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Introducao

A presente monografia resulta de um artigo de revisdo (“The many important
facets of T-cell repertoire diversity”- Janko Nikolich-Zugich, Mark K. Slifka e Ilhem
Messaoudi), em que sdo abordados os aspectos mais relevantes da diversidade do
reportorio dos linfocitos T.

Para além de um breve resumo de todos os assuntos referidos ao longo do artigo,
nesta monografia referem-se ainda, brevemente, os aspectos que caracterizam cada uma
das estruturas e dos processos referidos, no ja citado artigo. Tal, mostra-se de bastante
interesse na medida em que, uma melhor compreensdo dos mecanismos que contribuem
para a elevada diversidade do reportorio dos linfécitos T isoladamente, possibilita uma

melhor compreensao desses mecanismos, no contexto do artigo.



O Sistema Imunitario

O nosso organismo possui mecanismos de defesa que podem ser diferenciados
quanto a sua especificidade, ou seja, existem os especificos contra o antigénio (“o corpo
estranho”) e os inespecificos que protegem o organismo de qualquer material ou
microorganismo estranho, sem que este seja especifico (Goldsby ef al., 2003 e %).

O organismo possui barreiras naturais que sdo obviamente inespecificas, como a
pele (queratina, lipidos e acidos gordos), a saliva e o muco presente nas mucosas € no
tracto respiratorio, entre outras (Goldsby et al., 2003 ¢ *).

Para além das barreiras naturais, existem respostas imunitarias inespecificas e
especificas para combater invasores que penetrem as barreiras naturais e infectem o
organismo (Abbas & Lichtman, 2003). As respostas imunitarias inespecificas sdo
aquelas em que ndo ha um combate contra um epitopo, mas sim contra um antigénio
que se encontra no local, ndo sendo ele especifico, mas qualquer substincia estranha
que esteja em contacto com ele (como uma célula envolvida por uma imunoglobulina
ou célula tumoral). Neste tipo de resposta estdo presentes certos tipos de células como,
macrofagos (fig. 1), neutrdfilos, eosinodfilos, células NK e o complemento (Goldsby et

al., 2003,° e ).

Figura 1: Fotografia ao microscopio electronico de um macréfago em actividade.

Pelo contrario, as respostas imunitarias especificas sdo aquelas que envolvem a
accdo de epitopos especificos, formando populagdes monoclonais especificas para
atacar o antigénio em questdo. Neste tipo de respostas estdo envolvidos os linfocitos B

e/ou T que, para além da elevada eficiéncia no combate aos microorganismos invasores



sdo, também, os responsaveis pela “limpeza” do organismo, ou seja, a retirada de
células mortas, a renovacdo de determinadas estruturas, a rejeicdo de enxertos e a
memoéria imunoldgica (Goldsby ez al., 2003 e *).

Diversos locais no organismo apresentam tecidos linfoides. O tecido linfoide
pode estar acumulado formando os nédulos linfaticos, que se interpdem entre os vasos
linfaticos do organismo, ou fazer parte do parénquima de 6rgdos como o bago, o timo
ou as amigdalas, sendo estas Ultimas formadas puramente por tecido linféide. Alguns
orgaos, como os pulmoes, o figado, o cérebro e a pele, ndo possuem tecido linféide, mas
tém uma grande populacdo de macrofagos preparados para actuar e fazer a “limpeza” do
local (Goldsby et al., 2003 ¢ *).

As células do sistema imunitario sdo altamente organizadas, e, cada tipo de
célula age de acordo com a sua funcdo. Deste modo, algumas estdo responsaveis por
receber ou enviar mensagens de ataque ou de supressdo, outras apresentam o “inimigo”
as células do sistema imunitario, outras apenas atacam com o intuito de matar e, outras
produzem substancias que neutralizam esses “inimigos” ou neutralizam substancias

libertadas por esses organismos (Goldsby e al., 2003 ¢ ).

Tecidos e Orgios Linfoides

No corpo humano existem diversos locais onde ha produgdo de células linfoides
maduras que vao agir no combate a agentes agressivos externos (Roitt et al., 2001 e 3).

Alguns orgaos linfoides encontram-se interpostos entre vasos sanguineos e vao
originar globulos brancos na corrente sanguinea. Outros estdo entre vasos linfaticos, e
vao “filtrar” a linfa e combater antigénios que chegam até eles por essa via. Outros,
ainda, podem ser encontrados fazendo parte da parede de outros 6rgdos, ou espalhados
pela sua mucosa (Roitt et al., 2001).

Os tecidos linfoides sdo classificados em primarios e secundarios. Os primarios
representam o local onde ocorre a formacao e a maturagdo dos linfocitos. O timo ¢ a
medula 6ssea sdo tecidos primarios, pois € o local onde amadurecem os linfocitos T e B
(hematopoiese), respectivamente. Os tecidos primarios ndo formam células activas na
resposta imunitaria, mas sim, apenas células até ao estadio de pro-linfocitos (Goldsby et

al., 2003 ¢ %).



Os tecidos linféides secundarios sdo os que, efectivamente, participam na
resposta imunitaria, quer humoral (mediada por células B), quer celular (mediada por
células T). As células presentes nesses tecidos secundarios tiveram origem nos tecidos
primarios, que migraram pela circulag@o e atingiram o tecido. Neles estdo presentes os
nodulos linfaticos difusos, ou encapsulados como os nodulos linfaticos, as placas de
Peyer, o bagco ¢ a medula d6ssea. Por conseguinte, salienta-se a medula 6ssea que,
funciona simultaneamente como 6rgao primario e secundario (Goldsby et al., 2003, ‘e
p

O sistema linfatico ¢ constituido por capilares linfaticos, vasos linfaticos,
foliculos linfoides e nddulos linfaticos, denominando-se o liquido que circula través

dele por linfa, que se encontra espalhado por todo o corpo (fig. 2) (Roitt et al., 2001).

Amigdalas

|~ Bago

Canal toracico

Apandice

Vasos linfaticos

Figura 2: Representacdo esquematica dos 6rgaos que constituem o sistema imunitario.

Este sistema desempenha um importante papel na defesa imunitaria, pois serve

de meio de transporte para antigénios e linfocitos. Os antigénios estranhos que estdo nos



tecidos, ao serem captados pelos capilares linfaticos, sdo levados para tecidos linfoides

organizados: os foliculos linféides ou os nodulos linfaticos (Roitt ez al., 2001).
Orgios Linféides Primarios
- O Timo

O timo ¢ um o6rgao linfatico que se localiza no térax, anterior ao coracao, e esta
dividido em dois lobos, o esquerdo e o direito, sendo estes, subdivididos em varios
16bulos, cada um dos quais com uma zona medular e uma zona cortical (fig. 3). E nesta
ultima que se encontram os linfocitos em maturagdo, que se desenvolvem em pro-
linfocitos T, a partir da chegada a este 6rgdo das células fonte que migraram do figado e
do bago do embrido. Quando os linfocitos atingem a fase de pro-linfocitos ou linfocitos
maduros ndo activos, atingem a zona medular onde penetram nas vénulas, dirigindo-se
para as veias ou vasos eferentes linfaticos, saindo do 6rgdo em direc¢do aos tecidos

linfoides secundarios (°).

e

Figura 3: Fotografia de um corte transversal do timo ao microscopio 6ptico composto.

A fungo do timo é promover a maturagdo dos linfocitos T, que vieram da
medula o6ssea, até ao estagio de pro-linfocitos, que vao depois para os outros tecidos
linféides, onde se tornam activos. Porém, o timo também da origem a linfocitos T
maduros que vao fazer o reconhecimento e identificacdo do que ¢ material estranho ou
proprio do organismo. Outra fungdo importante do timo ¢ a producdo de factores de
desenvolvimento e a proliferagdo de linfocitos T, que vao agir no proprio timo ou nos
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tecidos secundarios, nos quais estimulam a maturacao completa dos linfocitos (°).



- A Medula Ossea

Como ja foi referido a medula dssea pode considerar-se simultaneamente um
orgdo linfoide primério e secundario. E constituida por células reticulares, associadas a
fibras reticulares e, no seu centro, uma enorme quantidade de capilares sanguineos com
grandes poros que permitem a saida de células maduras (fig. 4). Tem uma funcdo
sustentadora e ¢ indispensavel ao desenvolvimento das células que participam da

hematopoiese (°).

Figura 4: Fotografia de um corte transversal da medula 6ssea a0 microscopio Optico

composto.

A libertagdo das células para o sangue ¢ feita por estimulos (factores
estimulatérios de libertacdo), sendo o componente C3b do complemento,
glicocorticoides, androgénios e algumas toxinas bacterianas os factores mais relevantes.

Como orgdo linféide primario, a medula, ¢ capaz de formar pro-linfocitos que
provém das células totipotentes, que ndo sdo capazes de realizar uma resposta
imunitaria, dirigindo-se aos oOrgdos secunddrios para se desenvolver. A célula

multipotente mieldide e os linfoblastos T dirigem-se ao timo para formar linfocitos T
6
).
Orgiios Linféides Secundarios
- Os Nodulos Linfaticos

Os nodulos linfaticos sdo 6rgaos pequenos em forma de feijdo que aparecem no
meio do trajecto de vasos linfaticos, encontrando-se, normalmente, agrupados na

superficie e na profundidade nas partes proximais dos membros, como as axilas, entre



outras. Tém a funcao de “filtrar” a linfa que chega até eles e remover bactérias, virus e
restos celulares, entre outros (°).

O sistema linfatico consiste num conjunto de vasos que possuem valvulas e
distribuem-se por todo o corpo, com excepcao de alguns 6rgdos como o cérebro.

Na zona paracortical (zona entre o cortex e a medula) encontram-se os linfocitos
T, que resultam da maturagdo dos pro-linfocitos, e estdo ja aptos a desencadear uma
resposta imunitaria. Também na zona medular deste 6rgdo encontram-se linfocitos T
maduros, que estdo ja prontos para sair do noédulo linfatico e se dirigirem ao local de
accdo. As células maduras saem pelas veias e vasos linfaticos eferentes e atingem a
circulagdo sanguinea e linfatica ®).

Abaixo da capsula de tecido conjuntivo que cobre os nddulos linfaticos, existe
um espago que se designa por seio subcapsular, onde circula a linfa, sendo esse o
primeiro local de contacto do nodulo linfatico com a linfa. Neste, existem células
apresentadoras de antigénios, as chamadas células dendriticas, que fagocitam os
antigénios que chegam pela linfa e vao apresentar os seus epitopos aos linfocitos B ou T
maduros que se encontram no parénquima do 6rgdo, desenvolvendo-se uma resposta
imunitaria. Nesta fase, os linfocitos activados proliferam e atacam os antigénios que
atingem o orgdo. Os linfocitos também saem do orgdo para a linfa e vao para a

circulagio sanguinea a fim de se dirigirem ao local de acgdo (Purves, et al., 1998 ¢ °).
- O Bago

O baco ¢ um 6rgao macico avermelhado, de consisténcia gelatinosa, situado no
quadrante superior esquerdo do abdémen (fig. 5). E o maior 6rgio linfatico secundério
do organismo e tem como funcdo imunoldgica a libertacdo de linfocitos B, T,
plasmocitos e outras células linféides maduras, capazes de realizar uma resposta

imunitaria, para o sangue e ndo para a linfa (°).

Figura 5: Fotografia de um corte transversal do bago, observada ao microscopio optico.



Tem a capacidade de filtrar e reter antigénios que estejam na circulagdo
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sanguinea, permitindo, deste modo, responder a infecgdes sistémicas ().

- Os Géanglios Linfaticos

Os ganglios linfaticos sdo estruturas capsulares bastante organizadas, que se
encontram mais concentradas na cabeca, no pescoc¢o, nas axilas, no peito, no abdéomen e
nas virilhas e contém os foliculos linféides. Sao especializados em reter antigénios de
tecidos locais e, por este motivo, podem encontrar-se neles, células B, células Ty,
macrofagos, plasmocitos e células dendriticas foliculares e interdigitantes (Roitt et al.,

2001, Goldsby ez al., 2003 ¢ *).

- Os Foliculos Linféides

Os foliculos linfoides sdo constituidos por agregagdes de células rodeadas por
uma rede de capilares linfaticos, possuindo, entre outras, células dendriticas foliculares,

linfocitos Ty, linfocitos B e macrofagos (Roitt ef al., 2001, Goldsby et al., 2003 e 4).

Células do Sistema Imunitario: Os Linfocitos T

As células do sistema imunitario designam-se por leucocitos, designagdo essa
que deriva do latim Leukos que significa branco (*).

Cada individuo adulto possui, em média, no seu sangue entre 5000 a 10000
leucocitos por milimetro, sendo que, ao nascimento, este valor ronda os 20000
leucocitos/mm’® de sangue, decrescendo até aos doze anos de idade, em que atinge os
valores de adulto. Este decréscimo verifica-se porque as barreiras naturais do organismo
ainda ndo se encontram completamente desenvolvidas, aquando do nascimento,
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havendo uma maior possibilidade de contrac¢do de infec¢des de diversas naturezas ().

Diversas células tém um papel preponderante nas respostas do sistema
imunitario, entre elas os linfécitos, que constituem cerca de 20-30% dos leucocitos,

variando bastante consoante o estado de saude do individuo. Por exemplo, se o



individuo estd stressado ou deprimido esta percentagem ¢ bastante inferior e, pelo
contrario, se o individuo sofrer de uma infecgao viral, ou de uma rejei¢ao de transplante,
esta mesma percentagem aumenta significativamente (*).

Os linfocitos sdo agranulocitos (ndo apresentam granulos no seu citoplasma) que
sdo identificaveis pela microscopia Optica pela sua imensa massa nuclear esférica e
maciga, que ocupa quase todo o seu citoplasma. Tratam-se de células indiferenciadas
entre si através deste tipo de microscopia, sendo, contudo, possivel diferenciarem-se
varios tipos de linfocitos por técnicas imunocitoquimicas de detecg¢do de receptores
especificos membranares. Os linfocitos T (figs. 6 a) e 7) possuem um receptor,
designado por TCR, que ¢ especifico e que, funcionalmente, serve para reconhecer o
antigénio que lhe ¢ apresentado a activar o linfocito. Os linfocitos B (figs. 6 b) e 7)
possuem receptores diversos, sendo a IgM monomérica o principal, também ela,

identificavel por imunohistoquimica (Goldsby ez al., 2003 ¢ *).

a)

Figura 6: a) Fotografia de um linfocito T ao microscopio electronico.

b) Fotografia de um linfocito B ao microscopio electronico.
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Figura 7: Esquema representativo da origem e fun¢@o dos linfocitos B e T.

Os linfécitos tém diversas fungdes no organismo, todas elas de extrema
importancia para o sistema imunitario (Roitt et al., 2001). Dividem-se em linfocitos T
(fig. 8), linfocitos B e linfocitos NK, sendo o linfocito T responséavel, principalmente,
pelo auxilio ao sistema imunitario e resposta imunitaria celular, o linfocito B
responsavel pela resposta imunitaria humoral e os linfécitos NK pela resposta
imunitaria inespecifica. Os linfocitos T e os linfocitos B produzem respostas imunitarias
especificas, pois ambos sdo estimulados a partir de epitopos de antigénio especifico.
Neste caso, formam populagdes monoclonais especificas para atacar o antigénio em

questio (Goldsby et al., 2003 e ).

Figura 8: Fotografia de um linfocito T ao microscopio electronico (5000x).



A designagao de linfocito T deriva do facto destas células serem “dependentes”
do timo para o seu desenvolvimento, uma vez que, € nele que se desenvolvem e atingem
a maturacdo. Morfologicamente, quando os linfocitos se encontram em repouso,
observam-se dois tipos de linfocitos: linfocitos agranulares e granulares grandes (LGG).
Os linfocitos agranulares possuem um nucleo bastante maior que o citoplasma e o
tamanho da célula é menor. Apresentam lisossomas primarios e pequenos aglomerados
de lipidos no seu citoplasma, que conjuntamente vao formar o corpusculo de Gall. Este
tipo de linfocito representa a maioria dos linfocitos T (auxiliares, citotoxicos e
supressores). Por sua vez, os linfocitos granulares grandes ndo apresentam o referido
corpusculo de Gall devido ao facto dos seus lisossomas se encontrarem dispersos no
citoplasma. Este tipo de linfocito representa os linfocitos NK, cerca de 10% dos
linfocitos T auxiliares (helpers) e cerca 35% dos linfocitos T citotoxicas (Roitt et al.,
2001, %e?).

Funcionalmente, os linfocitos T dividem-se em linfocitos T auxiliares ou helpers
(LTy), linfocitos T citotoxicos (LT.) e linfocitos T supressores (LT;) (fig. 9). Cada um
deles possui receptores caracteristicos, também eles, identificaveis por técnicas
imunoldgicas e que apresentam funcgdes especificas. Apesar deste facto, todos os
linfocitos T possuem os receptores TCR e o CDR 3 (Abbas & Lichtman, 2003, Goldsby
et al., 2003, Nikolich-Zugich et al., 2004, ', % ¢ ).

virus-infected cell

cytotoxic
T cell

MHC antigen

memory T cell

T cell from
bone marrow o T lymphocyte
. {activated by
lymphokines  presenting cell)

suppressor T cell

helper T cell

Figura 9: Representacdo esquematica do processo de diferenciacdo dos linfocitos T.



O LT, possui um receptor CD4 na superficie, que tem a fun¢@o de reconhecer os
macrofagos activados e ¢ o principal alvo do HIV. Esta célula é o mensageiro mais
importante do sistema imunitario, na medida em que, envia mensagens para os diversos
leucocitos a fim destes realizarem um conflito imunolégico contra o agente agressor.
Esta célula é a que interage com os macréfagos, reconhecendo o epitopo que lhe é
apresentado (', 2 e ).

A interleucina 1 (IL-1) estimula a expansdo clonal de LT, monoclonais que vao
secretar diversas interleucinas, sendo portanto, dividido em LT, 1 e LT, 2. Estes
subtipos de LT}, secretam interleucinas distintas, cada uma com uma fungao especifica.
O LT, 1 produz as IL-2 e o interferdo gama (IFN-y) que estdo relacionados,
principalmente, com a resposta imunitaria celular. Por sua vez, o LT, 2 produz as
interleucinas 4, 5, 6 ¢ 10, sendo a IL-4 ¢ a IL-10 as mais importantes, estando
relacionadas com a resposta imunitaria humoral (Nikolich-Zugich et al., 2004, ° ¢ *).

Os LTy, tém uma fungdo reguladora e servem principalmente para estimular o
crescimento e proliferagdo de LT, e LT contra o antigénio, estimular o crescimento e
diferenciagdo dos linfécitos B em plasmocitos para produzir anticorpos contra o
antigénio, activar os macrofagos e auto-estimulagdo, ou seja, um determinado LT, pode
estimular o crescimento de toda a populacao de LTy .

Os LT, possuem receptores de membrana CDS, que tém a fun¢do de reconhecer
0 MHC-classe I expressada por células rejeitadas (transplantes e enxertos). O MHC
(Major Histocompatibility Complex) diz respeito ao complexo de histocompatibilidade
principal e todas as células do organismo possuem genes proprios para este complexo,
denominados de HLA. Quando uma célula estranha invade o organismo, vao expressar
0 MHC-classe I na superficie, cuja expressao ¢ ampliada por estimulos como o [FN-y. O
MHC-classe II ¢ produzido por macréfagos e linfocitos B, e tem a funcdo de liga-los
aos linfocitos Ty, para lhe apresentar o antigénio, através da interaccdo CD4-MHC-II e
TCR-epitopo (Abbas & Lichtman, 2003, Nikolich-Zugich ef al., 2004, * ¢ *).

Os linfocitos T citotoxicos sdo os principais “soldados” do sistema imunitario,
pois atacam directamente as células estranhas que expressam o MHC-I e lisam a célula,
através da destruicdo da sua membrana celular. Esta resposta imunitaria especifica
baseia-se na activagdo e ataque das células CD8. O seu papel estimulador ¢ devido a
IL-2, produzida pelo LTy, que causa a expansdo clonal de linfocitos T citotoxicos

monoclonais na resposta imunitaria mediada por células (Nikolich-Zugich et al., 2004 ¢

1)'



Os LT; sao linfocitos que tém a funcdo de modular a resposta imunitéria através
da sua inibi¢do. Ainda ndo se conhece muito a respeito destas células, mas sabe-se que
agem através da inactivagdo dos LT, e LTy, limitando a sua accdo no organismo
aquando de uma reac¢do imunitaria. Sabe-se que estes LTy, activam os LT, que vao
controlar os proprios LTy, impedindo que estes exer¢am a sua actividade de forma
excessiva. Os LT também participam na chamada tolerancia imunologica, que ¢ o
mecanismo que o sistema imunitario utiliza para impedir que os leucécitos ataquem as
proprias células do organismo. Portanto, se houver deficiéncia na produgdo ou activagado
dos LTs, podera ocorrer um ataque auto-imune ao organismo. Os receptores de
superficie encontrados nos LT sdo os CD3 e o CDS, que também se observam nos LT..
O receptor CD3 dos linfocitos T participa do mecanismo de activag@o intrinseca do

linfocito (* ¢ *).

Receptores de Antigénios dos Linfocitos T — TCR

O receptor de antigénio das células T (TCR - T Cell Receptors) ¢ uma
glicoproteina heterodimérica gerada por quatro diferentes grupos de genes
(ap — presentes na maioria dos linfocitos T periféricos e yd — presentes numa
subpopulagdo de linfocitos T timicas e numa subpopulacdo menor de linfocitos T
periféricos), ligada por pontes dissulfidricas que permitem o reconhecimento de uma
ampla variedade de antigénios pelos linfocitos T (fig. 10). Encontra-se associada, na
superficie da célula, a um complexo de péptidos conhecidos por CD3, sendo este
componente, provavelmente, necessario ao sinal de transducdo apds o reconhecimento

do antigénio pelo TCR (Roitt ez al., 2001, Abbas & Lichtman, 2003, les ).
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Figura 10: Esquema representativo da estrutura do TCR.

O TCR-0p reconhece fragmentos processados do antigénio, ligados as moléculas
MHC-I ou II. Tanto o MHC como os residuos péptidicos se associam ao TCR (Roitt et
al., 2001 ¢ ).

Complexo Principal de Histocompatibilidade —- MHC

Nos seres humanos existem genes que codificam varias proteinas da superficie
da membrana celular. Estes aloantigénios sdo conhecidos como antigénios de leucocitos
humanos (HLA — Human Leukocyte Antigens) e o seu elevado polimorfismo permite
ao sistema imunitario reconhecer os antigénios self dos non-self (Roitt et al., 2001,
Abbas & Lichtman, 2003, % ¢ ).

O reconhecimento das células rejeitadas num enxerto pelos LT, faz-se pelo
reconhecimento dos MHC (Major Histocompability Complex), que se dividem em dois
conjuntos de moléculas de superficie celular altamente polimorficas, o MHC-Classe I e
o MHC-Classe II. Esta molécula ¢ o antigénio de histocompatibilidade principal
estando, o MHC-I, presente na membrana celular de quase todas as células do
organismo, excepto nas hemacias e plaquetas. Esta classe de MHC reconhece os
antigénios proteicos externos (incluindo tecidos transplantados) e sdo reconhecidos por
linfocitos T com especificidade antigénica. Geralmente, as moléculas de classe I sdo

. + . .
reconhecidas por LT, ou CD8". Possui duas cadeias, uma o ¢ uma B, sendo que, a parte



lateral do MHC-I possui uma estrutura espacial que se encaixa com o CDS8 presente nos
LT,. O MHC possui uma sequéncia de aminoacidos propria para cada individuo e
apresenta-se semelhante para todas as células desse organismo. O MHC-I das células de
um individuo s6 € igual a outro se os individuos forem gémeos univitelinos (Roitt e al.,
2001 e M.

A sequéncia de aminoacidos presente nas cadeias do MHC, estando alterada na
superficie da célula, é reconhecida pelo LT, pela interaccdo com o receptor TCR e CD8
(fig. 11). Os péptidos de proteinas endogenas virais produzidos por uma célula infectada
unem-se a parte superior da cadeia de aminoacidos do MHC-I no citoplasma e sdo
conduzidos até a superficie da célula para poderem ser reconhecidos (Roitt ez al., 2001 e
Nikolich-Zugich et al., 2004 ¢ *).

O MHC-I possui um nivel de expressao leve e provém da tradugdo de RNA,, que
foi transcrito por genes HLA-A, HLA-B e HLA-C (brago curto do cromossoma 6). A
expressdo destes genes ¢ elevada quando estimulada pelo IFN-y, libertado pelos LTy 1
activados durante uma infec¢io (Abbas & Lichtman, 2003, Nikolich-Zugich et al., 2004

e?).

Figura 11: Vista lateral da interaccdo entre o receptor do linfocito T (TCR) e o

complexo péptido-MHC (pMHC).

Os MHC-II (HLA-DR, HLA-DP ¢ HLA-DQ) encontram-se apenas em c¢lulas
que apresentam antigénios (APC — Antigen-Presenting Cells) como os linfocitos B, os
macrofagos e as células dendriticas. Pensa-se que os MHC de classe Il sdo os que

desempenham o papel predominante na resposta imunitaria inicial a antigénios de



tecidos transplantados. Ao entrarem em contacto com um antigénio non-self, os HLA de
classe II activam os LTy, (helper ou CD4") que, por sua vez, sofrem uma expansio
clonal através da produgdo de citoquinas reguladoras (Abbas & Lichtman, 2003,

Nikolich-Zugich et al., 2004, Roitt e al., 2001, ', > ¢ #).

Resposta Imunitaria Celular Especifica

Para o TCR ficar exposto na superficie da célula, é necessaria a presenca do
CD3, que ¢ formado por um conjunto de cinco polipéptidos. Quando o TCR unido ao
CD3 se combina com o antigénio, o CD3 envia sinais de activacdo para o citoplasma,
resultando esse sinal na fosforilagdo, pelo GTP (guanosina trifosfato). O complexo
TCR: CD3 activado, faz com que o GTP transfira um radical fosfato para os
aminodcidos tirosina dos polipéptidos do CD3 que, estando fosforilados vao activar o
enzima fosfolipase C. Este enzima hidroliza o PIP2 (4,5-bifosfato de fosfaditil-inositol)
em IP3 (trifosfato de inositol) e DAG (diacil glicerol). O IP3 estimula a libertagdao do
célcio das reservas intracitoplasmaticas para o citoplasma. O Ca’, agora livre no
citoplasma, vai activar varios enzimas quinases, que retiram um fosfato ao ATP,
colocando-o em proteinas, que se deslocam ao nucleo do linfocito e ai activam a
transcricdo do RNA mensageiro para a sintese de interleucinas, como a IL-2. O DAG
activa a proteina fosfoquinase C que, em presenca de calcio livre, fica activada. A
fosfoquinase C (PKC) faz fosforilagdo de proteinas como o IP3, proteinas essas que, ao
se dirigirem ao nucleo, estimulam a transcri¢ao de genes. Este enzima faz, também, a
fosforilagdo de proteinas de libertagdo das vesiculas que vao libertar as interleucinas
para o meio externo, que, por sua vez, vao estimular a resposta imunitaria celular ou
humoral. Todo este mecanismo que causa a activagdo de genes vindo da interacgdo
TCR-CD3-epitopo ¢ designado de primeiro sinal (', %, * e °).

A IL-1 é um co-estimulador, que estimula um segundo sinal mensageiro
intracelular que ¢ indispensavel para a activagdo dos LTy. Esse sinal, ainda ndo
esclarecido quanto a sua natureza, resulta na activacdo da transcricdo de genes para
citoquinas (como, por exemplo, a IL-2). Ou seja, o linfocito necessita de dois sinais para
ser activado, o primeiro vindo da interac¢do TCR:CD3-antigénio e o segundo do co-

estimulador IL-1 (Abbas & Lichtman, 2003, Ze 4).



A IL-2 formada ¢ uma substancia autocrina, que age sobre o préprio LTy que a
produziu a quando libertada também age nos LT.. E chamada de factor de proliferagio,
uma vez que estimula a mitose. Quando o complexo TCR:CD3 ¢ activado pelo
antigénio estimula a transcri¢do do gene do receptor de interleucina 2 e a expressao
desse receptor na superficie da célula. Quando a IL-2 se liga a esse receptor ocorre a
activacdo de varios mensageiros intracelulares (desconhecidos) que levam a uma maior
sintese de DNA (replicagio do DNA), propiciando um aumento da mitose (fig. 12)
(Roitt et al., 2001, e *).

Figura 12: Representacdo esquematica da resposta funcional dos linfocitos T, aquando

do contacto do MHC non self das APC’s.

Deste modo, quando os linfocitos entram em contacto com a IL-2, ocorre a
expansdo clonal, ou seja, uma proliferacdo de linfocitos T especificos que provém de
um s6 LTy que o produziu (clone), e uma expansdo dos linfocitos T, para a resposta

imunitaria celular (fig. 13) (Abbas & Lichtman, 2003, ' e %).
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Figura 13: Diversidade funcional dos linfocitos T especificos para um determinado

antigénio.



Como ja foi referido, o gene para a IL-2 é activado para a transcricdo sob o
estimulo de proteinas fosforiladas no citoplasma, sendo que, a ciclosporina ¢ um
imunossupressor que inibe esta activagdo, inibindo a producdo de IL-2 e,
indirectamente, a proliferagdo dos LTy, e principalmente dos LT.. Deste modo, inibe-se a
resposta imunitaria celular, uma vez que, os LT, sdo os linfocitos capazes de lisar corpos

estranhos ou células infectadas por virus (fig. 14) (' ¢ ¥).

Figura 14: Linfocitos T, em contacto com corpos estranhos.

Mecanismos de Desenvolvimento e de Lise Celular dos LT,

Como ja foi referido, os linfocitos que ainda ndo sdo capazes de realizar uma
resposta imunitaria formam-se no timo. Os LT, que saem do timo apenas sdo capazes de
reconhecer o antigénio ligado ao MHC-I ou ao MHC estranho exposto na célula-alvo
().

A capacidade de lise celular dos LT, ¢ activada pelo contacto dos LT, que sairam
do timo e 0 MHC-I estranho e, por citoquinas, que ao atingirem o complexo anterior,
activam a diferenciacdo completa destas células em células capazes de provocar a lise
na célula-alvo. O mecanismo de lise € antigénio-especifica para o MHC-I estranho e
baseia-se na libertagdo de enzimas, que formam poros na membrana plasmatica das
células-alvo, destruindo-as por osmose ¢ pela indugdo da apoptose celular (Goldsby et
al., 2003,% e ™).

O processo referido pode dividir-se em diversas etapas:

1- Reconhecimento do antigénio: E a ligagdo do LT, formado no timo com o

MHC-I estranho e formagao do complexo MHC (antigénio)-TCR-CD3;



2- Activagdo do LT Apds o reconhecimento e o contacto com as citoquinas
(INF-y e IL-2) ocorre a activagdo intrinseca dos linfocitos mediados por CD3. O INF-y
¢ a Unica citoquina importante produzida pelos LT, activados numa infeccao viral (fig.
15);

3- Golpe letal: Com a libertagdo de enzimas como a perforina, verifica-se a
formagdo de poros na membrana da célula-alvo. Nesta fase, a toxina celular ¢ também
libertada;

4- Separagdo do LT.: O LT, desliga-se da célula-alvo e afasta-se;

5- Morte: A célula-alvo, contendo poros na membrana, vai sofrer tumefaccao
osmotica seguida de lise celular e morte. Podem ser libertadas também outras
substancias libertadas pelos granulos, como a toxina celular que, ao entrar na célula-
alvo activa enzimas da apoptose, como a endonuclease que, vai clivar o DNA da célula

e provocar uma rapida condensagdo da cromatina nuclear (3 e 4).

Class [1 MHC plus
antigen ’7 TCR

Processed
Antigen b J

IL-1

Processed

antigen j

Figura 15: Representacdo esquematica da influéncia das citoquinas na activacdo dos

linfocitos T.



A Origem da Diversidade

A capacidade do sistema imunitario para reconhecer antigénios depende dos
anticorpos formados pelos linfocitos B e dos receptores antigénicos expressos pelos
linfocitos T. Apesar das diferencas nos mecanismos inerentes ao reconhecimento de
antigénios pelos linfocitos T e B, ambos sdo capazes de reconhecer uma grande
variedade deles (Roitt ef al., 2001, Abbas & Lichtman, 2003, Nikolich—Zugich et al.,
2004 ¢°).

Apesar das diferencas entre anticorpos e receptores de linfocitos T, os processos
celulares e moleculares que originam a sua diversidade sdo bastante semelhantes.

A diversidade observada na resposta imunitaria mediada por linfécitos T advém
da diversidade existente no arranjo dos genes de TCR (' e °), arranjo esse bastante
semelhante ao dos genes das cadeias pesadas das imunoglobinas. A diversificacdo dos
genes do TCR ocorre por recombinacdo dos segmentos V(D)J com pequenas variagdes
para cada locus. A cadeia a ¢ bastante simples, excepto na zona central, entre os locus V
e J, onde se encontram os /oci da cadeia 6. Do mesmo modo, no locus k, o rearranjo
entre um segmento Va e Jo origina uma por¢ao variavel completa, sendo a diversidade
bastante aumentada pelo nimero elevado de segmentos J (fig. 16) (Roitt et al., 2001,

Abbas & Lichtman, 2003, Nikolich-Zugich ez al., 2004, ° ¢ °).

=
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Figura 16: Diversidade estrutural da cadeia a do TCR.

O locus B inclui dois conjuntos de genes D, J ¢ C. A maioria dos genes V[
encontra-se agrupada, apesar do VP 14 estar situado na extremidade 3" do locus. A
duplicagdo em tandem de DP, Jp e CP deve ter ocorrido nas fases iniciais da evolucao
dos mamiferos, uma vez que, esta presente em todos eles. O mecanismo de juncio entre
os segmentos da regido variavel € capaz de originar uma grande diversidade ja que, para
além do arranjo V (D) J podem ocorrer também os arranjos V-J, V-D e D-J. Também os

segmentos D aumentam, ainda mais, a diversidade da cadeia f, ja que sdo utilizados em



todas as grelhas de leitura (fig. 17) (Roitt et al.,, 2001, Abbas & Lichtman, 2003,

Nikolich-Zugich et al., 2004, ° ¢ ).

L b B

Figura 17: Diversidade estrutural da cadeia 3 do TCR.

O locus da cadeia pesada y ¢ constituido por oito genes Vy seguidos, na direc¢do
57, por trés genes Jy e o primeiro Cy, existindo, por isso, dois genes Jp adicionais antes
de Cy2. Uma unido imprecisa de V-J, juntamente com inser¢des nos pontos de juncao
constitui um processo importante na formacdo de uma maior diversidade (Roitt et al.,
2001, Nikolich-Zugich et al., 2004, > ¢ °).

O locus & foi descoberto durante estudos para o locus a, por se encontrar, cComo
ja foi referido, na sua regido média. E constituido por apenas cinco genes V3§, dois D3 ¢
seis I3, calculando-se que possam ser geradas cerca de 10'* cadeias & diferentes. Esta
diversidade pode ser produzida por imprecisdo dos processos de jungdo, pela insercdo
de residuos adicionais e pelo uso de genes D nas trés grelhas de leitura (Roitt et al.,
2001 e Nikolich-Zugich et al., 2004).

Os mecanismos pelos quais ocorre a recombinacdo sdo semelhantes aos que
ocorrem nos linfécitos B, uma vez que, os genes apresentam padroes semelhantes de
heptameros (12-23 bases) — nonameros e rearranjos enzimaticos idénticos ocorrem nos
linfocitos B e T. Contudo, a mutacdo somatica, que ¢ um importante mecanismo de
producdo de diversidade nas imunoglobulinas, ndo ocorre nos genes de TCR. Tal facto,
estd relacionado com a necessidade de manter a autotolerancia e o reconhecimento dos
MHC pelos linfocitos T (Roitt et al., 2001, Abbas & Lichtman, 2003 e Nikolich-Zugich
etal., 2004 ¢>).

A diversidade depende de varios factores, entre eles, as combinacdes simples de
V, D e ] mais a diversificagdo da regido N, a variagdo no sitio de jun¢do e inimeras

regides D (Roitt et al., 2001).

A maioria dos timocitos, cerca de 99%, diferencia-se em células TCR-of e
apenas 1% dos linfocitos timicos maduros expressam o TCR-y8 (Nikolich-Zugich et al.,

2004 ¢°).



Os linfécitos T t€ém de reconhecer uma extensa variedade de antigénios. Para tal,
as cadeias polipéptidicas aff e yd0 do TCR sofrem recombinagdo somatica durante o
desenvolvimento timico, dando origem a genes funcionais para os receptores das células
T. As cadeias B3 e 6 sdo codificadas pelos segmentos génicos V(D)J, enquanto que a o e
v sdo codificadas, apenas, pelos segmentos V e J. Os primeiros genes do TCR-a a
sofrerem rearranjo durante o desenvolvimento dos linfécitos T codificam as cadeias v,
sendo este processo seguido do rearranjo das cadeias f e a. Através da ligagao aleatdria
dos diferentes segmentos génicos possibilita-se um elevado nimero de rearranjos
produtivos que, por sua vez, possibilitam a expressdo de diversas sequéncias peptidicas
para ambas as cadeias do TCR. Relativamente, aos rearranjos nao produtivos, sdo
eliminados (Roitt et al., 2001, Abbas & Lichtman, 2003, Nikolich-Zugich et al., 2004,
e’ ).

A expressao inicial do TCR, na superficie, ¢ pouco significativa, estando
maioritariamente confinada ao cortex externo e regido subcapsular do timo, onde se
verifica uma intensa proliferagdo celular.

Ainda no timo, os linfocitos T em desenvolvimento sdo submetidos a dois
processos, a seleccdo positiva e a seleccdo negativa. O primeiro permite o
desenvolvimento dos TCR que possuem uma afinidade moderada aos antigénios
proprios do MHC, uma vez que, os linfocitos T reconhecem os péptidos antigénicos
quando apresentados pelas moléculas “proprias” do MHC nas APC’s (epitélio cortical
do timo). Ou seja, os linfocitos T sdo capazes de reconhecer tanto os péptidos
antigénicos como a regido polimorfica das moléculas MHC. Este mecanismo ¢ mediado
por células epiteliais do timo que agem como APC’s (Roitt et al.,, 2001, Abbas &
Lichtman, 2003, Nikolich-Zugich et al., 2004, ', ¢ ).

Os linfocitos T que apresentam receptores com afinidades muito elevadas ou
muito baixas para os antigénios MHC proprios, sofrem apoptose (pela activagdo de
nucleases enddgenas que causam a fragmentagdo do DNA) e morrem no timo.

Os linfocitos T com receptores de afinidade intermédia ndo sofrem apoptose,
prosseguindo a sua maturagio (Roitt et al., 2001 e Nikolich-Zugich et al., 2004).

Por sua vez, a selec¢ao negativa actua no seguimento do processo de maturagao
dos linfécitos. Alguns dos linfocitos T positivamente seleccionados podem ter
receptores capazes de reconhecer alguns auto-componentes que ndo o MHC proprio. Na
seleccdo negativa, os timocitos interagem com o antigénio, com células interdigitantes e

com macrofagos e, apenas os que ndo conseguem reconhecer os auto-antigénios



continuam o seu processo de desenvolvimento e maturacdo, sendo que, os que
reconhecem os referidos antigénios sofrem apoptose. Neste estadio de amadurecimento
(CD4", CD8" ¢ TCR"), os linfocitos T evoluem de forma a expressarem TCR’s em
elevada densidade e perdem ou o CD4 ou o CD8, tornando-se linfocitos T maduros com
“positividade unica”(medula timica). Estas subpopulacdes separadas de células de CD4"
ou de CDS" tém receptores especializados de alojamento e migram para as areas de
linfocitos T dos tecidos linfoides periféricos, onde funcionam como LT, e LT,
respectivamente (Roitt et al., 2001, Abbas & Lichtman, 2003, Nikolich—Zugich et al.,
2004, ', % e?).

Como ja foi referido, ambos os processos, de seleccdo positiva e negativa,
envolvem o reconhecimento de péptidos self associados a moléculas MHC antdlogas,
evidenciando, contudo, diferengas entre si, relacionadas com a avidez estrutural e
funcional da ligagdo dos péptidos ao TCR. A avidez estrutural ¢ determinada pelas
afinidades directas das ligagdes de TCR multiplos a pMHC’s (péptidos do MHC). Por
sua vez, a avidez funcional relaciona a avidez de ligacdo do linfocito T especifico do
antigénio com uma fun¢do bioldgica mensuravel em diferentes doses do antigénio (fig.
18). Assim, uma ligacdo mais forte favorecera a selec¢do negativa e, a existéncia de
sinais qualitativamente para cada processo de seleccao deve-se provavelmente ao facto
da funcdo do co-receptor CDS ser essencial a selec¢do positiva e ndo para a negativa, a
menos que a afinidade para o péptido seja baixa (Roitt ez al., 2001, Abbas & Lichtman,
2003, Nikolich-Zugich et al., 2004 ¢ °).
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Figura 18: Representacdo esquematica do processo de reconhecimento do complexo
pMHC da APC pelo TCR, com o posterior reconhecimento das moléculas CD4/CD8 e

consequente producdo de citoquinas e LT’s.



Menos de 5% dos timdcitos deixa o timo, uma vez que, os restantes morrem, em
consequéncia dos processos de seleccdo e da incapacidade de expressar receptores para
os antigénios (Roitt et al., 2001 e Nikolich-Zugich et al., 2004).

Apesar do que ja foi referido, nem todos os linfocitos T sdo eliminados no
desenvolvimento intratimico, devido aos factos de, nem todos os auto-antigénios serem
capazes de se deslocar por entre os tecidos timicos, os TCR’s dos linfocitos T possuirem
uma afinidade muita baixa para o complexo MHC apresentado nas células do estroma
timico e/ou porque a concentragdo do complexo pMHC poder ser, na sua superficie,
bastante baixa, e o epitélio timico poder, também ele, servir de barreira a alguns
antigénios circulantes. Neste caso, ocorre a inactivacao periférica dos linfécitos T auto-
reactivos (tolerancia periférica) através da regula¢do negativa do TCR e CD8 (LT.’s),
de forma a incapacitar as células de interagir com os auto-antigénios alvo, e, a provocar
anergia, motivada pela falta de sinais secunddrios fundamentais de activagdo, fornecidos
pelas células alvo (Roitt ef al., 2001, Abbas & Lichtman, 2003, Nikolich-Zugich et al.,
2004, % ¢ ).

Os linfocitos T, na fase de maturacdo, sdo “educados” para reconhecer
antigénios no contexto do MHC, originalmente, encontrado no timo (Roitt et al., 2001 e

Nikolich-Zugich et al., 2004).

A Regulacao da Resposta Imunitaria

A resposta imunitaria estd sujeita a varios mecanismos de controlo cuja
finalidade € restaurar o estado de repouso do organismo quando a resposta a um
determinado antigénio deixa de ser necessdria. Uma resposta imunitaria eficiente ¢ o
resultado final de diversas interacgdes entre o antigénio e diversas células competentes
do ponto de vista imunologico. Esta resposta ¢ determinada, aos niveis qualitativo e
quantitativo, por diversos factores, quer intrinsecos (estado de saude do individuo, entre
outros), quer extrinsecos (por exemplo, o proprio organismo estranho). Também a
natureza, a dose e a via de administracdo do antigénio sdo profundamente importantes e

determinantes para o resultado da resposta imunitaria (Abbas & Lichtman, 2003).



Os linfocitos B ¢ T sdo activados pelo antigénio apds ocorrer uma ligagao
eficiente entre os seus receptores especificos e o antigénio. Contudo, no caso dos
linfocitos T, este contacto ndo se da directamente com o antigénio mas sim com
péptidos antigénicos processados e ligados as moléculas MHC-I ou II (Roitt et al.,
2001,°% e ?).

Uma resposta imunitaria eficiente remove o antigénio do sistema e, como a
exposicao repetida ao antigénio ¢ necessaria para manter os linfécitos T e B em fase
activa de proliferagdo, os linfocitos retornam ao estado quiescente (Roitt et al., 2001).

Doses muito elevadas de antigénio resultam, frequentemente, numa tolerancia
especifica dos linfocitos T ou, por vezes, dos linfocitos B.

A ocorréncia de uma resposta imunitaria ou uma tolerancia a um determinado
antigénio depende inicialmente da natureza das APC’s, que apresentam esse mesmo
antigénio. Uma activacdo eficiente dos linfocitos T exige a expressdo de moléculas co-
estimuladoras na superficie dessas APC’s. Deste modo, a apresentacdo do antigénio por
células dendriticas ou por macrofagos activados, com elevados niveis das moléculas co-
estimuladoras ¢ de MHC-II, resulta numa activacdo eficaz dos linfécitos T. Pelo
contrario, se o antigénio € apresentado aos linfocitos T por uma APC “néo profissional”,
este ¢ incapaz de produzir co-estimuladores, ndo ocorrendo resposta (Roitt et al., 2001 e
Abbas & Lichtman, 2003).

Como ja se referiu, os linfocitos T, claramente, moldam a resposta imunitaria
num sentido positivo, ao proporcionarem o auxilio do linfécito T. Também, o tipo de
ajuda que ¢ gerado (Th1 x Ty2) afecta a natureza da resposta imunitaria, favorecendo a
imunidade humoral ou celular (Roitt et al., 2001).

A supressao total ou parcial da resposta imunitaria pode ocorrer pela accao dos
LTy, em que se verifica uma producdo de citoquinas, como a TGF[3, a IL-4 ¢ a IL-10.
Estudos evidenciam que os linfocitos T CD4" gerados apds a administragdo de doses
elevadas de auto-antigénio impedem um desenvolvimento posterior de auto-imunidade.
Por exemplo, linfocitos T CD4" apresentados impedem o desenvolvimento de
auto-anticorpos para a tiroglobulina. E, a administragdo do anticorpo CD4" com uma
dose imunogénica de tiroglobulina, impede, ndo so6, o desenvolvimento de auto-
imunidade, como também, permite o aparecimento de uma populagdo de linfocitos T
CD4" capazes de transferir a tolerancia especifica a receptores ingénuos (Roitt et al.,

2001).



A produgdo de diferentes citoquinas por diferentes populagdes de LTy, permite
inferir acerca da regulagdo de sintese da IgE, tendo ja sido demonstrada uma regulagdo
cruzada por subpopula¢des LTy, em que citoquinas como o IFNy secretado por LTy 1
podem inibir a resposta dos LTy 2. A IL-10 produzida pelos LTy 2 tem um controlo
negativo sobre o B7 (%) e a expressio de IL-12 pelas APC, inibindo, por consequéncia, a
activagdo dos LTy 1. Ou seja, a seleccdo do tipo de resposta imunitaria ¢ resultado da
activagao preferencial de LTy 1 ou LTy 2 (Roitt ef al., 2001 e Abbas & Lichtman, 2003).

Também, os linfécitos T CD8" interferem nas respostas imunitarias, podendo
promové-las ou impedi-las (*).

A tolerdncia aos auto-antigénios ¢ estabelecida durante a ontogenia, em que, os
receptores individuais antigénio-especificos em linfocitos T e B estdo presentes na fase
neonatal, ja em niveis suficientes para gerar tolerancia. Tolerancia, esta, desenvolvida
apenas nas por¢des Fc, uma vez que, apenas estas estdo presentes em numero suficiente.
Tal n3o acontece para os determinantes unicos nas cadeias leves e pesadas que
determinam a especificidade do antigénio, uma vez que, estes se encontram em numero
reduzido. Deste modo, os receptores individuais dos linfocitos T e as imunoglobulinas
sdo, portanto, imunogénicos, em virtude destas sequéncias unicas, designadas por
idiotipos, que tanto podem ser codificados pelos genes da linhagem germinativa da
regido V como gerados nos processos de recombinagdo e mutagdo envolvidos na
producio de elementos funcionais desta regido (Roitt ez al., 2001 e ?).

A resposta imunitaria e a activacdo de linfocitos T também podem ser
influenciadas pelo MHC-I e II, uma vez que estas moléculas apresentam um elevado
polimorfismo que, por sua vez, tem um impacto profundo na ligacdo do péptido.

Os mecanismos de tolerdncia imunoldgica sdo, portanto, necessarios como
forma de impedir a reactividade contra os constituintes do proprio organismo, dado que,
0 sistema imunitdrio gera ao acaso elevada variabilidade de receptores
antigénio-especificos, dos quais alguns se podem tornar auto-reactivos. A
auto-reactividade ¢ inibida por mecanismos ndo programados geneticamente e que
ocorrem durante o desenvolvimento. No seu decorrer, faz-se a discriminagdo
proprio/ndo proprio, ou seja, self/non self e, o self deve compreender todos os
determinantes antigénicos (epitopos) codificados pelo DNA do individuo de forma a
todos os outros epitopos serem reconhecidos como non self. Deste modo, ndo ¢ a
estrutura da molécula em si, que determina se ela é reconhecida como self ou non self,

mas sim outras caracteristicas, para além das estruturais do epitopo. Entre elas, a época



em que os linfocitos contactam pela primeira vez com os epitopos, o local onde isso
ocorre, a natureza das células apresentadoras de epitopos e a produgdo de moléculas co-

estimuladoras pelas tltimas (Roitt ez al., 2001).

Resposta Imunitaria Mediada por Células em:

- Transplantes

Quando um tecido estranho chega ao nosso organismo, partes dele, ou seja,
algumas células do tecido, desprendem-se e sdo levadas aos tecidos linfoides
secundarios, como os nodulos linfaticos e/ou bago, onde as células apresentadoras de
antigénios apresentam o antigénio ao LTy, que, quando activados, produzem IL-2. Esta,
por sua vez, estimula a expansdo clonal e a activagdo dos LT, para o ataque. Ocorre
também uma apresentacdo directa do antigénio ao LT, através do reconhecimento do
MHC-I estranho na superficie das células estranhas do enxerto, através da interaccao
MHC-I e TCR. Estes LT, possuem receptores CD8 e TCR. O TCR e o CD8 proprio do
LT, sdo capazes de reconhecer o MHC-I que possui uma sequéncia de aminoacidos
estranha, que esta presente nas células. Nos casos de enxertos de tecidos, a expressao
dos MHC-I aumenta, uma vez que, a producdo de IFN-y, também ela, aumenta. Apds o
reconhecimento, ocorre a lise do tecido estranho pelas células citotoxicas. O MHC-II ¢
expressado no endotélio estranho que compde o tecido enxertado e € reconhecido pelos
LTy activados que chegam ao local e que induzem ainda mais a resposta contra o tecido.
Os LTy activados nos tecidos linfoides e directamente no local podem activar a resposta
imunitaria humoral, que forma anticorpos anti-enxertos (*).

Este mecanismo de rejeicdo ocorre da mesma forma para as células neoplasicas,
uma vez que, estas também possuem alteragdes nos seus MHC-I (receptores

neoformados).

- Ataque a Virus

Na resposta imunitaria celular que se desenvolve contra virus e outros, ocorre a
migracdo destes até aos nodulos linfaticos satélite (fig. 19). Da mesma forma, ha a

apresentacao do antigénio pelos macrofagos aos LTy 1 que, fazem uma expansao clonal



formando uma imensa populag@o. Nesta expansdo formam-se também linfocitos T de
memoria que vao “guardar” no seu interior as informacdes sobre o antigénio. Essas
informagdes servem para a resposta imunitaria secundaria, na qual o antigénio entra em
contacto com o sistema pela segunda vez e ¢ rapidamente reconhecido (por células de

memoria) e atacado (*).

Figura 19: Fotografia, ao microscopio, de um linfécito Ty a ser atacado por um virus

(HIV).

Estes LT, 1 da populagdo clonal formam IL-2 e IFN-y que activam os LT, que
vao aumentar o seu nivel da expansao clonal e elevar o seu metabolismo interno.

Mas o que ocorre numa infec¢do viral, para além da apresentacdo do antigénio
aos LTy, € a apresentacdo directa aos LT, que chegam até as células infectadas. Essas
células que possuem o virus multiplicam-se no seu interior, € vdo manifestar péptidos
virais em cima da sequéncia de aminoacidos do MHC-I. Esse processo ocorre na altura
de sintetizar o MHC-I. Quando a vesicula exocitica contendo as cadeias do MHC-I
recém traduzidas no reticulo endoplasmatico rugoso estdo a caminho da superficie,
ocorre uma fusdo com uma vesicula contendo péptidos virais intrinsecos da célula.
Neste ponto, 0 MHC-I atinge a superficie da célula contendo os antigénios virais unidos
a sua cadeia de aminoacidos. O receptor CD8 dos LT, encaixa-se no MHC-I
lateralmente e o0 TCR dos LT, reconhece a cadeia estranha e activa o ataque a célula .

Ha duas formas dos LT, atacarem os virus:

- Por destruigdo das células hospedeiras infectadas que sdo fontes das particulas

virais replicadas;



- Por uma elevada libertagdo de interferdo gama que, embora seja uma molécula
reguladora, ¢ também um importante antiviral, na medida em que, induz a célula
hospedeira a produzir uma proteina antiviral protectora que impede a formagdo de

proteinas virais (*).
- Ataque a Fungos ou Bactérias

Uma infeccdo por fungos ou micobactérias ndo ocorre directamente pelo
reconhecimento dos LT,, mas sim pela intensa participagdo dos LT, 1 que, como ja foi
referido anteriormente, fazem o reconhecimento nas células apresentadoras de
antigénios e libertam citoquinas estimuladoras de LT, (*).

Também, com a activacdo dos LTy 1 ocorre a estimulacdo para a formagdo de
um clone de células de memoria (LT,,) especificas para o antigénio que vai permanecer

sempre no organismo e manifestar-se numa resposta imunitaria secundaria (*).

Resumo do Artigo de Revisao

O artigo de revisdo, em analise, aborda os avangos mais recentes da diversidade
do reportorio de linfocitos T (nomeadamente, ao nivel dos receptores destas células -
TCR), necessaria para gerar uma resposta imunolégica eficiente (Nikolich-Zugich et al.,
2004).

A diversidade inicial do sistema imunitario ¢ produzida nos o6rgados linfoides
primarios e, a diversificagdo posterior, ou periférica, ocorre, quer por hipermutagdo
somatica nos receptores dos linfocitos B, quer pela diversificagdo funcional dos
linfocitos T efectores (Abbas & Lichtman, 2003 e Nikolich-Zugich et al., 2004).

A resposta imunitaria baseia-se na presenca de uma populagdo de linfocitos T,
num equilibrio que permita responder a péptidos de patogenes ligados a MHC's, através
da producdo e manutencao de um reportorio diverso de receptores de linfocitos T
(TCR). Essa diversidade de TCR’s estd confinada as regides que determinam a
complementaridade (CDR’s) aos péptidos ligados aos MHC’s (complexo pMHC)
(Abbas & Lichtman, 2003 e Nikolich-Zugich et al., 2004).



A diversificagdo dos TCR deve, provavelmente, ter co-evoluido em conjunto
com os patogenes, de modo a produzir receptores diversificados que estejam a altura de
produzir uma resposta eficaz para o universo de antigénios. Também a diversidade
estrutural e funcional dos linfécitos T contribui, de forma inequivoca, para a geracdo da
diversidade do seu reportério. No entanto, faltam evidéncias experimentais
relativamente a relacdo entre quantidade e qualidade entre a diversidade de linfocitos
potencial, e realmente existente, e o resultado da defesa imunitaria contra os patogenes
e, também, até que ponto a variabilidade do reportério de células ingénuas afecta a
magnitude e a complexidade das respostas imunitarias (Nikolich-Zugich ef al., 2004).

Alguns aspectos como a estrutura natural da reactividade cruzada, o nivel de
especifidade/promiscuidade dos TCR’s e a natureza da discriminacgdo da resposta entre
péptidos proximamente relacionados ndo estdo ainda completamente compreendidos
(Nikolich-Zugich et al., 2004).

Diversos factores influenciam a diversidade do reportdrio dos linfocitos T, entre
eles, a sua diversidade recombinatéria e os efeitos da interaccdo TCR-pMHC,
interaccoes estas que vao aperfeigoar o alcance ¢ a reactividade do reportorio. Também,
a avidez estrutural e a avidez funcional dos linfocitos T sdo factores de enorme
relevancia por serem, também eles, responsaveis pelo ganho ou a perda de determinados
TCR’s (Abbas & Lichtman, 2003 e Nikolich-Zugich et al., 2004).

Outros factores de extrema importdncia sdo as moléculas de MHC e o seu
acentuado polimorfismo, na medida em que, cada uma delas selecciona
preferencialmente algumas e “apaga” outras especificidades dos TCR’s, criando falhas
unicas no seu reportdrio. Também, as mudancas no complexo de pMHC podem
conduzir a diferengas no reportorio funcional expresso de TCR-aff mapeados por
seleccdo positiva e negativa. Relativamente a estes processos de seleccdo, a purificacdo
de TCR’s nos linfocitos T auto-reactivos por seleccdo negativa, reduz a diversidade dos
mesmos, podendo produzir incapacidade de resposta a determinados antigénios ou,
alternativamente, a selec¢do de TCR’s de reduzida avidez estrutural (Abbas &
Lichtman, 2003 e Nikolich-Zugich et al., 2004).

A deleccao preferencial das células T mais promiscuas pode explicar a razdo de
muitos individuos possuirem linfocitos T auto-reactivos, e, relativamente, poucos
sofrerem de doengas auto-imunes (Nikolich-Zugich et al., 2004).

A imunodominancia dos TCR’s, ou seja, o recrutamento preferencial de uma

populagdo de células T que expressa elementos TCR restritos, em resposta a um



determinado epitopo ¢ maioritariamente determinada pelas caracteristicas estruturais e
avidez da populagdo de linfocitos T efectores (Nikolich-Zugich et al., 2004).

O reportorio TCR ¢ influenciado, principalmente, por duas forgas, o contacto do
TCR com o complexo pMHC e a sub-regulagdo das moléculas de superficie dos
linfécitos (TCR, CD4 e CD8) ou uma anergia funcional, que resultam na modificag@o
funcional da reactividade dos linfocitos T, estando preparados para a defesa contra
patogenes, a saida do timo. Nesta fase, estabelece-se a diversidade funcional, ao ser
estabelecido o contacto com o antigénio. Contudo, continua por esclarecer até que ponto
a estrutura do TCR e a avidez podem determinar a diversificacdo funcional intra e
extratimica e, qual a extensdo dos aspectos funcionais que estdo programados pelos
eventos independentes ao TCR (Abbas & Lichtman, 2003 e Nikolich-Zugich et al.,
2004).

A avidez do TCR afecta também as respostas dos linfocitos Ty, 1 e 2, nos quais,
uma maior avidez ¢ um contacto mais longo com o complexo TCR-pMHC tém sido
atribuidos a fung¢des dos LTy, 1 (Nikolich-Zugich et al., 2004).

Um importante factor na interface da diversidade estrutural e funcional ¢ a
reactividade cruzada dos TCR’s que, surge como resposta a forma de usar o reportério
de TCR finito, distribuido num ntmero finito de linfocitos T e distribuido por um
nimero bastante vasto de epitopos (Nikolich-Zugich et al., 2004).

A especificidade do reconhecimento deve ser suficientemente elevada para o
reportorio responder a um péptido estranho mas ndo a um péptido self (proprio). Assim,
a reactividade cruzada, ou seja, a capacidade de reconhecer diversos péptidos diferentes
ligados a moléculas de MHC surge, de modo a providenciar a existéncia de um
equilibrio entre a vantagem de uma frequéncia elevada de linfocitos T que respondem
a0 mesmo epitopo e a desvantagem de um elevado nivel de deleccdo clonal intratimica.
A reactividade cruzada contribui, entdo, para a diversidade de reconhecimento do
antigénio quase na mesma extensdo que a diversidade estrutural do TCR-af. Este
fendmeno ¢ de extrema importancia, na medida em que, se a reactividade cruzada for
funcionalmente relevante para a defesa de patogenes, pode ser capaz de cobrir muitas
situagdes nas quais ha restrigdes na diversidade estrutural (Abbas & Lichtman, 2003 e
Nikolich-Zugich et al., 2004).

A diversidade gerada ¢ bastante relevante no que respeita a resisténcia a um
determinado patogene, uma vez que, através da geragdo de um pool diverso de

recrutamento de linfocitos T com elevada avidez, se obtém uma eficacia mais elevada



na eliminagio de células infectadas (Nikolich-Zugich et al., 2004). Diversos estudos
estdo a ser desenvolvidos nesta area da imunologia moderna de modo a quantificar a
diversidade de TCR’s em diferentes orgdos linfoides e ao longo de varios processos
biologicos. Tais investigacdes, proporcionardo uma excelente plataforma a partir da
qual se esclarega, inequivocamente, o papel da diversidade de TCR’s na defesa

imunitaria (Nikolich-Zugich et al., 2004)

Consideracoes Finais

Ao longo de todo o trabalho pode observar-se que o Homem possui diversas
barreiras a agentes estranhos. Para além das barreiras naturais evidentemente presentes
em todos os organismos, possuimos também outras, nomeadamente as conferidas pelo
sistema imunitario.

As respostas imunitarias resultantes da ac¢ao deste sistema podem ser dadas por
diferentes tipos de células consoante se trate de uma resposta inespecifica ou especifica.
No primeiro caso, a resposta ¢ dada por macrofagos e interferdes, entre outros. Quanto
as respostas imunitarias especificas, estas sdo mediadas por linfocitos B e/ou T.

Relativamente ao desenvolvimento e maturagdo destes ultimos, ocorre
principalmente na medula dssea e no timo, para os linfocitos B e T, respectivamente.

Diversas células tém um papel preponderante nas respostas do sistema
imunitario, entre elas, os linfocitos. Existem diversos tipos de linfocitos T, os LTy, os
LT, e os LTs. Todos os linfécitos apresentam um receptor na sua membrana, o TCR,
que permite o reconhecimento de fragmentos processados do antigénio, ligados as
moléculas MHC-I ou II.

A capacidade do sistema imunitario para reconhecer antigénios depende dos
anticorpos formados pelos linfocitos B e dos receptores antigénicos expressos pelos
linfocitos T. Diversos mecanismos que ocorrem durante a fase de maturagdo dos
linfécitos T no timo, € mesmo no decorrer da maturagdo periférica, estdo envolvidos na
geracdo da elevada diversidade no reportorio de linfocitos T.

A diversidade observada na resposta imunitaria mediada por linfocitos T advém,

principalmente, da diversidade existente no arranjo dos genes de TCR que, ocorre por



recombinacdo dos segmentos V(D)J com pequenas variacdes para cada locus nas
cadeias a, B, y e 6.

Contudo, de todo o reportorio de linfocitos T que é gerado no timo, apenas cerca
de 5% sobrevive as selec¢des positiva e negativa, sofrendo, os restantes, apoptose. Em
ambos, ocorre um reconhecimento de péptidos self associados a moléculas MHC
antdlogas, evidenciando, contudo, diferengas entre si, que residem na avidez estrutural e
funcional da ligacao dos péptidos ao TCR.

A tolerancia aos auto-antigénios ¢ estabelecida durante a ontogenia, em que, os
receptores individuais antigénio-especificos em linfocitos T e B estdo presentes, na fase
neonatal, ja em niveis suficientes para gerar tolerdncia. Os mecanismos de tolerancia
imunologica sdo, deste modo, necessarios como forma de impedir a reactividade contra
os constituintes do proprio organismo, uma vez que, o sistema imunitario gera ao acaso
uma elevada variabilidade de receptores antigénio-especificos, dos quais alguns se
podem tornar auto-reactivos.

Actualmente, ainda ndo estdo completamente clarificados quais os mecanismos
mais relevantes, e a forma como estes actuam, na formagao de uma grande diversidade
no reportorio de linfocitos T. Assim, como uma baixa diversidade de linfocitos T pode
conduzir a um funcionamento deficiente do sistema imunitario, a total clarificacao
destes mecanismos podera constituir a base do desenvolvimento de novas terapias para

o tratamento de imunodeficéncias.
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