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RESUMO

Objetivos: Comparar o fenotipo e capacidade estimulatéria in vitro de populacdes de
células dendriticas (DC) de ratos; testar estas populacGes celulares na sobrevida de
retalnos cutaneos aldgenos (RcuA); avaliar os mecanismos pelos quais as DC
condicionadas com rapamicina e pulsadas com lisado de hospedeiro, em associagdo a
uma curta administracdo de drogas imunossupressoras e soro anti-linfocitario atuam na
sobrevida de RCuA. Métodos: As DC foram condicionadas com rapamicina (DC
GM+Rapa) ou IL-4 (DC controle), sendo pulsadas ou ndo com aloantigenos de doador. O
fenotipo e funcéo das células foram comparados in vitro. Testou-se o potencial destas DC
de aumentar a sobrevida de RCuA e comparou-se a hiporesponsividade doadora-
especifica dos receptores de RCuA. Avaliou-se e quantificou-se a presenca das células T
reguladoras Foxp3+CD4+ (Tregs) nos retalhos transplantados e nos o6rgdos linfdides
secundarios com citometria de fluxo e imunofluorescéncia. Resultados: As DC
GM+Rapa expressaram niveis menores de MHCII e CD40 e apresentaram menor
capacidade para estimular células T em reacdao mista de linfocitos. Ao estimulo com LPS,
as DC GM+Rapa produziram niveis significantemente menores de IL-6 e IL-10.
Somente as DC GM+Rapa pulsadas com aloantigenos aumentaram significantemente a
sobrevida dos retalhos cutaneos aldégenos (>180 dias). Células T periféricas em
receptores com sobrevida prolongada de RcuA mostraram hiporesponsividade doador-
especifica. Quantidades significantemente maiores de Tregs foram encontradas nos
retalnos com sobrevida prolongada e nos orgaos linfoides secundarios destes receptores.
Conclus@es: As DC GM+Rapa apresentaram fendtipo mais imaturo e menor capacidade
de estimulacdo de células T do que a populacdo controle. A administracdo de DC
GM+Rapa pulsadas com aloantigenos prolongou significantemente a sobrevida dos

RCUA, sendo este fato associado a expansdo de Tregs.
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1. INTRODUCAO

Retalhos compostos aldgenos tém grande potencial para suprir a necessidade de
tecidos autologos em reconstruces apos grandes perdas de tecidos moles, fato provado
pelos casos ja registrados no mundo: 24 transplantes de maos, antebragos e digitos *
(LANZETTA et al. 2005), nove transplantes de parede abdominal > e um caso de
transplante de face ®. Em realidade, a maioria dos transplantes de retalhos compostos
homologos (de um individuo para o outro) ndo é vital a sobrevida dos pacientes, ao
contrario do que ocorre com os transplantes de 6rgdos. Nestes casos, 0s pacientes sdo
obrigados a tolerar o regime imunossupressor continuo e as diversas reacGes adversas
associadas, como citotoxicidade, aumento da susceptibilidade a infeccbes, tumores e
episédios de rejeicdo, que ainda podem ocorrer apesar da aderéncia ao regime
imunossupressor *°. Devido aos efeitos colaterais associados necessarios & manutencéo de
um elemento ndo essencial a sobrevivéncia, o0 emprego de retalnos compostos alégenos tem
sido considerado controverso *° .

Ademais, a aceitacdo de um retalho composto alégeno apresenta outros obstaculos
peculiares. Estes retalhos, como implicito no proprio nome, sdo compostos por mais de um
tipo de tecido, possuindo diferentes graus de antigenicidade e provocando diferentes
respostas imunes no receptor*® . Sabe-se que a pele é o 6rgdo que apresenta maior
antigenicidade e frequentemente esta presente nos retalhos compostos alogenos em grande
quantidade. Portanto é comum a ocorréncia de episodios de rejeicdo aguda no componente
cutaneo dos retalhos compostos, apesar do uso constante de drogas imunossupressoras “**
(LANZETTA et al., 2005; FERREIRA, 1994; BENHAIM et al., 1996).

Para que os retalhos compostos alégenos sejam mais utilizados em reconstrugdes de

grandes perdas de tecido, é imperativo que sejam elaboradas novas alternativas



imunossupressoras, livres de efeitos colaterais e suficientemente potentes para ultrapassar a
barreira da antigenicidade cutanea.

Pesquisas em prevengdo a episddios de rejeicdo aguda em retalhos compostos
alégenos tém utilizado varios protocolos e modelos experimentais, porém até 0 momento
ndo ha consenso sobre qual é a terapia e 0 modelo experimental ideal para o estudo da
antigenicidade da pele. Na literatura, existem estudos bem-sucedidos na promocédo de
tolerancia operacional de patas traseiras alégenas em ratos, utilizando terapias celulares
associadas ou ndo a drogas imunossupressoras por um curto periodo ' (FERREIRA et al.,
1995; GORANTLA et al.,, 2003). Entretanto, estes resultados podem ndo ser tdo
encorajadores se as mesmas estratégias forem transferidas para a pratica clinica, visto que o
suprimento constante de celulas de medula 6ssea (MQO) provenientes do fémur da pata
transplantada pode facilitar a aceitacdo do enxerto, requerendo uma terapia
imunossupressora menos agressiva. Ja a aceitacdo de um transplante de mao humana, pobre
em medula Ossea, depende de doses maiores e mais prolongadas de drogas
imunossupressoras.

Por outro lado, até o presente momento, ndo h& relatos na literatura sobre a
promocdo de tolerancia operacional a retalhos cutdneos alégenos (RCuA), mesmo
utilizando estratégias de comprovada eficacia no modelo de pata traseira de ratos °°
(SIEMIONOW, IZYCKI e ZIELINSKI, 2003; DEMIR et al., 2005). A literatura mostra que
é muito mais dificil aumentar a sobrevida de retalhos cutaneos alégenos do que de qualquer
outro 6rgéo ou tecido transplantado. %2 (LIM e LI, 1991; CARRAMASCHI et al., 2000;
DEMIR et al., 2005; SIEMIONOW, DEMIR et al., 2005). Também é mais dificil aumentar
a sobrevida de RCuA do que de enxertos de pele. Isto pode ser explicado pela possibilidade
de migracdo dos aloantigenos (aloAg) do RCuA para os varios 6rgdos secundarios do
receptor via corrente sanguinea, fato que ndo ocorre apds enxertia de pele, a qual é seguida
de apresentacéo direta dos aloAg **** (LEE et al., 1991; OCHANDO et al., 2006). Ademais,

células imunocompetentes provenientes da corrente sanguinea podem acelerar o dano as



células cutaneas ™ (KANITAKIS et al., 2003). A tolerancia a enxertos cutaneos foi atingida
com diversos protocolos ***® (GRACA, COBBOLD e WALDMANN, 2002; LU et al.,
2006; LEE et al., 2006) porém na literatura ainda ndo ha relatos de aceitacdo de RCuA por
periodos prolongados ap0s suspensdo de drogas imunossupressoras, apesar de tentativas
nesta direcdo ®** (DEMIR et al., 2005; SIEMIONOW, DEMIR et al., 2005).

As ceélulas dendriticas (DC), iniciadoras das respostas imunes in vivo, podem
também regular o sistema imune. Sua capacidade de promover aceitacdo de tecidos
alogenos transplantados tem evidenciado um novo horizonte, devido a possibilidade de
abreviar o uso de drogas imunossupressoras (DI). Esta caracteristica tem sido demonstrada
por varios subtipos de DC derivadas MO. Quando propagadas em baixas concentracfes de
fator estimulador de coldnia de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF), DC mieldides
promovem hipo-responsividade aloantigeno-especifica de células T ** (LU et al., 1995) e
aumento de sobrevida de 6rgdo transplantado ># (FU et al., 1996; LUTZ et al., 2000). A
utilizacdo adicional de substancias modulatérias pode tornar os fenotipos mais estaveis,
mantendo suas caracterisitcas in vivo por mais tempo, como ilustrado por estudos bem-
sucedidos no aumento da sobrevida de transplantes cardiacos alégenos em roedores. Nestes
estudos, os animais receptores foram tratados com DC preparadas de diversas formas e
portanto com diferentes caracteristicas: DC imaturas, aderentes, derivadas de MO, geradas
com GM-CSF e interleucina 4 (IL-4) ? (PECHE et al., 2005); DC mieléides propagadas em
IL-10 e TGF-P e subsequentemente estimulada por LPS % (LAN et al., 2006); DC tratadas
com rapamicina, pulsadas com lisados de doador ** (TANER et al., 2005); ou DC derivadas
de MO, pulsadas com peptideo 5 timico 2° (ALI et al., 2000).

Apesar das DC terem sido utilizadas com sucesso em protocolos para inducdo de
tolerancia a 6rgdos soélidos, ainda ndo ha relatos de que tenham promovido aceitacdo

prolongada de retalhos compostos alégenos ou RCUA.



2. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivos:
1- Comparar os fenotipos de diferentes DC derivadas de MO de ratos e suas respectivas
capacidades de estimulacdo de células T in vitro.
2- Testar o efeito destas populacdes de DC, associadas a uma curta administracdo de drogas
imunossupressoras e soro anti-linfocitario na sobrevida de RCUA.
3- Avaliar os mecanismos pelos quais as DC condicionadas com rapamicina e pulsadas

com aloantigenos atuam na sobrevida de RCuA.
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3. LITERATURA

A fim de facilitar a leitura as principais obras referentes ao tema foram divididas em
trés topicos. Os trabalhos serdo apresentados em ordem cronoldgica, obedecendo a

terminologia empregada pelos autores.

3.1. Relevancia clinica dos transplantes de retalhos compostos alégenos

GILBERT (1964) transplantou o antebraco e a mdo de um cadaver utilizando
prednisona, azatioprina e radiagdo local como tratamento imunossupressor. O sucesso
inicial foi seguido pela rejeicdo no 14° dia %

DUBBERNARD et al (1999) publicaram o relatério de 6 meses do primeiro
transplante de mé&o realizado na era moderna. Em setembro de 1998, os autores
transplantaram o antebraco distal direito e a mao de um cadaver de 41 anos para um homem
de 48 anos que havia sofrido amputacdo traumatica do terco distal do antebracgo direito. A
terapia imunossupressora incluiu globulinas anti-timaocitos, tacrolimo, acido micofendlico e
prednisona. A terapia de manutencdo incluiu 0s mesmos agentes, porém sem as globulinas.
Foram observados sinais clinicos e histologicos leves de rejeicdo cutanea 8 a 9 semanas
apos a cirurgia. Estes sinais desapareceram apds o0 aumento da dose de prednisona (de 20
mg/dia para 40 mg/dia) e a aplicacdo topica de cremes imunossupressores (tacrolimo,
clobetasol). Os autores acreditavam que a imunossupressdo utilizada era eficaz na
prevencdo de rejeicdo aguda e que se ndo houvesse mais episédios de rejeicdo, o
prognostico funcional do RCA humano seria semelhante, ou até melhor do que 0s casos

submetidos a auto-reconstrucéo ’ .



KANITAKIS et al 2003 relataram a evolucéo cinica do primerio transplante de méo
alégena em humanos. O mesmo foi removido 29 meses apos o transplante devido a rejeicéo
irreversivel do retalho, causado pela ndo aderéncia do paciente ao tratamento
imunossupressor. Relataram que a partir do 15° més, o componente cutaneo do retalho
apresentou papulas liguendides que progressivamente se espalharam e coalesceram em
lesbes difusas eritemato-descamativas. A andlise anatomo-patoldgica mostrou que as
alteragbes mais graves manifestaram-se na pele; inflamacdo leve foi encontrada nos
musculos e tenddes. Ossos e tenddes foram poupados. Concluiram que a pele é o principal
alvo de rejeicdo em maos alégenas transplantadas *°.

LEVI et al (2003) reportaram suas experiéncias iniciais com alotransplantes de
parede abdominal provenientes de cadaveres, para fechamento de abdémen de pacientes
submetidos a transplante de intestino. Os autores transplantaram nove paredes abdominais
em 8 pacientes. O suprimento sanguineo do retalho foi proveniente dos vasos epigastricos
inferiores. Sete dos oito pacientes receberam alemtuzumab na inducéo e tacrolimo para
manutencdo. Biopsias de pele foram realizadas aleatoriamente e a suspeita de rejeicéo.
Destes oito pacientes, seis sobreviveram; cinco dos quais tem retalhos alégenos de paredes
abdominais intactas. Dois pacientes apresentaram episddios leves de rejeicdo aguda que
foram resolvidos com corticoterapia. Os autores concluiram que este procedimento é uma
boa alternativa a pacientes que necessitam ser submetidos a transplante de intestino %

PETIT et al (2003) publicaram uma revisdo sobre os casos clinicos de RCA ja
realizados no mundo. Mencionaram que 0 primeiro transplante de méo da era moderna,
realizado em Lion em 1998, trouxe grande controvérsia ao meio médico. Apesar disso, dez
pacientes receberam transplantes de méo, de 1998 a 2003 e outros pacientes receberam
transplantes de joelho e laringe. Os autores defendem a utilizacdo dos retalhos cuténeos
alogenos, referindo que ndo se trata de uma técnica nova, mas uma nova aplicacdo que
associa principios da microcirurgia reconstrutora com os dos transplantes de orgdos. Em

seu proposito (correcdo de defeitos fisicos), objetivo (reconstrucao de estruturas anatbmicas



idénticas), e técnica (transferéncia de tecidos vascularizados), o uso dos retalnos compostos
alégenos representa a esséncia da cirurgia reconstrutora. Os autores apresentam Varios
beneficios em relagdo a reconstrucéo utilizando tecidos autdgenos, tais como: auséncia de
morbidade de area doadora; o fato do resultado ser imediato, ndo necessitando de varios
tempos cirurgicos; neurotizacdo do retalho composto, com maior potencial para ser
funcional; e aspecto estético natural. Apesar destes beneficios, os efeitos colaterais da
imunossupressdo cronica ainda limitam o uso mais abrangente dos retalhos compostos
alégenos na cirurgia reconstrutora. Os autores relatam que pesquisas em varios laboratdrios
ja vislumbram uma reducdo significante da necessidade de imunossupressao, porém mais
pesquisas Sdo necessarias para que o emprego de retalhos compostos alégenos seja mais
disseminado %°.

LANZETTA et al (2005) relataram as informacGes iniciais coletadas pelo
International Registry on Hand and Composite Tissue Transplantation (IRHCTT). Este
6rgdo foi criado em 2002, com intencdo de registrar informac6es detalhadas sobre todos os
casos de transplantes de retalhos compostos alégenos realizados desde 1998, possibilitando
assim a oportunidade dos participantes manterem-se atualizados sobre os Gltimos
desenvolvimentos. O relatorio inicial ofereceu uma revisdo dos casos realizados entre
setembro de 1998 e setembro de 2004. Em resumo, relataram que 18 pacientes do sexo
masculino foram submetidos a 24 transplantes de médo/antebrago/digitos (11 transplantes de
mé&o monolaterais e 4 bilaterais, 2 transplantes de antebracos bilaterais, e 1 transplante de
dedo). Todos os pacientes sobreviveram. Todos 0s retalhos sobreviveram no primeiro e no
segundo ano apos a cirurgia. Apos este periodo, houve dois casos de rejeicdo aos retalhos
em pacientes ndo aderentes ao tratamento. Observaram-se episédios de rejeicdo aguda na
pele do retalho aldgeno de 12 pacientes no primeiro ano ap6s o transplante. Entre os efeitos
colaterais das drogas imunossupressoras, 0s mais comuns foram infecgdes oportunistas e
complicagOes metabolicas. Todos os pacientes desenvolveram sensibilidade protetora, e 17

pacientes também atingiram sensibilidade discriminativa. A recuperacdo da funcdo de
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musculos extrinsecos e intrinsecos possibilitou a realizacdo da maioria das tarefas diarias.
Os autores concluiram que apesar da enorme carga antigénica, os transplantes de méo
tornaram-se uma realidade clinica, com necessidade de imunossupressdo comparavel aos

dos transplantes de 6rgdo sélido *.

3.2. Imunologia de transplantes

CARREL & GUTHRIE (1906) realizaram o primeiro transplante alégeno de
membro em cdo. No entanto, houve perda do mesmo no oitavo dia apds o transplante
devido a infecgéo local *°.

GORER, LOUTIT e MICKLEM (1961) relataram experimentos de transplante de
tecidos entre individuos geneticamente incompativeis realizados por GORER em 1937,
quando descreveu as moléculas de HLA. Estas moléculas sdo geneticamente codificadas
pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e geram um polimorfismo que faz
cada individuo unico. Ao mesmo tempo em que € uma grande vantagem na defesa contra
patdgenos, ndo somente como individuos, mas também como espécie, este polimorfismo é
deletério para o sucesso em transplantes **.

OWEN (1970) relatou sua demonstracdo de que bezerros gémeos eram quimeras
hematopoiéticos em 1945. Ele deduziu corretamente que a troca precoce de sangue (a
placenta de bezerros gémeos quase que invariavelmente tém conexdes vasculares em
comum) resultou em aceitacdo mutua e permanente de células hematopoiéticas
provenientes de cada gémeo em transfusdes reciprocas *.

BILLINGHAM e REYNOLDS (1952) descobriram que a maioria dos bezerros
gémeos ao nascimento e por longo tempo ap6s 0 nascimento, sdo totalmente tolerantes a

enxertos de pele transplantados entre si .
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BILLINGHAM, BRENT e MEDAWAR et al (1953) demonstraram que a pré-
inoculacdo de células linfoides provenientes de camundongo doador adulto alégeno em
camundongos em periodo neonatal levou & aceitac&o permanente de enxertos de pele 3.

CABALLERO et al em 2006 realizaram importante revisdo sobre 0s mecanismos
imunoldgicos envolvidos na rejeicdo de transplantes. Relembraram conceitos importantes
da imunologia de transplantes: ao se transplantar um érgéo, as moléculas polimorficas HLA
derivadas de doadores sdo reconhecidas como estranhas ao receptor. Este fendbmeno é
chamado de aloreconhecimento. Os autores enfatizaram que ha muito tempo havia sido
observado que os aloantigenos MHC de doadores podem ser apresentados ao sistema imune
do receptor através de varias vias. Além do que, a forma pela qual o Ag é apresentado
parece estar relacionada ao tipo de rejeicdo que ocorre. Isto enfatiza a importancia de
estudar as vias de apresentacdo de Ag. Na via direta, as moléculas intactas de MHC classe |
ou I, presentes na superficie da CAA do doador sdo reconhecidas diretamente pelas células
T CD8 e CD4 receptoras, respectivamente. Na via indireta, moléculas MHC classe | e 11 do
doador sdo fagocitadas e apresentadas no contexto das moléculas de MHC do receptor para
as células T CD8 e CD4 do receptor, respectivamente. O repertorio de células T contém
uma freqliéncia alta de células T aloreativas a via direta de apresentacdo e relativamente
baixa freqiéncia de células T aloreativas a via indireta. Isto sugere que a via direta de
aloreconhecimento é responsavel pelos episddios de rejeicdo precoces, enquanto que a via
de aloreconhecimento indireta é responsavel pelos eventos mais tardios. Isto esta de acordo
com a noc¢édo de que as CAA no orgéo transplantado desaparecem progressivamente com o
tempo, tornando a via direta progressivamente inoperante. Ao contrario, a aquisicao,
processamento e apresentacdo das moléculas de MHC do doador € um processo mais
demorado, que é mais eficaz durante os estagios finais apds o transplante.

Uma terceira via tem sido proposta, a via semi-direta. Esta pode servir para ligar as duas
vias ja citadas. Nesta via, as células dendriticas de receptor (CD) podem adquirir as

moléculas MHC das células do 6rgdo transplantado e realizar a apresentacao direta para as
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células T dos receptores. Ha crescente evidéncia de que as células T CD4 e CD8 com
especificidade para ambas as vias direta e indireta podem contribuir para a rejeigédo do
6rgdo enquanto que as células CD4+CD25+ T reguladoras com especificidade para a via

direta tem um importante papel na tolerancia em transplantes * .

3.3. Diferentes antigenicidades dos tecidos

LEE WP et al (1991) realizaram estudo, em que os diferentes tecidos da pata de rato
individualmente (pele, tecido subcutaneo, musculo, 0ss0, vasos sanguineos) e uma pata
inteira foram transplantados através de uma forte barreira de histocompatibilidade. As
respostas mediadas por células e as repostas imune humorais geradas pelos receptores
foram determinadas por culturas mistas de linfocitos e comparadas. Os varios componentes
de tecidos interagiram com o sistema imune do hospedeiro de uma forma previsivel com
tempos e intensidade diferentes. Surpreendentemente, a pata inteira causou menos resposta
imune do que os aloenxertos de seus componentes individualmente. Os autores também
compararam o grau de resposta imunolégica causada por transplantes de tecidos al6genos
vascularizados e ndo vascularizados. Puderam observar que a vascularizagcdo primaria do
tecido transplantado alterou significantemente o padréo de resposta imunoldgica. Quando e
tecidos como pele e 0sso vascularizados foram transplantados separadamente, os autores
constataram altos niveis de respostas humorais na 1% e 22 semanas apds o transplante,
enquanto o transplante de tecido cutaneo ou 0sseo ndo vascularizado ndo causou resposta
significativa até a 2% semana. Este achado sugere que a vascularizacdo afeta 0 modo pelo
qual os Ags sdo apresentados, alterando 0 mecanismo de rejeicéo do aloenxerto *.

BUTTEMEYER R et al (1996) realizaram 114 transplantes de pata de rato entre ratos
com total discordancia de complexo principal de histocompatibilidade (doador ACI (RT1a)
e receptor Lewis (RT1l)). O regime imunossupressor constituiu-se de varias dosagens de

FK-506 e ciclosporina. Baseados em 330 biopsias obtidas de 64 animais, 0s autores
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desenvolveram uma nova classificacdo histologica de rejeicdo dos tecidos componentes da
pata (pele, masculo, 0sso e cartilagem). Constataram também que os tecidos do retalho
composto alégeno (pata traseira) foram rejeitados em diferentes periodos de tempo. Isto
provavelmente reflete a hierarquia de antigenicidade, com a pele sendo o tecido mais
antigénico, sequido do mésculo, 0sso e cartilagem *°.

TUNG, MOHANAKUMAR e MACKINNON (2005) realizaram estudo com dois
propasitos: definir o padrdo de secrecdo de citocinas durante a rejeicdo de patas traseiras
alégenas em camundongos e determinar a correlacdo entre o padrdo de secrecdo e as
diferentes antigenicidades dos componentes do retalho de pata traseira. Cada camundongo
receptor recebeu um tipo de tecido vascularizado (pele, muasculo, pata inteira ou pata inteira
sem pele) do retalho de pata traseira. Os resultados mostraram que a maior resposta Th1 foi
constatada em camundongos receptores de retalhos cutaneos, seguidos de pata inteira,
nervo, pata sem a pele e musculo. Os receptores de retalhos cutaneos tiveram maior indice
IFN-y:IL-4, ou seja, maior desvio para a resposta Thl. Estes dados demonstraram que a
pele é um dos principais elementos responsaveis pela antigenicidade da pata traseira, ja que

quando a pele foi removida, notou-se uma mudanca da resposta imunolégica para Th2 ¥’ .

3.4. Tratamentos imunossupressores com terapia celular in vitro ou em modelos de

transplantes alégenos de 6rgéos

FEILI-HARIRI et al (1999) avaliaram dois tipos de DC derivadas de MO de
camundongos ndo obesos diabéticos (NOD). As DC obtidas através de cultura com GM-
CSF e IL-4 expressaram altos niveis de moléculas de MHC classe Il, CD40, CD80 e CD86
e eram estimuladores eficientes de células T da raca receptora. Em contraste, DC derivadas
das culturas de GM-CSF apresentaram baixos niveis de moléculas MHC classe Il e co-
estimulatorias de ativacdo, apresentaram boa fungdo de fagocitose e apresentacéo de Ag e

estimularam menos as células T. As duas populacbes de DC migraram para o baco e



14

pancreas apos injecdo endovenosa. A terapia com estas DC preveniu o desenvolvimento de
diabetes tipo | nos camundongos. Outras evidéncias no estudo sugeriram que uma resposta
Th2 foi gerada em camundongos tratados com DC. Esta resposta atingiu um nivel 6timo
quando as DC GM + IL-4 foram usadas *®.

FEILI-HARIRI, FALKNER e MOREL (2002) publicaram estudo, em que
investigaram o mecanismo pelo qual as DC cultivadas com GM-CSF- e IL-4 preveniram o
desenvolvimento de diabetes nos camundongos pré-diabéticos. A andlise histolégica do
tecido pancreatico dos camundongos tratados com CS revelou uma reducdo na intensidade
da insulite comparado ao grupo controle. A andlise da resposta da célula T nos
camundongos tratados com DC em geral, sugeriu uma mudanca em direcdo a um padrédo
dominado pela resposta Th2, como determinado pela producdo de citocina apds estimulagédo
com concavalina A ou anti-TCR. Demonstraram também que as células T CD45RB(l0)
CD25+ CD4+ do baco dos camundongos tratados com DC produziram grandes quantidades
de citocinas Th2 apo6s estimulo com anti-TCR, sugerindo que estas células foram as
responsaveis pela mudanca para o padrdo Th2. Concluiram que a terapia com DC pode ter
corrigido o defeito imunoregulatério dos camundongos NOD, restaurando portanto, o
balanco entre as células Thl patogénicas e as células protetoras Th2 *°.

GARROVILLO et al (2001) mostraram que a administracao sistémica de DC timicas
de receptores (ACI) pulsadas com peptideo 5 classe | de doador (raca WF) 7 dias antes do
transplante, combinadas com imunossupressdo transitoria com soro anti-linfocitario
resultou em sobrevida prolongada (>200dias) de enxerto especifico de doador, no caso,
coracdo de WF. Este experimento mostrou ser reprodutivel em modelo clinicamente
relevante utilizando DC mieldides de receptores. Este estudo sugere que a administracao
endovenosa de DC construidas geneticamente, expressando moleculas MHC de doador, tem
o potencial de induzir tolerancia em transplantes *°.

MORELLI e THOMSON (2003) realizaram uma revisdo sobre as DC, sumarizando

0 papel das mesmas como sentinelas da resposta imune, induzindo e regulando a
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reatividade das células T. As DC tém papel critico na tolerancia central e na manutencéo da
tolerancia periférica no estado normal. Apos transplante de dérgdo ou célula, as DC
apresentam Ag as células T pelas vias direta ou indireta de aloreconhecimento. Estas
funcdes das DC podem promover a resposta de rejeicdo, porem também servem como alvos
potenciais para supressdo de reatividade aloimune e promocédo de indugdo de tolerancia.
Outras evidéncias indicam que as DC podem induzir tolerancia especifica de células T.
Apesar de que 0s mecanismos ainda ndo sdo totalmente compreendidos, a capacidade de
induzir células T regulatorias podem ser uma importante propriedade das DC tolerogénicas
ou regulatérias ** . Também relatam o sucesso obtido em esforcos para gerar as DC com
propriedades tolerogénicas em laboratorios, utilizando citocinas especificas, reagentes
imunoldgicos ou farmacolégicos **.

PECHE et al (2005) geraram duas populagdes in vitro de DC derivadas de medula
0ssea com baixas doses de GM-CSF e IL-4. A populacdo nédo aderente (DC classica) teve
capacidade para estimular as células T alogénicas e puderam ser induzidas a maturacéo
completa utilizando varios estimulos. Em contraste, a populacdo aderente, que mostrou um
fen6tipo imaturo, foi incapaz de estimular células T e era mais resistente & maturacdo. Em
seus estudos, as DC singénicas aderentes injetadas um dia antes do transplante induziram
aumento significativo da sobrevida de aloenxerto de coragdo e diminuicdo de respostas
humorais e celulares anti-doador. Estes dados sugeriram que as DC singénicas derivadas de
MO podem modular as respostas imunes .

TANER et al (2005) mostraram que a manipulagdo farmacoldgica € um método
eficaz para geracdo de DC imaturas e de fendtipo estavel. Apds ter demonstrado que a
rapamicina pode inibir a maturacéo e funcdes das DC, os autores examinaram o impacto da
exposicdo a Rapa na apresentacdo de aloantigenos (Ag) pelas DC mielodides. Constataram
gue DC tratadas com Rapa e pulsadas com lisado alogénico (Rapa-DC) estimularam menos
as células T singénicas quando comparadas as CD controle (DC pulsadas com aloAg). A

exposicdo a Rapa ndo bloqueou a fagocitose de Ag pela Dc nem impediu a migracao in vivo
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para as células T esplénicas ap6s transferéncia adotiva . Observaram que as células T que
estiveram em contato com as DC tratadas com Rapa-DC mostraram menor capacidade de
produzir IL-2 e IFN-y, e foram hiporesponsivas ao teste subsequiente tanto pela via direta
quanto indireta, em uma maneira Ag-especifica. In vivo, 0s autores demonstraram que estas
DC-Rapa aumentaram significantemente a sobrevida de um enxerto vascularizado de
coracdo AloAg-especifico. Este efeito foi revertido pela administracdo sistémica de IL-2,
porém aumentado tanto pela infusdo repetida das células ou por um periodo curto de
tratamento com FK506 apds o transplante. Estes efeitos terapéuticos, atingidos através da
abordagem das duas vias mais importantes de aloreconhecimento (direta e indireta),
fornecem base para uma estratégia clinicamente aplicavel visando a supressao da rejeicao
de aloenxertos vascularizados .

TAIEB et al (2007) investigaram a influéncia de GM-CSF e IL-4 (GM+IL-4); e de
FIt3 (FL) no fendtipo e funcdo de DC derivadas de MO de ratos Lewis. Descobriram que
as DC geradas com GM+IL-4, apesar da expressdo de CD80/CD86, sdo menos
estimulatérias do que as DC induzidas com FL *.

As DC GM+IL-4 expressaram altos niveis de moléculas CD11b e baixos niveis de
0X62, enquanto as DC tratadas com FL apresentaram baixa expressdo de moléculas CD11b
e alta expressdo de OX62. Apds a ativacdo com ligantes de TLR, as DC GM+IL-4
produziram IL-10 e IL-6, mas ndo produziram IL-12p70, e foram resistentes a maturag&o.
As DC FL produziram IL-12p70, IFN-alpha/beta, IL-10 e IL-6 e sofreram maturacao.
EstimulacGes repetidas de células T com DC GM+IL-4 inibiram a proliferacéo, a producéo
de citocinas e induziram apoptose precoce de células T. As células T ativadas com DC-FL
produziram grandes quantidades de IFN-y/IL-10 e exibiram apoptose e necrose tardia de
células T. In vivo, as DC GM+IL-4 induziram hiporesponsividade aloAg- especifica apos
reestimulacdo com células T. Estes resultados demonstraram que as DC GM+IL-4 exibem
propriedades regulatérias intrinsecas, induzindo morte celular passiva nas células T com

potencial para inativacéo ou regulagdo de células T aloreativas em transplantes % .
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3.5. Tratamentos imunossupressores no modelo de transplantes alégenos de pata

traseira de rato

DOI (1979) foi um dos pioneiros em transplantes alégenos de membro em ratos.
Realizou transplantes de membro dos ratos Wistar para os ratos Fisher 344 e associou
azatiprina, prednisona e 6-mercaptopurina. Verificou que a associacdo de prednisona e
azatioprina foi mais eficaz na prevencéo do processo de rejeicéo **.

BLACK et al (1982)a publicaram pela primeira vez dados sobre a sobrevida dos
transplantes de membro em ratos associando imunossupressao com ciclosporina. Utilizaram
ratos brancos Lewis como receptores e ratos pretos da linhagem hibrida Lewis x Brown
Norway como doadores. Apds transplante microcirargico de membro, eles administraram
ciclosporina A subcutanea (25mg/Kg/dia) por 20 dias. O grupo controle teve uma sobrevida
média de 185 dias, engquanto que os transplantes alégenos tratados com ciclosporina
tiveram uma sobrevida média de 101+13 dias **.

HEWITT (1983) examinou a habilidade da ciclosporina em prolongar a sobrevida
do transplante alégeno de membro em ratos quando comparada com prévia transfusdo
sanguinea especifica do doador. Utilizou ratos Lewis como receptores e Brown Norway
(forte diferenca de complexo principal de histocompatibilidade) e os hibridos Lewis X
Brown Norway como doadores. Os transplantes alégenos de ratos tratados com 20 dias de
ciclosporina apresentaram sobrevida de 165 dias e os dos tratados com uma transfusao
prévia ndo tiveram a sobrevida aumentada quando comparado ao grupo controle. A
ciclosporina foi muito superior (10,5 vezes maior) a administracdo prévia de sangue
especifico com relacdo & sobrevida prolongada do transplante alégeno de membro *°.

GUZMAN-STEIN e SHONS (1987) utilizaram ratos Lewis como receptores dos
membros dos transplantes alégenos e Lewis x Brown Norway como doadores (grupo A,
n=10) e mantiveram um grupo autégeno controle (grupo B, n=5). No grupo A

administraram ciclosporina 8mg/Kg/dia nos primeiros 20 dias, apds 0s quais, reduziram a
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frequencia para duas vezes por semana. Mostraram que a pele € o componente mais
problemético, devido & rejeicao inicial *°.

ISHIGURO (1989) utilizou ratos machos Fisher 344 como receptores dos membros e
Lewis e WKAH como doadores, associando-se ciclosporina 15mg/Kg/dia via subcutanea
por 21 dias. Ele observou que a sobrevida a longo prazo € possivel, mas a pele foi rejeitada
apos cessar a administracdo da ciclosporina. Imagina-se que o processo de rejei¢do ocorra
pela destruicdo das células epiteliais, linfocitos T ndo auxiliadores e pelas lesbes do
endotélio microvascular da derme. O mecanismo da lesdo microvascular ainda permanecia
desconhecido *' .

FERREIRA, ANDREWS e LAREDO FILHO (1995)a apresentaram um estudo em
que utilizaram doses subterapéuticas ao longo do estudo de Csa (1.5 mg/kg/d) e RS-61443
(15 mg/kg/d), com o proposito de prevenir rejeicdo aguda em transplantes alégenos de patas
de ratos entre a raca Brown-Norway (doadora) e Fischer 344 (receptores). Os animais que
receberam a terapia combinada apresentaram uma sobrevida do RCA de 96% no 172° dia
pOs operatorio, evidenciando um efeito sinergistico das duas drogas, com diferenca
estatisticamente significante quando comparada & monoterapia *®.

FERREIRA et al (1995)b realizaram estudo com o propésito de analisar as
complicacdes pos-transplante alogeno de retalhos compostos (pata de rato), através de forte
diferenca do complexo maior de histocompatibilidade. Utilizaram 39 ratos Brown-Norway
como doadores e 78 Fisher 344 como receptores. Os receptores foram tratados com CsA e
RS-61443 apos o transplante. Como resultados, observaram que um RCA (1/78: 1.28%) foi
eliminado devido a trombose; dois (2/78: 2.56%) devido a enterite; um (1/78: 1.28%)
devido a autofagia e oito (8/78: 10.42%) por causa desconhecida. Os autores concluiram
que dentre as 78 (78/78: 100%) patas de rato transplantadas, 12 (15.5%) ratos morreram ou
foram eliminados por complicacdes pds-operatorias agudas que ndo eram relacionadas a

rejeicdo, toxicidade do regime imunossupressor ou infeccdes oportunistas °.
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OZER at al (2003) testaram a capacidade do soro anti-linfocitario combinado com a
CsA na inducgédo de tolerédncia a RCA de pata traseira em ratos sem imunossupressao
cronica. Para isto, utilizaram a raga Lewis-Brown-Norway (LBN, RT1(1+n)) como doadora
e Lewis (LEW, RT1(1)) como receptora, consistindo-se em uma combinacdo de baixa
resposta imunolédgica em relacdo a barreira de MHC. Os tratamentos foram com SAL
somente (0.4 mL/kg), CsA somente (16 mg/kg, por 21 dias), e a combinacdo de ambos. O
SAL foi administrado 12 horas antes da cirurgia e em trés diferentes intervalos (7, 14, e 21
dias). Observaram que o uso do SAL somente ndo prolongou a sobrevida do RCA. O uso da
CsA em monoterapia estendeu a sobrevida em até 23 dias. Ja a combinacdo dos tratamentos
resultou em sobrevida indefinida em dois a seis ratos no protocolo de tratamento com
duracdo de 14 dias e em todos os 6 ratos no protocolo de tratamento por 21 dias. Estes seis
ratos com sobrevida prolongada do RCA (>420 dias) aceitaram enxertos de pele derivados
da raca doadora e rejeitaram 0s enxertos de uma terceira raca nao relacionada (ACI).
Animais tolerantes apresentaram um quimerismo doador-especifico de 35 a 42% no sangue
periférico. Concluiram entdo que a adminitracdo de CSA e ALS por 21 dias induziu
tolerancia doador-especifica nos receptores de pata traseira de ratos *°.

NGYEN et al (2007) realizaram experimento in vivo, com objetivo de prolongar a
sobrevida de retalhos compostos al6genos (pata traseira ) em ratos, transplantado através de
forte barreira MHC. Para isso, utilizaram DC de receptores, pulsadas com alopeptideo de
doador, administradas seis dias antes do transplante, juntamente com uma dose de soro anti-
linfocitario. Grupos controles mostraram sinais de rejeicdo do retalho composto alégeno
dentro de cinco dias ap0s a cirurgia. Animais dos grupos experimentais demonstraram
aumento da sobrevida do enxerto com uma média de oito dias e exibiram baixos numeros
de células T doadoras. O uso das DC derivadas de MO em conjunto com imunossupressao
transitéria tem potencial terapéutico na inducdo de tolerancia especifica a Ag de doador em

de pata de ratos *°.
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SACKS, HORIBE e LEE (2007) pesquisaram terapias para prolongar a sobrevida do
transplante de patas alégenas em ratos, baseadas em DC derivadas de MO, pulsadas com
lisado de bago de doador. Descobriram que estas DC, administradas nos dias 7 e 14 relativo
ao transplante, juntamente com CsA 10mg/kg/dia, dias 0-6, i.p e soro anti-linfocitario;dia -
4/+1 prolongaram significantemente a sobrevida do grupo tratado em relagédo ao grupo
controle. As células T esplénicas no grupo V exibiram hiporesponsividade ao aloAg de
doador em reacao mista de linfocitos ex vivo. Interessantemente, o0 componente muscular do
retalno composto alégeno de receptores tratados com DC mostraram significativa reducéo

na infiltracdo de células mononucleares relativas aos grupos controles ** .

3.6. Tratamentos imunossupressores no modelo de transplantes aldgenos de pele néo

vascularizada

ZHAO et al (1988a) transplantaram pele parcial dos ratos Buffalo (doadores) ao
dorso dos ratos Lewis (receptores). O tempo de sobrevida médio foi de 9,89 + 0,35 dias. Os
ratos tratados com ciclosporina a 2,5 ou 5 mg/Kg/dia via oral a partir do 2° dia do enxerto
apresentaram tempo de sobrevida médio de 16+1,9 e 13,6 +0,4 dias. Os niveis de
ciclosporina foram de 16620 e 640£32 ng/ml na época da rejeicdo, respectivamente. A
aplicagdo topica de fluocinolona diariamente a partir de 72 horas apos a enxertia resultou
em tempo de sobrevida médio de 24,1+3,6 dias. Quando a aplicacédo topica foi associada a
ciclosporina 5 mg/Kg/dia via oral, o tempo médio de sobrevida foi aléem de 100 dias em 4
dos 7 animais. Quando a aplicacdo tépica de fluocinolona foi associada a aplicacdo tépica
de ciclosporina e administracéo oral de 2,5 mg/Kg, o tempo medio de sobrevida foi de ate
50 dias em 4 dos 6 animais. O efeito sinérgico da ciclosporina e fluocinolona permitiu a
utilizacdo de doses subterapéuticas de cada medicag&o™.

ZHAO et al (1988b) transplantaram a pele dos ratos Buffalo e ACI para os ratos

Lewis (grande discordancia de complexo principal de histocompatibilidade). A sobrevida
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média do transplante foi de 9,89 = 0,35 dias no grupo controle. Quando associaram
ciclosporina oral (2,5 ou 5 mg/Kg/dia) a sobrevida foi para 16 e 13,6 dias, respectivamente.
Quando a fluocinolona foi aplicada topicamente, a sobrevida média foi de 24,1 dias.
Quando aplicado a combinacdo de fluorocinolona topica com ciclosporina via oral, 4 de 7
enxertos sobreviveram indefinidamente (100 dias). Concluiram que o efeito sinérgico da
ciclosporina e da fluocinolona topica pode aumentar a sobrevida do enxerto alogeno de pele
de forma segura™.

ENOSAWA e HIRASAWA (1989) realizaram enxertos alogenos de pele entre ratos
AO e DA, associando-se ciclosporina 15 mg/Kg/dia por 14 dias. Os enxertos de pele
autdgenos sobreviveram indefinidamente, enquanto os al6genos sem tratamento
Imunossupressor foram rejeitados em 7 dias. Com ciclosporina intramuscular, a sobrevida
foi de 38,8 + 20,5 dias para 0s machos e 44,7 + 43,3 dias para as fémeas. A rejei¢cdo ocorreu
em média 10,9 +1,6 dias. O nivel sérico de ciclosporina nas fémeas receptoras foi menor do
que o dos machos no 14° dia. Entretanto, mesmo quando o nivel era ajustado ao dos machos
administrando o dobro da dose (30 mg/Kg/dia), as fémeas receptoras rejeitaram a pele
(sobrevida média de 14,5 +1,9 dias). Receptores DA machos e jovens de 5 a 10 semanas,
rejeitaram a pele em menor periodo de tempo. Quando ratos mais velhos de 14 semanas
foram usados, foi observada sobrevida maxima do enxerto. Portanto, estes resultados
indicam que o efeito imunossupressor depende do sexo e idade dos animais **.

LEE LEE et al, também citaram a inducdo de quimerismo misto com um dos
conceitos mais promissores para a inducéo de tolerancia clinica. No entanto ressaltaram que
a ainda é imprescindivel superar a toxicidade decorrente do condicionamento do receptor,
necessario para a terapia celular com medula Ossea. Portanto, 0s autores estudaram a
efetividade da megadose de células de MO com os Ac monoclonais anti-CD45RB e anti-
CD154 mAb em receptores murinos sem condicionamento prévio. Os camundongos B6,
receptores de enxertos de pele de BALB/c receberam um condicionamento normal

(irradiacdo) e a dose 6tima de TMO (2x10” células). J& o grupo experimental ndo recebeu
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condicionamento, mas recebeu uma megadose de TMO (2x10° células). Ent&o os receptores
foram tratados com anticorpos anti-CD45RB e anti-CD154 (separadamente ou em
combinacdo). Os resultados mostraram que 0s receptores da megadose sem o
condicionamento atingiram um quimerismo de 23.7%, sendo que tolerancia foi induzida em
91% dos camundongos que receberam enxertos de pele ndo vascularizados *° .

ROELEN DAVE et al (2003) publicaram estudo sobre DC amadurecidas de forma
alternativa, com hormonios corticoides. Os autores advogam o uso destas DC devido ao
risco das DC imaturas preparadas in vitro amadurecerem in vivo, a0 serem expostas a
estimulos inflamatdrios ou células T CD4 . Como resultado, estes tratamentos com DC
imaturas podem resultar em estimulacdo ao invés de supressdo do sistema imune do
receptor. Os autores ja haviam demonstrado previamente que o tratamento in vitro de DC
imaturas com um fator estimulatério em combinacdo com dexametasona resulta em
maturacdo de DC através de uma via alternativa, tornando as DC capazes de induzir a
hiporesposividade do tipo Thl de resposta in vitro. Esta forma de ativacdo das DC é
irreversivel, e as DC sdo fixadas em seu estado tolerogénico. Neste estudo in vivo, as DC
foram utilizadas na supressdo especifica da resposta Th1 aloreativa, resultando em atraso na
rejeicdo de enxerto de pele transplantado através de incompatibilidade completa de barreira

MHC em camundongos >°.

3.7. Tratamentos imunossupressores no modelo de transplantes alégenos de retalhos

cutaneos

SOBRADO et al (1990) utilizaram ratos Brown Norway como doadores e Lewis
como receptores (racas com grande direrengca de complexo principal de
histocompatibilidade entre si). Foram constituidos 9 grupos: 1) enxertos de pele; 2) retalhos
cutaneos; 3) transplante cutaneo e transplante alogeno de aorta tardio; 4) enxerto de pele +

CsA 8mg/Kg/dia via oral; 5) retalhos cutaneos + CsA 8mg/Kg/dia via oral 6) transplante
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cutaneo e transplante alégeno de aorta tardio +CsA 8mg/Kg/dia via oral; 7) aorta +
ciclosporina + CsA 8mg/Kg/dia via oral; 8) transplante de musculo + CsA 8mg/Kg/dia via
oral; 9) transplante de 6sseo + CsA 8mg/Kg/dia via oral. Todos os ratos dos grupos 1, 2 e 3,
(sem CsA) rejeitaram os tecidos transplantados em 8,5 a 9,4 dias. Em contraste, 0s grupos
4,5, 6, 7 e 9 apresentaram sobrevida prolongada dos tecidos transplantados; os resultados
mostraram que é possivel atingir sobrevida prolongada de tecidos moles e de retalhos
compostos alégenos, através do uso continuo de baixas doses de CsA °°.

LIM E LI (1991) realizaram estudo investigando a inducdo de tolerancia a RCuA
(retalho epigéstrico) entre racas de ratos com menor diferenca no MHC (ratos Agouti (DA)
e Piebald Virol Glaxo (PVG). O grupo experimental recebeu altas doses de ciclosporina A
(CsA) (25 mg/kg) por nove semanas. O tempo de sobrevida média dos retalhos do grupo
controle foi de 7.6 dias (n=10). Com altas doses de CsA, cinco de 14 animais morreram pela
toxicidade da droga durante o tratamento. Dentre 0s nove sobreviventes, oito apresentaram
rejeicdo aguda irreversivel ap6s término do tratamento. O estudo confirmou a dificuldade
de inducdo de tolerancia aos RCUA, apesar de uma dose de CsA bem mais elevada do que a
necessaria para obtencdo de tolerancia a 6rgéos solidos, como coracéo **.

HIRASE et al (1993) transplantaram enxertos cutaneos de regido epigastrica de ratos
Lewis para Brown Norway (através de grande barreira de histocompatibilidade), que
haviam sido criopreservados a 196 graus Celsius negativos por trés semanas. O processo de
rejeicdo contra a epiderme foi marcadamente diminuido, seguido por uma grande
diminuicédo de antigenicidade da derme, com sobrevida da maior parte do tecido por mais de
seis meses. Em um outro grupo, os autores transplantaram retalhos cutaneos epigastricos
alégenos que haviam sido submetidos a criopreservacgédo pelo mesmo protocolo, ao inves de
enxertos. Associaram tacrolimo a 10mg/Kg logo apos a cirurgia e entdo 3mg/Kg a cada 3
dias, obtendo sobrevida prolongada (maior que 100 dias) do retalho. Devido a hipétese de

que o congelamento da pele altera a antigenicidade da derme, concluiram que ha um grande
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potencial de aplicacéo clinica para retalhos cutaneos alégenos desepitelizados e previamente
criopreservados, associado a imunossupressdo farmacoldgica >’ .

DEMIR, OZMEN et al. (2005) investigaram os efeitos de protocolos monoterapicos
com duracdo de 7 dias constituidos por anticorpo monoclonal anti receptor alphabeta das
células T (alphabeta-TCRmAD), ciclosporina A (CsA), tacrolimo (FK-506) e a combinacéo
dos mesmos na sobrevida de RCuA transplantados entre racas de ratos com grande
diferenca no MHC. Quarenta e dois transplantes de retalhos epigéastricos foram realizados
entre os doadores ACI (RT1a) e os receptores Lewis (RT1(l)) em sete grupos. Os grupos de
transplante isogénico e alogénico controle ndo receberam tratamento. Os grupos de
tratamento receberam um protocolo monoterapico de sete dias de alphabeta-TCRmAD,
CsA, ou FK-506, ou a combinacéo de alphabeta-TCRmMADb/CsA e alphabeta-TCRmAb/FK-
506. O quimerismo especifico ao doador foi avaliado com citometria de fluxo (CF). Os
protocolos combinados de alphabeta-TCRmMADbL/FK-506 e alphabeta-TCRmMAb/CsA
prolongaram significantemente a sobrevida dos RCuA, comparados aos grupos de
monoterapia (P< 0.005). A anélise de CF revelou quimerismo especifico ao doador de
15.82% no dia 7 em ratos do grupo alphabeta-TCRmMAb/CsA e um declinio gradual do
quimerismo ao dia 63 apos o transplante. A extensdo significativa da sobrevida do RCuA
nos grupos de terapia combinada estava diretamente associada com a presenca do
quimerismo doador especifico, com rejeicdo apés a queda dos niveis de quimerismo °.

SIEMIONOW et al (2005)a realizaram estudo, partido do principio de que a induc¢éo
de tolerancia pode ser feita através de transplante de células de medula 6ssea. Os autores
criaram uma nova forma de alotransplante de medula éssea, em que ndo ha necessidade de
processamento da medula dssea previamente ao transplante. Realizaram um total de 43
RCUA em nove grupos experimentais entre ratos isogénicos [Lewis para Lewis (LEW)] e
alogénicos com baixa discordancia na barreira MHC [Lewis-Brown Norway (LBN) para
Lewis]. Os ratos foram tratados de acordo com protocolos de 35 dias de alphabeta-

TCRmAb ou CsA. As monoterapias combinadas com o transplante de medula dssea
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resultaram em aumento da sobrevida de até 21 dias utilizando CsA e até 10 dias usando o
protocolo de alphabeta-TCR mAb. O uso combinado de alphabeta-TCRmAb e CsA com
transplante de medula 6ssea resultou na extensdo da sobrevida por até 65 dias (P <0.05).
Este novo método simples de transplante de medula dssea alégena sem o condicionamento
do receptor é uma técnica minimamente invasiva promissora com potencial para aplicacdo
clinica direta *° .

SIEMIONOW et al (2005)b introduziram um modelo experimental de transplante
alégeno hemifacial para estudar estratégias para desenvolvimento de tolerancia operacional
entre racas de ratos com MHC discordante. Neste estudo, 30 ratos foram distribuidos em
cinco grupos: 1) grupo controle isogénico; 2) grupo de rejeicdo do aloenxerto, sendo que o
doador foi da raca LBN e o receptor da raca Lewis (transplante semi-alogénico); 3) grupo
controle de rejeicdo tendo ratos ACI como doadores e Lewis como receptores (forte
diferenca de complexo principal de histocompatibilidade); 4) ratos receptores de retalhos de
LBN foram tratados com CsA, inicialmente a 16 mg/kg/dia, reduzidos a 2 mg/kg/dia. 5)
ratos receptores de retalhos de ACI foram tratados com CsA, inicialmente a 16 mg/kg/dia,
reduzidos a 2 mg/kg/dia. O grupo isogénico sobreviveu indefinidamente. Todos os retalhos
ndo tratados foram rejeitados em 5 a 8 dias. A sobrevida por periodo prolongado foi
atingida em 100% dos receptores de LBN e ACI. Cento e sessenta dias ap0s o transplante, o
quimerismo doador-especifico estava presente em receptores de LBN (10.14% CD4/RT1",
6.38% CD8/RT1", 10.02% CD45RA/RT1") e ACI (17.54% CD4/RT1? 9.28% CD8/RT1%).
Reacgdes mistas de linfocitos confirmaram tolerancia em receptores de retalhos de LBN e
moderada reatividade em receptores de aloenxertos de ratos ACI *2.

FEILI-HARIRI et al (2007) testaram protocolos de utilizando células de MO
aldgenas (do doador) co-infundidas com células tronco mesenquimais (CT) para promover
aumento de sobrevida de RCuA em ratos, transplantados através de uma forte barreira
MHC. Nestes protocolos, os ratos foram condicionados com irradiacdo ndo letal de corpo

total, e receberam também SAL e CsA por 21 dias. Os resultados mostraram que houve
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significativo atraso no aparecimento de doenca de enxerto versus hospedeiro e aumento
significativo na sobrevida dos RcuA no grupo tratado com 4 doses de MO e CT, comparado
ao grupo que recebeu somente MO. Estes dados sugeriram que a terapia de MO e CT tem
propriedades imunossupressoras que prolongam a sobrevida do RcuA e limitam a doenca
do enxerto versus hospedeiro, apesar de que estes regimes ndao serem suficientes para
promover tolerancia ou aceitacdo prolongada (>100 dias), sugerindo um mecanismo

imunoldgico diferente do que ocorre nos transplantes de pele ndo vascularizadas >°.

3.7. Mecanismos envolvidos no desenvolvimento de tolerancia

GRACA et al (2002) ja sabiam que as células T CD4 reguladoras (Treg) poderiam
ser isoladas a partir de bacos de animais que desenvolvem tolerancia a aloenxertos atraves
de terapias com Ac monoclonais ndo depletores. No estudo de 2002, tiveram por objetivo
determinar se as Tregs poderiam estar em enxertos de pele alégenos, previamente aceitos
pelo camundongo receptor através de regime indutor de tolerancia. Para isso, estes enxertos
de pele tolerizados foram re-transplantados em receptores depletados de células T. As
células T que estavam infiltradas no enxerto migraram para o novo receptor. Estas células T
foram isoladas do sangue periférico do novo receptor e foram testadas in vitro. Os autores
comprovaram que as mesmas possuiam fungdo regulatdria, pois estes novos receptores
aceitaram novos enxertos de pele, obtidos a partir da mesma raca doadora do primeiro
enxerto. Os resultados sugeriram que a supressao da célula T observada durante o processo
de rejeicdo de enxertos € um processo ativo que opera além do tecido secundario, e envolve
presenca constante das Tregs no local do transplante alégeno aceito pelo receptor *' .

OCHANDO et al (2006)* publicaram sofisticado trabalho sobre as DC
plasmocitdides, identificando-as como CAA essenciais para induzir tolerancia a aloenxertos
cardiacos vascularizados. As DC plasmocitoides adquiriram o aloAg no aloenxerto e

induziram a geracdo de células T regulatérias CCR4+CD4+CD25+Foxp3+(Tregs). A
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deplecdo de DC plasmocitoides ou o impedimento da chegada da linfa ao linfonodo
inibiram o desenvolvimento das células Tregs periféricas e consequente inducdo de
tolerdncia. Portanto, os autores mostraram que com o auxilio de protocolos de inducdo de
tolerancia, as DC plasmocitoides apresentadoras de aloAg migraram para os linfonodos e
mediaram o desenvolvimento das células Tregs aloAg-especificas, induzindo tolerancia ao

aloenxerto **.
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4. METODOS

4.1 Amostra

Foram utilizados ratos machos com idade entre 8 a 10 semanas, das linhagens Lewis
(LEW, RT1', receptores), Wistar-Furth (WF, RT1", doadores) e Sprague Dawley (SD,
terceira raca nédo relacionada). Os ratos pesavam entre 200 e 250g e foram adquiridos de
Harlan (Indianopolis, IN). Estas racas apresentavam uma completa incompatibilidade de
complexo principal de histocompatibilidade. Os animais foram mantidos no Biotério
Central da Universidade de Pittsburgh, no Prédio de Ciéncias Biomédicas, seguindo 0s
protocolos aprovados pelo Comité de Cuidados e Uso de Animais Institucionais
(Institutional Animal Care and Use Committee - IACUC) da Universidade de Pittsburgh.

4.2. Procedimentos

Geracao de células dendriticas derivadas de medula 6ssea da raca doadora

Ratos LEW sofreram entanasia com pentobartbital sédico (100mg/Kg) e a medula
6ssea (MO) dos fémurs e tibias foi extraida de modo estéril e preparada para o cultivo de
DC. A populagédo de DC gerada com GM-CSF e IL-4 (DC controle) foi preparada de
acordo com protocolos em camundongos e ratos ja bem estabelecidos *%°% (FEILI-
HARIRI et al., 1999; FEILI-HARIRI, FALKNER e MOREL, 2002; FEILI-HARIRI et al.,
1999; FEILI-HARIRI, FALKNER e MOREL, 2002), com algumas modificacdes no

preparo:
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As células de MO foram cultivadas em placas de 6 pocos, sendo que cada poco
continha 4 ml de solugdo com DC na concentragdo de 1.5x10° células/ml de meio de cultura
RPMI-1640 (Gibco Lab, Grand Island, NY), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino, 2nM de L-glutamina, 0.1mM de aminoacidos ndo essenciais, 1mM de piruvato de
sodio, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, e 5 x 10 de M 2-ME (Gibco
Lab). GM-CSF (1ng/ml) e IL-4 (1ng/ml) eram adicionados ao meio de cultura no dia O.
Metade do meio de cultura foi trocada no dia 4, retirando-se metade do meio e repondo-se
com meio de cultura contendo GM-CSF (1ng/ml) e IL-4 (1ng/ml). Dependendo do
experimento, no dia 7 de cultura as DC controle foram pulsadas com lisado de células de
WF  (doadores), preparado com  esplendcitos lisados pelo método de
congelamento/descongelamento ** (TANER et al., 2005).

No dia 8 de cultura, as células foram colhidas e utilizadas em experimentos
subsequentes.

A populacdo de DC gerada com GM-CSF e rapamicina (DC GM+Rapa) foi
preparada de acordo com protocolo ja bem estabelecido para camundongos ** (TANER et
al., 2005) com algumas modifica¢des no preparo.

As células de MO foram cultivadas em placas de 6 poc¢os, sendo que cada poco
continha 4 ml de solugdo com DC na concentracdo de 1.5x10° cells/ml de meio de cultura
RPMI-1640 (Gibco Lab, Grand Island, NY), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino, 2nM de L-glutamina, 0.1mM de aminoacidos ndo essenciais, 1mM de piruvato de
s6dio, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, e 5 x 10° de M 2-ME (Gibco
Lab). Somente GM-CSF (1ng/ml) foi adicionado ao meio de cultura no dia 0. Metade do
meio de cultura foi trocada no dia 4, retirando-se metade do meio e repondo-se com meio
de cultura contendo GM-CSF (1ng/ml) e rapamicina (10ng/ml). Dependendo do
experimento, no dia 7 de cultura as CD GM+Rapa foram pulsadas com lisado de células de
WF  (doadores), preparado com esplendcitos lisados pelo metodo de

congelamento/descongelamento ** (TANER et al., 2005, vide em Anexos).
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No dia 8 de cultura, as células foram colhidas e utilizadas em experimentos

subsequentes.

Andlise de citometria de fluxo das DC controle e DC GM+Rapa

As DC (2 x 10°/50pl) foram marcadas com uma cor ou duas cores para analise por
citometria de fluxo, utilizando anticorpos conjugados com isotiocianato de fluoresceina
(flurescein isothiocyanate -FITC) ou ficoeritrina (phycoerythrin-PE), anti- CD86, MHC
classe Il (OX6, RT1B), CD40, CD54 (ICAM-I) and CD11lb (Macl), marcador de
macrofago His36 (Serotec, Raleigh, NC), marcador de células T yd (CD3), marcador de
neutrofilo (RP-1) e CD45RA (0OX33, células B), bem como os as imunoglobulinas
isotipicas de controle apropriadas, conjugadas com FITC- ou PE- (todos os anticorpos de
BDPharmingen, San Jose, CA). As DC foram incubadas com os marcadores por 30
minutos, lavadas e fixadas com paraformaldeido a 2%. As amostras foram analisadas com
um citdbmetro de fluxo FACscan (Beckmann-Coulter) e programa de computador para

analise de resultados FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, OR).

Analise da producéo de citocinas pelas DC ativadas com ligantes dos receptores toll-like

As DC controle e DC GM+Rapa a uma concentracdo de 1x10° céls/ml foram
ativadas pelos ligantes do receptor toll-like-4, o lipopolisacarideo (LPS, 10ug/ml), do
receptor toll-like-3, a poliribose inosina:citidila (Poli I:C, 20pg/ml; Sigma) ou do receptor
toll-like-9, a citosina-poli-guanina (CpG, 4pg/ml; DNA Synthesis Facility, University of
Pittsburgh) em placas com 24 pocos por 12, 24 e 36 horas. O sobrenadante foi coletado
nestes tempos determinados, e os niveis de IL-10 e IL-6 foram quantificados por ELISA Kit
OptEIA (BD Pharmingen), enquanto que os niveis de IL12p70 foram medidos por

Biosource kits (Camarillo, CA).
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Reac&o mista de linfocitos

Células T singénicas de receptores Lewis (LEW, 2 x 10°/100ul), obtidas de baco
utilizando colunas de nylon (CN) foram colocadas em triplicata em placas de 96 pocos, de
fundo chato (Costar, Cambridge, MA). Quantidades crescentes de DC controle ou DC
GM+Rapa pulsadas ou ndo pulsadas com aloantigenos, previamente y-irradiadas (20Cy),
foram incubadas com as células T a 37° C em CO, a 10%, pulsadas apds 72 horas com
1uCi/poco de [*H]-timidina por 15 horas adicionais, colhidas e contadas com cintilacéo .

Os dados foram expressos como a media de contagem por minuto (cpm) + 1 DP.

Grupos experimentais e protocolos de tratamento

Foram realizados 41 transplantes de RCuA de WF para Lew, que foram divididos em
sete grupos. A distribuicdo entre os grupos foi feita randomicamente, previamente ao inicio
dos procedimentos. Cada grupo continha cinco a sete animais (Quadro 1). No grupo
controle, os animais ndo receberam tratamento. Os receptores do grupo CsA receberam
ciclosporina (CsA, 10mg/Kg, Novartis, East Hanover, NJ) por via intraperitoneal logo apés
ao transplante (dia 0) até 20 ap6s o mesmo. No grupo SAL+CsA, os ratos Lew receberam
soro anti-linfocitario (SAL) nos dias -4 e +1, em adicdo a CsA. Os ratos nos grupos +DC
controle, +DCp controle e +DCp GM+Rapa receberam SAL e CsA em adi¢do as injecGes
intravenosas das respectivas DC (5 a 7x10° células) nos dias 7 e 14 ap6s o transplante.
Finalmente, os animais do grupo +MO receberam SAL nos dias -4, 1 e 5 e células derivadas

de MO de doador (150x10° células) endovenosamente nos dias 0 e 7.



Quadro 1. Distribuicdo dos 41 ratos receptores segundo o grupo experimental
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Injecdo de células

Ndmero
Grupo experimental CsA?  SALP Dia0 Dia7 Dia 14
de ratos
1 Controle 8 Né&o Né&o - - -
2 CsA 6 Sim Né&o - - -
3 SAL+CsA 5 Sim Sim - - -
4  +DC controle 5 Sim  Sim - DC controle DC controle
5  +DCp controle 5 Sim  Sim - DCp controle * DCp controle *
6 +MO 6 Sim Sim'  MOdedoador MO de doador® -
7 +DCp GM+Rapa 6 Sim  Sim - DCp GM+Rapa® DCp GM+Rapa®

() Foi administrada ciclosporina (CsA, 10mg/Kg) intraperitonealmente, do dia 0 a 20, relativos ao transplante.

() Soro anti-linfocitério (SAL, 0.5 ml) foi injetado intraperitonealmente nos dias -4 e 1, relativos ao transplante.

(©) 7x10° DC controle foram injetadas pela veia peniana.

(%) 7x10° DCp controle foram injetadas pela veia peniana.

(®) 5x10° DCp GM+Rapa foram injetadas pela veia peniana.

(") SAL foi admnistrado nos dias -4,1 e 5.

(%) 150x10° células de medula 6ssea (MO) derivadas da raca doadora Wistar Furth foram injetadas na veia peniana.
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Transplante de retalho cutaneo epigastrico alégeno

A indugdo anestésica dos animais receptores e doador foi realizada com
pentobarbital sodico (40mg/Kg) intra-peritoneal no quadrante inferior esquerdo do abdome.
Apos a inducdo anestésica, realizou-se tricotomia dos membros inferiores e abdome, sendo
o animal fixado a uma plataforma em decubito dorsal, através de bandas de elastico que
eram colocadas ao redor das patas do animal e presas a plataforma. Para a anti-sepsia era
utilizada solucdo de poli-vinil-pirrolidona-iodo (PVPI). O nivel anestésico foi monitorizado
através de observacdo clinica de sinais vitais (freqiiéncia cardiaca e respiratoria), além da
avaliacdo da percepcdo de dor através do teste de pincamento de pata (animal respondia
com reflexo de flex&o de pata se sentisse dor).

Todos os ratos foram previamente identificados e os seus dados (peso, linhagem,
data de nascimento, origem) anotados rigorosamente.

Os transplantes de RCuA foram realizados como previamente descrito por Strauch e
Murray ®° (vide Anexo), com modificagdes na técnica de anastomose microcir(rgia, para
melhorar a paténcia.

A técnica empregada neste estudo foi uma modificagdo da técnica de Strauch e
recebeu o nome de técnica “flow-through” simplificada.

Nesta técnica, as marcacdes e disseccdo dos retalhos epigastricos no rato doador
foram realizadas conforme a técnica descrita por Strauch. No entanto, a disseccdo do
pediculo foi realizada de forma diferente: a veia femoral era ligada 2 milimetros (mm) apds

a origem da veia epigastrica e seccionada distalmente a esta ligadura (Figura 1).
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Figura 1: Técnica “flow-through” simplificada para o
retalho epigéastrico de Strauch e Murray. Preparo do pe-
diculo no rato doador. IL: ligamento inguinal, DFA: ar-
téria femoral do doador, DFV: veia femoral do doador,
PB: ramo profundo.

A artéria foi seccionada a 0.5cm distalmente a emergéncia da artéria epigastrica,
deixando assim comprimento suficiente para a anastomose distal. A artéria e veia femoral
foram seccionadas proximalmente aos seus respectivos ramos profundos (Figura 2). A
artéria foi irrigada com 3ml de solucéo de Ringer lactato a 4° C para drenar 0 sangue para

fora do retalho.
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Figura 2: Preparo do pediculo do receptor. IL: ligamento ingui-
nal, RFA: artéria femoral do receptor, RFV: veia femoral do rece-
ptor, PB: ramo profundo, SC: clamp simples

Nos ratos receptores, 0s vasos epigastricos foram seccionados e o retalho do receptor
foi descartado. Os vasos femorais foram dissecados e seguindo a técnica de Acland ®*, um
clamp vascular simples foi posicionado na artéria femoral, distalmente ao coto dos vasos
epigastricos. Outro clamp foi colocado na artéria femoral junto ao ligamento inguinal
(Figura 2). Estes clamps simples preveniram o influxo arterial enquanto as duas
anastomoses arteriais requeridas nesta técnica eram realizadas. O retalho do doador foi
entdo suturado ao leito receptor através de pontos simples de nailon 4-0 nos cantos
superiores do retalho a pele do receptor.

Duas anastomoses arteriais foram realizadas, sendo que a primeira foi a que estava
localizada a direita do cirurgido e a segunda, a localizada a esquerda, seguindo a técnica de
Acland para interposicdo de enxertos venosos °* (ACLAND, 1989).

Um clamp ajustavel de Acland foi utilizado para aproximar as artérias e veias

femorais do doador e do receptor (Figura 3).
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Figura 3: Preparo para realizagdo da 12 anastomose arterial da re-
gido inguinal direita. DFA: artéria femoral do doador, DFV: veia
femoral do doador, RFV: veia femoral do receptor.

Os vasos eram dilatados com pingas microcirargicas e irrigadas com solucdo salina
heparinizada (100u/ml) e as anastomoses eram completadas com 6-7 pontos simples de

nailon 10-0. A segunda anastomose arterial era realizada da mesma maneira. (Figura 4).
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Figura 4. Segunda anastomose arterial no receptor
segundo a técnica “flow-through” simplificada

Apos o término das duas anastomoses, a veia do doador foi anastomosada a veia do
receptor sem a retirada dos clamps simples arteriais (Figura 5), utilizando 9 a 10 pontos

simples com nailon 10-0.
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Figura 5. Anastomose venosa no receptor
segundo a técnica “‘flow-through” simplificada

Lidocaina a 10% foi colocada nos vasos por dois minutos, e foi retirada através de
irrigagdo com solucdo fisiologica heparinizada. O clamp venoso foi retirado primeiro,
seguido pelo clamp simples arterial distal e depois o proximal. O aspecto final dos vasos

esta ilustrado nas figuras 6 e 7. A paténcia foi avaliada e o retalho foi suturado a pele do

leito receptor utilizando pontos simples com néilon 4-0.
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Figura 6: Desenho ilustrando o aspecto final do pediculo do retalho
epigastrico preparado com a técnica “flow-through ” simplificada.
Presenca de duas anastomoses arteriais e uma venosa.
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Figura 7: Aspecto final das anastomoses microcirargicas empregadas na técnica “flow-
through” simplificada, visto com aumento de 25x através de microscopio. VFD: veia
femoral do doador, VFR: veia femoral do receptor, AFD: artéria femoral do doador, AFR:
artéria femoral do receptor, VEp: vasos epigastricos.

Néo foram administradas drogas anti-coagulantes ou antibioticos no periodo peri-
operatorio. Os animais receberam buprenorfina para analgesia ap6s o procedimento
(0.1mg/Kg de 12/12 horas no 1° e 2° dia pos operatorio).

Apbs o procedimento cirdrgico, os ratos foram mantidos sob lampadas de

aquecimento até recobrarem-se da anestesia e poderem deambular.
Avaliacdo pos-operatoria dos retalhos e deteccdo de quimerismo sistémico
Os animais foram inspecionados diariamente para avaliar complicacdes pos-

operatorias e sinais clinicos de rejeicdo. A rejeicdo de pele foi caracterizada por estudos

prévios como sendo um processo que ocorre em uma sequéncia reprodutivel de eritema,
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edema, epidermélise, descamacdo, exsudacdo, formacdo de escara e mumificacdo °* .

Portanto, o dia da rejeicdo foi estabelecido quando era observado o primeiro sinal de
progressdo de epidermolise para descamacdo. Biopsias de pele do RCuA foram retiradas
sob anestesia e técnica asseptica nos dias 21, 50, 100 e 150 ap6s o transplante ou no
primeiro dia em que a rejeicdo era constatada. As pecas foram fixadas em formol a 20% e
coradas com hematoxilina e eosina pelo laboratorio de patologia do Thomas E. Starzl
Institute. O sistema de classificacdo histopatoldgica de rejeicdo utilizado foi o descrito por

Buttemeyer et al *® (Quadro I1).

QUADRO 2- Classificacao histologica de Buttemeyer para rejeicdo cutanea em transplantes de
retalhos compostos alégenos.

Grau Achados histopatoldgicos

I Vacuolizacdo de células basais, queratindcitos mortos e infiltrados de células
mononucleares na derme superior, frequentemente estendendo-se para a derme e
alteracdes precoces da epiderme.

] Aumento da vacuolizacdo de células basais, levando a formacéo de bolhas

1l Necrose da epiderme com graus variaveis de infiltracdo celular e vasculite

Os ratos que apresentavam rejeicdo avancada do RCuA sofreram eutanasia com
pentobarbital sédico a 100mg/Kg.

No grupo +MO, com o propésito de detectar quimerismo sistémico, amostras de
sangue foram coletadas da veia do rabo no 30° PO e enriquecidas para células
mononucleares utilizando-se a separacdo por Ficoll (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, Inglaterra)®® (BOYUM, 1968). As células (4x10°) foram marcadas com

anticorpo monoclonal anti-CD45.2 (BD Pharmingen), que especificamente detecta células
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derivadas de doador WF (racas RT7.2) e analisadas por citometria de fluxo. Neste grupo
+MO, os ratos sofriam eutandsia se apresentassem sinais graves de doenca do enxerto
versus hospedeiro (perda de peso maior do que 20% do peso inicial, sangramento pelas

mucosas e pele, diminuicéo de atividade e fragueza persistente).

Andlise da responsividade das células T dos receptores aos antigenos de doadores

Nos 30° 50° e 100° PO, as células T foram isoladas de sangue periférico com
gradiente de Ficoll (Amersham Biosciences) e 1x10° células foram incubadas com 2x10°
células apresentadoras de antigenos derivadas de baco de doador ou terceira raga nao
relacionada, a 37° C em CO, a 10% por 4 dias. Células T dos receptores (2x10°) também
foram incubadas por 2 dias em placas com fundo coberto com anticorpo anti-TCR
(10ug/ml, BD Pharmingen). Apos incubacdo, os niveis de IL-10 e IFN-y secretadas nos

sobrenadantes pelas células T foram analisadas por ELISA utilizando-se kits comerciais.

Enxertia de pele parcial para teste de tolerancia nos receptores com sobrevida

prolongada

Os receptores com sobrevida prolongada dos RCuA (>100dias), receberam enxertos
de pele parcial provenientes de doador (WF) e terceira raca ndo relacionada (SD) em seu
dorso no 150° PO. Para isso, os enxertos com medidas de 2x2 cm eram coletados com
técnica asséptica do rabo de ratos WF e SD ap0s a anestesia dos mesmos. Os ratos
receptores foram anestesiados com pentobarbital sodico (40mg/Kg) e fixados a uma
plataforma atraves de bandas de eléstico ao redor das patas. Foi realizada a tricotomia e
antissepsia com PVPI nos dois leitos receptores, situados no térax posterior, um a direita e
outro a esquerda da linha média, ambos a 0.5cm do angulo inferior da escapula e a 0.5cm

da espinha dorsal. Por convencao, a pele de raca doadora era enxertada do lado direito e de
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raca ndo relacionada, do lado esquerdo. O curativo oclusivo era realizado em camadas ao
redor do torax, sendo a primeira constituida por rayon, seguida de gazes, faixa crepe e
esparadrapo. O curativo foi aberto para inspecdo do enxerto apos 7 dias, ap0s 0 que 0S

enxertos foram avaliados diariamente quanto a sinais de rejeicéo.

Analise histopatoldgica de pele de RCuA, linfonodos e bago por método de

imunofluorescéncia

Amostras de pele virgem (sem tratamento ou manipulagdo cirdrgica), de linfonodo
do retalho cutdneo epigastrico aldégeno, de linfonodo inguinal dos receptores e baco foram
coletados dos receptores (n=2) cujos retalhos apresentaram sobrevida prolongada, do grupo
DCp GM+Rapa, no 180° PO. Estas amostras também foram coletadas de ratos sem
tratamento do grupo controle, cujos retalhos foram rejeitados no 7° PO (n=2) e de ratos nédo
operados, sem tratamento (n=2). Os tecidos foram coletados e congelados em meio OCT —
Tissue-Tek (Miles Laboratories, Elkart,IN). Duas laminas crioseccionadas (10um) de cada
amostra foram fixadas com paraformaldeido a 4%, tratadas com soro de cabra a 5% (v/v) e
com o kit para bloqueio de avidina e biotina (Vector Laboratories, Burlingame, CA) e
foram incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado anti-Foxp3 (eBioscience, San
Diego, CA) e anticorpo monoclonal purificado camundongo anti- CD4 e CD8 de rato (BD
Pharmingen) por 24 horas. Entdo, as laminas foram incubadas com estreptavidina
conjugada com Alexa Fluor 564 e anticorpo monoclonal cabra anti-camundongo conjugado
com Alexa Fluor 488 (ambos os anticorpos da Invitrogen). O marcador DAPI (Molecular
Probes, Eugene,OR) foi usado para corar os nucleos celulares. As laminas foram fixadas
com paraformaldeido a 4 % e montadas com glicerol e PBS. Fotografias das laminas foram
tiradas com um microscopio confocal FluoView 1000 (Olympus) com aumento de 20-40x
na lente objetiva; 0-10x de aumento digital. As imagens foram analisadas com os

programas de computador MetaMorph Imaging System (Universal Imaging Corporation) e
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Adobe Photoshop (Adobe). Para comparar as densidades de celulas, 2 areas de cada sec¢édo
foram escolhidas ao acaso, totalizando 4 é&reas por grupo. Estas areas foram
sistematicamente examinadas por um Unico pesquisador, que ndo sabia as identificacdes das
laminas. Foi estudada a porcentagem relativa de células Foxp3+CD4+ / células CD4+, para
que a presenca das células Foxp3+CD4+ nas diferentes imagens pudesse ser padronizada e

as imagens comparadas.

Deteccao e quantificacdo por citometria de fluxo de células Foxp3+CD4+ no baco

Os bagos de receptores cujos RCuA apresentaram sobrevida prolongada do grupo
DCp GM+Rapa foram coletados no 180° PO, assim como o0 bagcos de animais sem
tratamento que rejeitaram o bacos no 7° PO do transplante e os de animais néo
transplantados, sem tratamento (n=2 por grupo). Os bacos foram processados e células T
foram obtidas com filtragem por colunas de nylon. Um milhdo de células T foram
duplamente coradas com anticorpo anti-Foxp3 conjugado com PE e anti-CD4 conjugado
com ficoeritrina-Cy5 (Cy5) e anti-Foxp3 conjugado com Cy5 (eBioscience e BD

Pharmingen).

Analise estatistica

As amostras e testes foram calculados pelo programa de computador Prism Software
for Windows. A média dos grupos e os desvios padrBes foram calculados. Teste T de
Student ndo pareado, teste F, teste de ANOVA e a curva de sobrevida de Kaplan-Meier
foram empregados para avaliar a as diferencas entre 0S grupos experimentais em

distribuicdo normal, que foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0.05.
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Resultados
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5. RESULTADOS

As DC GM+Rapa exibem menor expressao de MHC 11 e de CD40 do que as DC controle

A figura 8A ilustra os histogramas que representam o fendétipo das DC GM+Rapa. A
pureza das populacdes de DC cultivadas in vitro variou de 85 a 88%, resultado baseado na
coloracdo fraca ou ausente de marcadores para His36 (macréfagos), CD3 (células T),
CD45R (células B) e RP-1 (granuldcitos), combinados com MHC Il (Figura 8B). A analise
de seis experimentos (ou seja, seis populagdes de DC GM+Rapa preparadas separadamente)
revelou que, tanto as DC controle como as DC GM+Rapa apresentaram expressao de
CD11b e de CD54, as DC GM+Rapa expressaram niveis menores de MHC Il (*p<0.05) e
de CD40 (1p<0.05) quando comparadas as DC controle (Figura 9A). Ambas as populagdes
de DC expressaram niveis menores da molécula co-estimulatéria CD86 (marcador de
maturidade de DC).
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Figura 8. (A) Analise por citometria de fluxo do fenétipo de DC geradas com granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor e rapamicina; (B) Pureza da suspenséo celular obtida de
cultura de células dendriticas geradas com granulocyte-macrophage colony-stimulating factor e
rapamicina (85-88%). A analise foi baseada na coloracdo fraca ou ausente de marcadores para
His36 (macrofagos), CD3 (células T), CD45R (células B) e RP-1 (granulécitos), combinados com
MHC I1. O gréfico é representativo de 3 experimentos.
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Figura 9. (A) O grafico a esquerda ilustra a média e desvio padréo das porcentagens de celulas das
DC controle e das DC GM+Rapa (6 experimentos por populacdo) que foram marcadas com os
anticorpos indicados acima, analisados com citometria de fluxo. MHC 1l (*p<0,05) e CD40
(1p<0,05), em relagdo as DC controle. (B) O grafico a direita mostra a média e desvio padrdo das
porcentagens de DC das populagdes controle e GM+Rapa ativadas por 24 horas com LPS (2
experimentos por populacdo) que foram marcadas com os anticorpos indicados acima. CD40
(*p<0,05), em relacdo as DC controle.

As DC GM+Rapa produzem baixos niveis de citocinas pré-inflamatérias a ativacdo com

ligantes de TLR e exibem baixa capacidade de estimular as células T in vitro.

Em geral, ap0s a ativacdo, as DC GM+Rapa expressaram niveis menores de MHC 11,
CD40 e CD86 quando comparadas as DC controle, apesar de que somente as diferencas
dos niveis de expressdo da molecula CD40 foram estatisticamente significantes (p<0.05)

(Figura 9 B).
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Para comparar a producdo de citocinas pelas DC controle e pelas DC GM+Rapa,
inicialmente analisou-se o padréo de secrecdo de citocina pelas DC controle. O intervalo de
tempo Otimo para comparacdo entre as populacdes foi determinado apds a analise dos
sobrenadantes 12, 24 e 26 horas apdés o estimulo dos TLR das DC controle. Os dados
mostraram que o ritmo de secrecdo de citocinas (IL-6 e IL-10) n&o variaram
significantemente ao longo do tempo (n=3; dados néo ilustrados). Portanto, optou-se por
comparar 0s niveis de citocinas 24 horas apés o estimulo inicial. Os dados revelaram que as
DC GM+Rapa ativadas com LPS (n=4) produziram niveis de IL-10 (*p=0.001) e de IL-6
(1p<0.05) significantemente menores do que as DC controle (n=3) (Figura 10). Ambas as
populacdes produziram niveis minimos de IL12p70 (< que 7.8 pg/ml, nivel minimo
detectavel). Ndo foi detectada nenhuma citocina em sobrenadantes de DC cultivadas em

meio sem substéncias ativadoras de TLR.
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Figura 10. Os graficos ilustram que as DC GM+Rapa produzem baixos niveis de citocinas
pré e anti-inflamatéria 24 horas apds a estimulacdo de TLR. Os dados representam as
médias e os desvios padrbes de 3 experimentos independentes. A diferenca foi
estatisticamente significante quando foram comparados os niveis de IL-10 (*p<0.001) e IL-
6 (Tp<0.05) produzidos pelas populagdes 24 horas apos o estimulo com LPS
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Apesar das duas populacGes exibirem baixa capacidade estimulatoria de células T, as
DC GM+Rapa evocaram uma resposta proliferativa das células T significantemente menor,
quando comparada as DC controle (ndo pulsadas) (*p<0.001) ou DC controle pulsadas com
aloAg (DCp) (1p<0,001) (Figura 11). Pulsos com aloAg nédo afetaram significantemente o
perfil estimulatério das populagdes de DC.
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Figura 11. O grafico ilustra que as DC GM+Rapa exibem menos capacidade para estimular
a proliferacdo de linfocitos T in vitro, quando comparadas as DC controle. Os dados
representam 3 experimentos. As diferencas das curvas de proliferacdo de células T
estimuladas pelas DC GM+Rapa foram comparadas com as das estimuladas pelas DC
controle (*p<0.001). A capacidade estimulatoria das DC GM+Rapa pulsadas com Aloag
também foram comparadas com a das DC controle pulsadas (DCp controle) e a diferenca
entre as curvas de proliferacdo de linfécitos T também foi estatisticamente significante
(1p<0.001)
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Protocolos de tratamento envolvendo as DC GM+Rapa pulsadas com aloantigenos

promovem sobrevida prolongada de retalhos cutaneos alégenos.

Tentativas iniciais de realizar o procedimento de transplante de retalhos cutaneos
epigastricos aldgenos microcirargicos empregando a técnica de Strauch falharam em obter
paténcia de anastomoses, resultando em tromboses de retalhos. As modificacGes
microcirdrgicas desenvolvidas neste estudo possibilitaram paténcia de 100% dos casos, em
contraste com a técnica de Strauch, que resultou em paténcia em apenas 24% das
anastomoses de retalhos realizadas com esta técnica (Quadro 2).

A avaliacdo pds-operatéria mostrou que sem tratamento, os RCuA foram rejeitados
dentro de 8 dias (Quadro 1 e 3, figura 12). A monoterapia com CsA por 21 dias levou a
rejeicdo do retalho em 27 a 45 dias. A adicdo de 2 doses de SAL néo alterou
significantemente a sobrevida dos retalhos aldégenos, quando comparada a sobrevida do

grupo que recebeu apenas CsA.
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Figura 12. Sobrevida dos retalhos epigastricos cutaneos alégenos microcirdrgicos apos emprego
dos diferentes protocolos de tratamento. CsA: receptores tratados com ciclosporina (10mg/Kg)
intraperitonealmente, do dia 0 a 20, relativos ao transplante. CsA+SAL.: receptores tratados como o
grupo CsA, além de soro anti-linfocitario (SAL, 0.5 ml) intraperitonealmente nos dias -4 e 1,
relativos ao transplante. +DC Controle: receptores tratados como o grupo CsA+SAL, além de
7x10° de DC controle, injetadas pela veia peniana. +DCp Controle: receptores tratados como 0
grupo CsA+SAL , além de 7x10° de células dendriticas DCp controle. +MO: receptores tratados
como o grupo CsA, além de SAL administrado nos dias -4,1 e 5 e 150x10° células de medula
0ssea (MO) derivadas da raca doadora Wistar Furth injetadas na veia peniana. +DCp GM+Rapa:
receptores tratados como o grupo CsA+SAL, além de 5x10° de células dendriticas DCp GM+Rapa
injetadas pela veia peniana. O teste estatistico foi 0 de Log Rank, qui quadrado: grupo controle sem
tratamento comparado aos grupos restantes (2-7) (#p<0.05); grupo 6 comparado ao grupo 3
(*p<0.01); grupo 6 comparado ao grupo 4 (**p<0.001); grupo 6 comparado ao grupo 5 (7p<0.05);
grupo 6 comparado ao grupo 7 (71p<0.05); grupo 7 comparado ao grupo 4 (##p<0.001).



54

QUADRO 3. Sobrevida dos retalhos nos grupos com diferentes protocolos.

Grupo Sobrevida do retalho (dias) Tempo médio de sobrevida (dias)

1. Controle sem tratamento 7,7,7,7,8,8,8 T#

2. CsA (10mg/Kg, d 0-20)  27,28,32,34,34,45 33

3. ALS (d-4,1) +CsA 32,32,33,36,36 33

4. +DC Controle (d7, 14) 34,34,34,36,36 34

5. +DCp Controle (d7,14)  31,35,38,44,61 38

6. +DCp GM+Rapa (d7,14) 43,45,45,>180,>180, >180  >113* ** { {7

7. +MO (d 0,7) 37,38,38,40,50,55 39#

O teste estatistico foi 0 de Log Rank, qui quadrado: grupo controle sem tratamento comparado aos
grupos restantes (2-7) (#p<0.05); grupo 6 comparado ao grupo 3 (*p<0.01); grupo 6 comparado ao
grupo 4 (**p<0.001); grupo 6 comparado ao grupo 5 (Tp<0.05); grupo 6 comparado ao grupo 7
(11p<0.05); grupo 7 comparado ao grupo 4 (##p<0.001).

A complementacdo da CsA e SAL com 2 doses de DC controle também falhou em
prolongar a sobrevida, quando comparada a do grupo CsA+SAL. As DC controle pulsadas
com aloantigenos (2 doses) infundidas com CsA e SAL promoveram aumento da sobrevida
dos retalhos, quando comparada a do grupo CsA+SAL, entretanto esta diferenca ndo foi
estatisticamente significativa.

A administracdo de duas doses de MO de doador associadas a Csa e SAL, houve
aumento significativo da sobrevida do retalho quando comparado ao grupo CsA (p=0.03),
CsA+SAL (p=0.03) e +DC controle (p=0.0009). A administracdo de DC GM+Rapa
pulsadas com aloantigeno, combinada com CsA e SAL resultaram em um aumento de
sobrevida sem tratamento imunossupressor continuo inédito na literatura (>180 dias) de
50% dos RCuA deste grupo, que mantiveram arquitetura histolégica normal preservada
(Figura 11), em contraste com necrose epidérmica e intensa infiltracdo de células
inflamatorias observadas nos retalhos rejeitados. A sobrevida aumentada deste grupo foi
estatisticamente significante quando comparada a todos os outros grupos. O teste Log Rank

mostrou sobrevida significantemente elevada dos retalhos alégenos do grupo +DCp
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GM+Rapa quando comparado a todos os outros grupos (p=0.0064 quando o grupo +DCp
GM+Rapa foi comparado ao grupo Csa+SAL; p=0.0009 comparado ao grupo +DC
controle, p=0.0285 comparado ao grupo +DCp Controle; p=0.0418 comparado ao grupo
+MO). A sobrevida do grupo +MO foi significativamente maior do que a do grupo +DC
controle (p=0.0009) e do que a do grupo CsA+SAL (p=0.03) (Figura 9).

Os receptores do grupo +MO mostraram niveis variados de quimerismo no 30° PO,
variando de 2.9 a 64.3% de células T de doador circulantes. Quatro de seis ratos rejeitaram
0 RCuA 38 a 55 dias apds o transplante. Dois ratos apresentaram niveis moderados de
quimerismo (27.8 e 38.4%) e morreram de doenga do enxerto versus hospedeiro (DEVH)
no 37° e 38° PO. A partir destes resultados, ndo foi observada uma correlagdo entre os
niveis de quimerismo e sobrevida do RCuA, apesar de que a DEVH ocorreu quando o0s

niveis de quimerismo estavam moderados.

As DC GM+Rapa pulsadas com aloantigenos induzem baixa proliferacdo de

células T periféricas ao estimulo com antigeno doador-especifico

A estimulacio com CAA de doador no 30° PO, as células mieldides de sangue
periférico (CMSP) dos receptores que receberam DC controle (ndo pulsada) ou MO
produziram niveis de IFN-y e de IL-10 significantemente maiores do que o0s animais que
receberam DC controle pulsada ou DCp GM+Rapa (p<0.05) (Figura 13, graficos da
esquerda). No 30° PO, as CMSP do grupo DCp controle produziram IFN-y e IL-10 quando
esimulados com CAA de terceira raca ndo relacionada, porém mantiveram-se
hiporresponsivos as CAA de doador (p<0.05; comparado com os grupos +DCp controle e +
MO) (Figura 13). Ja as CMSP do grupo +DCp GM+Rapa nado responderam a estimulacédo
com CAA de raca doadora ou de terceira raca ndo relacionada (Figura 13). No entanto,

guando as CMSP de ratos tratados com DCp GM+Rapa foram estimuladas com CAA de



50001

4000 1

IFN-y (pg/ml)

10001

0

1000 1

8001

IL-10 (pg/ml)

30001

2000+

56

raca ndo relacionada, as mesmas produziram niveis de IFN-y (p=0.01) e IL-10 (p<0.001)

significantemente maiores do que os niveis produzidos no 30° PO; porém estas CMSP

600 1

4004

permaneceram  hiporresponsivas a CAA de raca doadora, demonstrando
hiporresponsividade doador-especifica (Figura 13).
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Figura 13. Producéo de citocinas pro e anti-inflamatoria (IFN-ye I1L-10) pelas células mieldides de
sangue periférico (CMSP) de receptores tratados com DC controle, DC controle pulsadas com
aloantigenos (DCp Controle), medula 6ssea (MO) e DC GM+Rapa pulsadas com aloantigenos
(DCp GM+Rapa), nos 30°,100° e 150° dia pos transplante. As DCp GM+Rapa induziram as CMSP
dos animais receptores a manterem baixa responsividade doador-especifica por periodo prolongado

(>150dias).
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Enxertos de pele derivados de doadores sobreviveram por mais tempo do que 0s enxertos
derivados de terceira raca ndo relacionada quando transferidos aos animais cujo retalho

apresentou sobrevida prolongada no grupo +DCp GM+Rapa

Para testar a tolerancia especifica a doador in vivo, 0s ratos com RcuA com
sobrevida maior do que 100 dias (n=3) receberam enxertos de pele parcial derivados de raca
doadora (WF) e de uma terceira raga ndo relacionada (SD) no 150° PO. Os enxertos de pele
provenientes de doador sobreviveram por mais tempo (n=3; 12+2 dias; p=0.01) do que os
derivados de uma terceira raca (n=3; media de 7 + 0 dias), sendo que a observacéo clinica
de rejeicdo foi confirmada por bidpsia (grau I11).

Os tecidos linféides e os retalhos cutéaneos alégenos com sobrevida prolongada do grupo

+DCp GM+Rapa séo intensamente povoados por células T Foxp3+CD4+

A analise histopatoldgica de tecidos corados por técnica de imunofluorescéncia para
deteccdo de moléculas CD4 e Foxp3 mostrou células T Foxp3+CD4+ infiltradas nos RCuA

tolerizados, mas ndo em retalhos normais ou rejeitados (Figura 14).
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Figura 14. Cortes histoldgicos ilustrando as camadas da pele de rato de raca receptora sem
tratamento, de retalhos epigastricos cutaneos alégenos microcirargicos do grupo controle durante a
rejeicdo e do grupo +DCp GM+Rapa no 180° dia apos o transplante. As figuras da coluna esquerda
sdo de amostras de pele coradas com hematoxilina e eosina. No 150° PO, os retalhos cutaneos
alogenos do grupo +DCp GM+Rapa apresentavam estrutura normal. As figuras da coluna direita
foram coradas com técnica de imunofluorescéncia. As células T Foxp3+(vermelho) CD4+ (verde)
(Tregs, em detalhe na figura inferior da coluna direita) estdo presentes somente nos retalhos de
sobrevida prolongada (>180 dias) do grupo +DCp GM+Rapa. Aumento original x 200 (H&E) e x
400 (IF); n=2 ratos por grupo, 2 se¢des por rato.

Nos LNs, as células Tregs estavam mais concentradas nas areas de células T e foram

encontradas em quantidades significantemente maiores nos LN de retalhos cutaneos
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epigastricos alogenos (LN de drenagem, originario do doador), quando comparados aos LN
retirados de retalhos cutaneos epigastricos aldgenos rejeitados (n=2,*p=0.025) ou LN
inguinais de ratos da raga receptora, ndo manipulados ou operados (n=2, p=0.024). Apesar
da frequencia das células T CD4+Foxp3+ no LN inguinal contralateral ao retalho ser maior
do que no LN retirado de retalhos cutaneos alégenos rejeitados ou de LN controle, estes

valores ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante (figura 15 e 16).
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Figura 15. Andlise imunofluorescente de células T Foxp3+CD4+ nos linfonodos inguinais. A expressao
do marcador é marcadamente mais forte no linfonodo de drenagem dos retalhos com sobrevida
prolongada do grupo +DCp GM+Rapa. Aumento original, x 200; n=2 ratos por grupo, 2 sec¢6es por rato.
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Figura 16. Quantificacdo de células coradas nas seccGes de linfonodo tratadas com técnica
imunofluorescente. Os dados exibidos representam médias em %=zdesvio padrdo de células T
CD4+Foxp3+. A diferenca de médias entre linfonodos de retalhos de sobrevida prolongada e
linfonodos de retalhos rejeitados foi estatisticamente significante (*p=0.025); bem como a
diferenga entre os primeiros e linfonodos normais (7p=0.05).

Nas laminas de tecido esplénico, a maioria dos Tregs estavam localizados na bainha
linfatica periarterial (PALS, area de células T) e os receptores de retalhos com sobrevida
prolongada também apresentaram maiores quantidades de Tregs, comparado aos receptores
que rejeitaram os retalhos e ratos virgens de procedimentos ou tratamento (p<0.001 para
ambas as comparac0es; figuras 17 A, 17 B e 18).

A analise por citometria de fluxo das células T purificadas com colunas de nailon
tambeém mostraram uma expressédo significantemente maior de Foxp3 em bagos de animais
tolerizados do que em animais que rejeitaram o retalho ou de ratos virgens de tratamento ou

procedimento (*, §, p<0.05 para ambos; Figura 17 A).
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Figura 17 A. Gréafico representativo ilustrando a expresséo de Foxp3 e CD4 a citometria de
fluxo em células T purificadas com malha de nailon (nylon wool), de ratos virgens de
tratamento e sem transplante, ratos que ndo receberam tratamento, porém foram
transplantados (grupo controle, 7° dia PO) e de ratos receptores de alotransplantes com
sobrevida prolongada, pertencentes ao grupo +DCp GM+Rapa. Os ndmeros nos cantos
superiores indicam a porcentagem de células e DP em cada, n=2 ratos por grupo. B. Cortes
histélogicos com técnica imunofluorescente para corar células T Foxp3+CD4+ de baco de
ratos virgens de tratamento e sem transplante, ratos que ndo receberam tratamento, porém
foram transplantados (grupo controle, 7° dia PO) e de ratos receptores de alotransplantes
com sobrevida prolongada, pertencentes ao grupo +DCp GM+Rapa. Os bagos dos ratos que
apresentaram retalhos com sobrevida prolongada mostraram maior expressdo de Foxp3
(vermelho) e CD4 (verde) (em detalhe na 32 figura da 32 linha). Aumento original x 200;
n=2 ratos por grupo, 2 sec¢des por rato.
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Figura 18. Quantificacdo de células coradas nas secg¢des de baco tratadas com técnica
imunofluorescente. Os dados exibidos representam médias em %=desvio padrdo de células T
CD4+Foxp3+. A diferenca de meédias entre bacos de receptores de retalhos de sobrevida
prolongada (>180d) e de receptores de retalhos rejeitados foi estatisticamente significante
(*p<0.01); bem como a diferenga entre cortes esplénicos de ratos ndo manipulados (1p<0.01).
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6. DISCUSSAO

Milhares de pacientes com membros amputados e com grave perda de tecidos moles
beneficiariam-se de reconstrugcdes com RCUA se a barreira imposta pelos episddios de
rejeicdo aguda e toxicidade de drogas imunossupressoras pudesse ser ultrapassada.
13515486466 (FERREIRA, 1994; FERREIRA, ANDREWS JDE e LAREDO FILHO, 1995;
PETIT et al.,, 2002; KANITAKIS et al., 2003; ANDREW LEE e NGUYEN, 2005;
CENDALES et al., 2005; LANZETTA et al., 2005; DEVAUCHELLE et al., 2006).

A alta capacidade da pele de desencadear respostas imunoldgicas representa um
grande obstaculo ao transplante de tecidos compostos. A analise da relacdo do padréo de
secre¢do de citocinas Th1/Th2 em componentes de retalhos compostos alégenos rejeitados
por camundongo receptor evidencia o fato de que a pele é o tecido mais imunogénico, ja
gue a mesma induziu uma maior resposta Thl, caracteristica de episddios de rejeicdo
aguda®” (TUNG et al., 2005). Muitos estudos tém focado na inducéo de tolerancia a
aloenxertos de pele "% (IWAKOSHI et al., 2001; ETO M et al., 2002). No entanto, estas
investigagdes empregaram enxertos de pele, ou seja, pele ndo vascularizada e de espessura
total, que sdo mais susceptiveis a injaria isquémica, enquanto que as respostas imunoldgicas
a retalhos cutaneos alogenos raramente tém sido examinados. Retalhos cutaneos alégenos
induzem reatividade imunologica imediatamente ap0s a anastomose de vasos sanguineos e
restauracdo de suprimentos sanguineos. Estes retalhos tendem a se comportar como
transplantes vascularizados, nos quais os aloantigenos sdo rapidamente levados aos
linfonodos de drenagem, onde se d4 inicio a ativacéo das células T e rejeicdo do enxerto™
(OCHANDO et al., 2006). O presente estudo é o primeiro a demonstrar que as terapias

baseadas em DC mielbides (DC GM+Rapa) podem promover sobrevida prolongada (>180
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dias) de retalhos e que a sobrevida destes retalhos podem ser prolongada indefinidamente
através da administracdo destas células no periodo po6s operatdrio tardio.

Até o momento, a literatura ndo demonstrou ser possivel a prevencao de rejeicdo
aguda em RCuA utilizando-se terapias celulares e uso transitério de drogas
imunossupressoras. Entretanto, varios protocolos experimentais imunomodulatérios
envolvendo DC tem sido bem sucedidos no aumento da sobrevida de 6rgédos alégenos para
acima de 100 dias *##®71 (BESCHORNER, TUTSCHKA e SANTOS, 1982;
GARROVILLO, ALI e OLUWOLE, 1999; LUTZ et al., 2000; GARROVILLO et al.,
2001b; PECHE et al., 2005; TANER et al., 2005; LAN et al., 2006; OCHANDO et al.,
2006; PECHE et al., 2006).

DC geradas com GM-CSF e IL-4 sdo sempre lembradas como DC imunogénicas ou
“classicas” ?** (LUTZ et al., 2000; TANER et al., 2005), porém experimentos em ratos
tem demonstrado que quando cultivados com baixas doses de citocinas, a populagédo
aderida ao fundo da garrafa (mas ndo a ndo aderente) tem mostrado um perfil imaturo, com
baixos niveis de moléculas co-estimulatérias e incapazes de secretar citocinas pro-
inflamatorias), tinham um fendtipo resistente a maturagédo e prolongaram significantemente
a sobrevida de coragdes alégenos transplantados” (PECHE et al., 2005). Taieb et al
demostraram previamente que DC geradas em 6 dias com GM-CSF e IL-4 inibiram a
proliferacdo de células T al6genas e secrecdo de citocinas, induzindo apoptose precoce
destas células. Digno de nota, esta populacdo imatura incluia tanto as células aderentes a
garrafa de cultura quanto as ndo aderentes, em contraste com o relatado por Peche et al %
(PECHE et al., 2005). Estes resultados encorajaram-nos a otimizar o método de cultura
através do aumento da duracédo da incubacéo das celulas derivadas de MO para 8 dias, para
que houvesse uma purificacdo natural das células de MO, evitando assim o uso dos
gradientes de densidade Histodenz, que sdo invariavelmente toxicos para as células. Como
esperado, 0 novo método aqui descrito resultou em maior nimero de células, maior pureza

(80-85% de pureza para DC GM+IL-4 obtidas em 6 dias, com gradiente Histodenz contra
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85-93% de pureza para as DC controle obtidas com 0 novo método) e apresentaram niveis
muito menores da molécula co-estimulatéria CD86 (73.6% contra 24%).

Neste estudo foram comparadas as propriedades de duas populacdes de DC
mieloides de ratos, a DC condicionada com GM e IL-4 (DC controle) e a DC condicionada
com rapamicina (DC GM+Rapa). As populagdes também foram analisadas quanto ao
potencial de induzir sobrevida prolongada de retalhos cutaneos aldgenos transplantados
entre racas com total incompatibilidade de MHC.

Inicialmente, as populacdes DC controle e DC GM+Rapa foram estimuladas com
ligantes a receptores toll-like (LPS, CpG and polyl:C) para estudo do seu potencial de
causar respostas inflamatérias, como descrito nos métodos. Com o objetivo de comparar a
producdo de citocinas pelas duas populacdes, inicialmente foi estudada a cinética de
secrecdo das citocinas pelas DC controle. O ponto 6timo para comparacdo entre as
populacbes foi determinado apos andlise dos sobrenadantes 12, 24 e 36 horas ap0s a
ativacdo dos receptores toll-like. Estes resultados, analisados pelo teste de ANOVA,
mostraram que o ritmo de secrecdo de citocinas (IL-10, IL-6 and IL12p70) ndo variou
significantemente com o tempo (p>0,05). Portanto, a comparagdo da secrecdo de citocinas
entre as duas populacdes foi realizada apenas em um tempo, 24 horas ap6s a ativacdo dos
receptores. Um estudo prévio realizado na Universidade de Pittsburgh (RI) demonstrou que
quando a secrecdo de citocinas apos estimulacdo dos receptores toll-like foi comparada, a
producéo de 1L-6 pelas DCp GM+Rapa foi maior do que a producdo pelas DC GM+Rapa’?
(IKEGUCHI et al., 2008).

A manipulacdo imunoldgica realizada através da via indireta de alo-reconhecimento
parece ser crucial para a inducdo de aceitacdo de retalhos por periodos prolongados.
Recentemente, a importancia da apresentacdo indireta de aloAg tem sido demonstrada
utilizando-se bloqueio co-estimulatério para a inducdo de sobrevida prolongada de enxertos
de pele” (PHILLIPS et al, 2006). Ademais, a administracéo pré-transplante de DC tratadas

com dexametasona que expressam moléculas MHC tanto proprias quanto de doador,
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juntamente com CTLA4-Ig e um curso breve de CsA prolonga a sobrevida de retalhos
indefinidamente™ (MIRENDA et al., 2004). Os pesquisadores do Laboratério de Cirurgia
Plastica da Universidade de Pittsburgh também testaram os efeitos dos pulsos com
aloantigenos, método que age na via indireta de aloreconhecimento. Tem sido sugerido que
0 aumento de sobrevida de ilhotas pancreaticas aloenxertadas e receptores tratados com DC
geradas com GM-CSF e IL-4 e pulsadas com peptideo 5, combinadas com imunossupressao
transitoria com SAL é parcialmente atribuida & inducdo de tolerancia central ™
(OLUWOLE et al., 2001). Neste estudo, as DC foram pulsadas com lisados de baco de
doador, obtidos segundo 0 método descrito por Taner et al #* (TANER et al., 2005), ao
invés de peptideos *° (GARROVILLO et al., 2001a), contornando a necessidade de
identificar os peptideos do doador que ndo sdo relacionados ao receptor. Seria esperado que
0 estimulo com aloantigenos fosse aumentar a capacidade estimulatéria destas DC.
Entretanto, nos experimentos de reacdo mista de linfocitos, observou-se que ato de pulsar as
DC com aloantigenos ndo influenciou os perfis estimulatorios das DC controle e DC
GM+Rapa’® (IKEGUCHI et al). Além do mais, nossos dados endossam a importancia da
apresentacdo de aloAg pela via indireta de alo-reconhecimento ( DC pulsadas com aloAg de
doador). Dentre as populacdes de DC deste estudo, somente as DC GM+Rapa pulsadas com
aloAg mostraram-se resistentes a maturacdo e induziram baixa responsividade de células T
do receptor e aceitacdo do retalho por periodo prolongado (>180 dias).

Interessantemente, pulsos com aloantigenos por si s6 ndo tornaram as DCp controle
capazes de induzir sobrevida prolongada dos retalhos, fato observado também quando DC
geradas com GM-CSF foram pulsadas com aloantigenos (DCp GM) ® (SACKS, 2006). Os
pesquisadores do Laboratério de Cirurgia Plastica da Universidade de Pittsburgh
compararam as DCp GM com as DCp GM+Rapa e observaram que as Ultimas exibiam
menos CD86, MHC classe 1l e CD40 e produziram quantidades significantemente menores
de IL-6, confirmando o potencial da rapamicina de manter as DC estavelmente imaturas "
(IKEGUCHI et al).
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O bloqueio da maturacédo das DC é considerado o principal mecanismo que torna as
DC GM+Rapa capazes de induzir sobrevida prolongada de retalhos e de tornar as células T
hiporesponsivas a estimulos antigénicos. Entretanto, ndo se pode excluir a possibilidade de
0 mecanismo de aceitacdo do tranplante estar baseado na ativacdo alternativa das DC
expostas & rapamicina * (TANER et al., 2005).

A populacdo DCp GM+Rapa deste estudo diferiu da populacdo gerada por Taner et
al, pois foi cultivada sem IL-4 e ainda preservou o fendtipo imaturo resistente a estimulos,
promoveu hiporesponsividade antigeno-especifica de células T e diminuicdo de citocinas do
padréo de resposta Thl e Th2 por células T, como a populag&o descrita por Taner ?*, fato
que é benéfico, pois a resposta Th2 por si sO, apesar de classicamente considerada anti-
inflamatéria, pode ser suficiente para rejeicdo de aloenxertos '™ (VANBUSKIRK,
WAKELY e OROSZ, 1996; BUONOCORE et al., 2003). Por outro lado, apesar das DC
controle terem mostrado fenétipo imaturo também e ndo terem produzido IL12p70 com
estimulo dos receptores toll-like, estas DC secretaram muito mais IL-6 e IL-10 e
desencadearam proliferacdo das células T in vitro muito mais intensa.

Na &rea clinica, uma das maiores vantagens das DC sobre a ja instituida terapia com
celulas de MO seria a auséncia de DEVH. Entretanto, a maioria dos protocolos
imunossupressivos baseados em DC ja publicados, encontrariam dificuldades logisticas, ja
que as DC sdo administradas pré-operatoriamente na maioria dos casos, com apenas
algumas poucas excecdes'™’® (PECHE et al., 2006; Sacks 2006). Este esquema de
administragdo é pouco pratico, especialmente nos transplantes de retalhos compostos
alégenos, devido a natureza imprevisivel da disponibilidade dos mesmos, pois séo
derivados de cadaveres. Alem do mais, a maioria das estratégias tem usado primariamente
DC derivadas de doador **#* (LU et al., 1995; FU et al., 1996; LUTZ et al., 2000), sendo
poucos 0s grupos que utilizaram DC derivadas de receptores ??*™ (PECHE et al., 2005;
TANER et al., 2005; PECHE et al., 2006), facilitando a obtencéo destas células.



70

Foi previamente demonstrado pelo grupo de pesquisa do laboratorio da Divisdo de
Cirurgia Plastica da Universidade de Pittsburgh que SAL administrado nos dias -4 e +1,
relative ao transplante, combinado com uma dose otimizada de CsA (10mg/Kg/dia por 7
dias) e 2 infusbes de DCp GM prolongaram significantemente a sobrevida de RCA de patas
traseiras de ratos’® (Sacks 2006). Entretanto, como os retalhos alégenos ndo sobreviveram
por mais de 40 dias, o curso de CsA foi aumentado para 21 dias e 0 método de preparo das
DC foi modificado.

Os experimentos subsequientes do Laboratdrio de Cirurgia Plastica da Universidade
de Pittsburgh mostraram que as DC GM+Rapa pulsadas com aloantigenos (porém néo as
ndo-pulsadas) quando administradas junto com um curso transitério de drogas
Imunossupressoras prolongaram significantemente a sobrevida dos retalhos compostos
alégenos de pata traseira de ratos por mais de 100 dias (>100 dias) "* (IKEGUCHI et al).
Surpreendentemente, este eficiente protocolo provou ser bem sucedido no desafiador
modelo experimental de retalhos cutaneos aldgeno.

Devido a resultados insatisfatorios obtidos com o emprego das DC GM+Rapa néo
pulsadas no modelo de RCA de pata traseira de rato’®> (IKEGUCHI et al) esta populacéo de
DC néo foi testada no presente estudo.

Os demais protocolos deste estudo que empregaram DC (DC controle, DCp
controle) falharam em prolongar a sobrevida dos RCuA, presumidamente devido ao
aumento da expressdo de moléculas co-estimulatorias causado por estimulos multi-fatoriais
in vivo.

Acredita-se que um dos principais mecanismos responsavel pelo aumento da
sobrevida de retalhos alégenos seja a expansdo de Tregs. A rapamicina tambem tem sido
utilizada para expandir Tregs na terapia celular ex vivo para prevenir rejeicao de aloenxertos
in vivo " (BATTAGLIA, STABILINI e RONCAROLO, 2005). As células Tregs tem sido
associadas com aumento da sobrevida de aloenxertos, como evidenciado pela deteccdo de

maiores concentracdes destas células em enxertos de pele ndo vascularizados de
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camundongos "*° (GRACA, COBBOLD e WALDMANN, 2002; CHAI et al., 2005),
aloenxertos cardiacos * (LAN, WANG et al. 2006) e LN ** (OCHANDO, HOMMA et al.
2006) de receptores que tornaram-se tolerantes a aloenxertos utilizando outros protocolos.

Recentemente, Tregs foram encontrados também em retalhos compostos alégenos de
mdo em  paciente  cronicamente  imunossuprimido, seis anos apdés 0
transplante® (ELJAAFARI et al., 2006). Nossos dados estdo de acordo com estes relatérios.
No entanto, até 0 momento entendemos que este é o primeiro relato que correlaciona o0 uso
das DCp GM+Rapa com o0 aumento da incidéncia de Tregs em receptores de RCuA com
sobrevida prolongada. A expansdo in vivo de Tregs pode ter ocorrido devido a
transformacdo de células T CD4+ que entraram em contato com as DCp GM+Rapa ou
devido & expansdo das Tregs CD4+CD25+ ja existentes 2* (LAN et al., 2006).

A recuperacdo da quebra transitéria da tolerancia ao RCuA apdés a enxertia de pele
parcial derivada de doador e de terceira raca sugeriu que um mecanismo regulatorio local
pudesse estar presente no RCUA e ou nos linfonodos regionais, tendo um papel principal no
mecanismo de aceitacdo prolongada. Nossos dados indicam que a tolerdncia aos RCuA é
pelo menos parcialmente regulada pelas Tregs no retalho alégeno e nos lindonodos de
drenagem. Tomando como premissa que varios mecanismos estdo envolvidos na inducgéo e
manutencdo de aloenxertos, € tentador especular que estas Tregs produzem IL-10, visto que
Ikeguchi et al., utilizando citometria de fluxo, detectaram maiores quantidades de IL-10
nas células T esplénicas de receptores de retalho composto de pata traseira de rato com
sobrevida prolongada pelo do uso de DCp GM+Rapa " (IKEGUCHI et al).

A sobrevida dos RCUA no grupo +DCp GM+Rapa poderia ser melhorada ainda mais
através da administragdo de doses adicionais de DC ou substituindo a CsA, que foi
administrada como terapia imunossupressora transitoria, pela rapamicina. Assim o estado
imaturo das DCp GM+Rapa in vivo seria reforcado, a producdo de citocinas pro-
inflamatorias poderia ser evitada e a baixa capacidade das DC de aloestimulacdo de células
T seria mantida ® (HACKSTEIN et al., 2003).
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O sucesso na prevencao dos episodios de rejeicdo aguda no componente cutaneo de
retalnos compostos aldgenos em ratos, atraves do uso de protocolo clinicamente aplicavel e
sem necessidade de terapia imunossupressora prolongada permite sugerir que esta estratégia
seja empregada em modelos experimentais com animais de maior porte, como porcos ou
primatas, para que finalmente possa ser aplicada em seres humanos. Novas terapias
imunossupressoras ndo farmacologicas estdo sendo desenvolvidas e testadas no Laboratorio

de Microcirurgia da Disciplina de Cirurgia Plastica da UNIFESP.
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7. CONCLUSOES

1- A populacdo de DCp GM+Rapa derivadas de MO de ratos apresentou fenotipo e funcéo
in vitro mais tolerogénicos do que os das DC controle e das DCp controle.

2- A adminstracdo de duas doses de DCp GM+Rapa nos dias 7 e 14 ap0s o transplante,
associadas a SAL nos dias -4 e +1 relativas ao transplante e CsA 10mg/Kg/dia por 21 dias
prolongou significativamente a sobrevida de RCuA (>150 dias), quando comparada aos
outros protocolos do estudo.

3- As DCp GM+Rapa derivadas de MO, quando associadas & imunossupressao transitoria
com SAL e CsA foram capazes de prolongar a sobrevida de RCUA através de mecanismos

associados.
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SUMMARY

Introduction: Clinically applicable protocols capable of promoting operational tolerance to
vascularized skin allografts (VSA) would contribute towards a more widespread use of
composite tissue allografts (CTA). This study compared tolerogeneic properties of different
host bone-marrow (BM)-derived dendritic cells (DC) populations in vitro and their potential
to prolong survival of VSA across a full MHC mismatch in rats. Methods: DC were
generated either with GM-CSF, rapamycin and donor-alloAg-pulsing (GM+Rapa DCp) or
GM-CSF and IL-4, with (control DCp) or without alloAg-pulsing (control DC). Phenotype
and function were assessed in vitro. We then tested the potential of those DC, combined
with transient cyclosporine and anti-lymphocyte serum treatment to mediate prolonged
survival of VSA. Graft survival and donor-specific hyporesponsiveness were compared.
Presence of Foxp3+CD4+T cells (Tregs) in VSA and secondary lymphoid organs was
assessed and quantified by FACS and immunofluorescence. Results: These myeloid DC
populations demonstrated LPS stimulation-resistant immature phenotypes. GM+Rapa DC
displayed significantly lower T-cell stimulatory capacity and produced less pro-
inflammatory cytokines upon TLR activation. When combined with transient
immunosuppresion, GM+Rapa DCp was the only population to significantly prolong VSA
survival (>180days), in a donor-specific hyporesponsive milieu. Significantly higher
amounts of Tregs were detected in long-term surviving VSA and secondary lymphoid
organs of these recipients. Conclusion: Among the DC populations studied herein,
GM+Rapa DCp showed the most tolerogeneic profile in vitro and when employed in a
clinically applicable protocol in vivo led to operational tolerance of VSA, an unprecedented
finding in literature. Furthermore, this is the first report to correlate use of rapamycin-

treated DC with Tregs expansion in vivo.
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ANEXOS

Técnica de preparo das DC pulsadas com aloantigenos segundo Taner et al®.

As DC foram preparadas como descrito em Metodos. No 7° dia de cultura, foi
adicionado as DC lisado de baco alogeno fem uma proporcéo de 1 DC para 10 esplendcitos
por 24hs, a 37° C. Os lisados de baco de ratos Lewis foram obtidos através de 3 ciclos de
congelamento/descongelamento rapido em PBS. Para desfazer os aglutinamentos de
DC:lisados, as celulas foram lavadas exaustivamente (3x, 700x g, 5 min) com PBS

contendo 5 mM ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA) apds o pulso.

Técnica operatoria do retalho epigastrico microcirdrgico em ratos segundo

Strauch e Murray®

Basicamente no modelo experimental descrito por Strauch, o procedimento cirdrgico
era realizado como se segue: dois retalhos cutdneos medindo 6 x 4 cm, irrigados pelos
vasos femorais e epigastricos eram elevados da regido epigastrica direita e esquerda do rato
doador (Figura 19) e transplantados ortotopicamente para dois ratos receptores.

No rato doador, os limites de dois RCuA foram demarcados na regido epigastrica,
um a direita e outro a esquerda da linha média. Os limites dos retalhos eram: medialmente,
a linha mediana; superiormente, uma linha perpendicular a linha mediana, distando 6 cm da
sinfise pulbica; inferiormente, uma linha perpendicular a linha mediana, passando pela
sinfise pubica, e lateralmente, uma linha paralela a linha mediana distando 4 cm da mesma
(Figura 19)
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Figura 19. Marcac6es do retalho epigastrico

Retalhos consistindo de pele, fascia, (panniculus carnosus) e parte do coxim adiposo
inguinal foram elevados na direcdo medial para lateral, até que os vasos epigastricos
superficiais pudessem ser vistos por transiluminacdo. Logo ap6s, a margem lateral foi

incisada, incluindo o ramo lateral dos vasos epigastricos superficiais no retalho (Figura 20).

- .:?4, .
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Figura 20. Disseccdo do retalho epigastrico, realizado no sentido medial -
lateral, no plano pré-aponeurético da parede abdominal.
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Os vasos femorais foram ligados distalmente a origem dos vasos epigastricos e
foram transeccionados a 0.1 cm distalmente ao ligamento inguinal, liberando o retalho
(Figura 21).

Figura 21: Modelo experimental de retalho epigéstrico
descrito por Strauch. Preparo do pediculo no rato doador.
EF: retalho epigéstrico, EV: vasos epigéastricos, FA: arte-
ria femoral, FV: veia femoral, IL: ligamento inguinal.

A artéria femoral foi irrigada com 3ml de solucédo de Ringer lactato a 4°C, e o retalho
foi transferido para um dos ratos receptores. O segundo retalho epigastrico foi entdo
dissecado e transferido para outro rato receptor, que era operado por um segundo cirurgiao.

Nos ratos receptores, o0 retalho epigéstrico foi dissecado da mesma maneira descrita
para o doador, com exce¢do do pediculo: os vasos epigastricos foram seccionados em sua
juncdo com os vasos femorais, liberando o retalho epigastrico do leito receptor, que foi
descartado. Os vasos femorais foram seccionados proximalmente a origem dos vasos
epigastricos. Apds o preparo do leito receptor, o suprimento vascular do retalho alégeno foi
restabelecido atraves de anastomose término-terminal entre as veias e artérias femorais do

receptor e doador (Figura 22).
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Figura 22: Anastomose término-terminal entre vasos femo-
rais de doador e receptor, segundo a técnica microcirdrgica
descrita por Strauch. EF: retalho epigastrico, FA: artéria fé-
moral, FV: veia femoral.

A anastomose venosa foi realizada primeiro, com 9 a 10 pontos simples de nailon
10-0, com auxilio de microscopio Zeiss a 20-30 x de aumento. A anastomose arterial foi
completada com 6 a 7 pontos simples.

Os doadores sofreram eutanasia com pentobarbital sédico (100mg/Kg).
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