagdes
de linfécitos B e nos diferentes estagios de formagao do repertorio.

Em relacdo as recentes observacdes de associacdo entre colonizagdo microbiana e
afecgOes autoimunes, ficam pendentes esclarecimentos acerca de como um processo levaria ao
outro e se ha participagdo de imunoreatividade cruzada, mimetismo molecular e/ou espalhamento
de epitopos. Especificamente, experimentos de imunizagcdo dos animais com antigenos de
interesse ou extratos dos microrganismos estudados poderiam facilmente demonstrar se ha ou nao
essa relacdo. Nos casos em que ja hé delineamento de antigenos de interesse, processos de
imunoreatividade cruzada podem também ser investigados por métodos simples, como ELISA.
Adicionalmente, métodos baseados em cultura de células B e immunoblot podem revelar
multiplos antigenos de interesse implicados em processos de imunoreatividade cruzada, seja por
mimetismo molecular ou por caracteristicas quimicas, tais como carga e hidrofobicidade. Tais

métodos, além de gerar uma grande quantidade de dados relevantes, criam um vinculo entre o
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estudo das imunoreatividades implicadas em autoimunidade e o perfil global de repertorio de
reconhecimento antigénico, associado a fisiologia € homeostase.

Resultados preliminares do nosso grupo parecem indicar que a auto-reatividade
fisiolégica predomina no repertdorio do individuo neonato e que, nesse contexto, o
reconhecimento de microrganismos se d4 com mais intensidade quio mais ancestral ¢ a relacao
destes com o hospedeiro. Caso isso se confirme, pode-se especular sobre a implicagdo da
conservagdo evolutiva dos segmentos génicos V(D)J, que dardo origem aos anticorpos, na
colonizagdo do hospedeiro por microrganismos comensais € no controle populacional da
microbiota. Adicionalmente, a compreensao do padrao de reatividade no contexto da homeostase
pode auxiliar na elucidacdo dos processos que levam ao desequilibrio imunopatolégico.

A continuidade dessa linha investigativa pode ser de grande relevancia na descri¢ao
etiologica de afec¢des autoimunes, no desenvolvimento de tratamentos direcionados para
afeccdes autoimunes (alvejando, por exemplo, uma subpopulagdo de células B que esteja mais
implicada na produ¢@o dos auto-anticorpos de interesse), no melhoramento de vacinas existentes
(provendo os estimulos moleculares para a ativagdo preferencial de certa populagdo de células B
mais associada as imunoreatividade de interesse), no desenho racional para vacinas futuras
(garantindo a seguranca em relagdo a processos de imunoreatividade cruzada), em abordagens de

imunoterapia € na compreensao da ontogenia e atuagao das células B.
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