Curso de Odontologia
Disciplina BMIO277 - Imunologia

Ontogenia e Ativacao de

Linfocitos

Prof. Dr. Anderson de S& Nunes

Departamento de Imunologia
Instituto de Ciéncias Biomédicas
Universidade de Sao Paulo



At ) e

Abbas, Lichtman, Pillai, 9a. Edi¢&o, 2019.



Reconhecimento de Antigenos pelos Linfocitos
e Conceito de Clonalidade

-

Antigenos na conformacéao Linfécitos T ndo reconhecem antigenos
nativa sdo reconhecidos pelos diretamente. Os antigenos precisam
linfécitos B ser “processados” e “apresentados ” pelass

células apresentadoras de antigenos
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Processamento e Apresentacao
dos Antigenos
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Captacao ou Apresentacao Funcoes da célula
sintese de antigeno de antigeno T efetora
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Via do MHC de classe II: apresentacao de antigeno a células T auxiliares

Macréfago @54 Citocinas

— Ativacao de macrofago:
Microrganismo killing do microrganismo
extracelular Microrganismo Linfocito T fagocitado
no endossomo  auxiliar CD4*

7 \f‘@ & Secrecao de anticorpo

Antigeno @%g Citocinas pela. célula B: Iiga'géo de
extracelular anticorpo ao antigeno

Via do MHC de classe I: apresentacao de antigeno
para linfécitos T citotéxicos

Linfécito T
citotoxico CD8%

’ ==  Killing de célula-alvo
Antigeno expressando
citosélico ¢ antigeno

Abbas, Lichtman, Pillai, 9a. Edi¢&o, 2019.



Topicos Essenciais da Aula

. Conhecer o0s estagios de desenvolvimento dos linfécitos, a
sequéncia de sinais e as moléculas que regulam cada estagio.

. Contextualizar o processo de geracao de diversidade dos
receptores nas fases de desenvolvimento dos linfocitos.

Discutir os processos de selecao positiva e negativa dos linfoécitos.

Reconhecer os locais onde a ativacao dos linfécitos T e B ocorrem.

. Conhecer as fases, a sequéncia de sinais e as moleculas que

participam da ativacao dos linfocitos T e B.
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Disturbios Congénitos da Imunidade Adaptativa
Imunodeficiéncia Combinada Severa (SCID)
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David Vetter - “Bubble Boy”
(1971-1984)



Disturbios Congénitos da Imunidade Adaptativa
Imunodeficiéncia Combinada Severa (SCID)

From A Producer Of AUSTIN POWERS: THE SPY WHO SHAGGED ME

O Menino da Bolha de Plastico Jimmy Bolha
(John Travolta - 1976) (Jake Gyllenhaal - 2001)




multipotente

Progenitor linfoide
comum

Pax5
. & Célula T,

.Yz‘
Notch 1 ‘ Células NK
GATA3
] , YW B-1
Células B-1 ou B naturais L
Células B ou foliculares
Células B da zona marginal
B ZM

ILC

Pro-T \ !g
T 7o

O
Tap v
Células T CD4* ou CD8*
Abbas, Lichtman, Pillai, 9a. Edi¢&o, 2019.




Orgéos Linfoides Primarios ou Centrais (Geradores)

https://www.gettyimages.com/photos/femur

Tizard, Imunologia Veterinaria, Sauders-Elsevier, 2009. Parham, 3a. Edicéo, 2011.



Estagios de Desenvolvimento dos Linfocitos
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Estagios do Desenvolvimento dos Linfocitos
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Papel das Celulas Estromais para o
Desenvolvimento dos Linfocitos B
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Figure 7-4 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Selecao Positiva e Negativa dos Linfocitos B
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Figure 7-1 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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Figure 4-20 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)




Estagios de Desenvolvimento dos Linfocitos T
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Anatomia do Timo

Timo de camundongos:
- 1-2 x 108 células totais

- 5x 107 novas células
diariamente

- 1-2 x 108 deixam o timo
diariamente (2-4% do total)
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Estagios de Desenvolvimento dos Timocitos
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Figure 7-14 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Visao Geral do Desenvolvimento dos Linfocitos T
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Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edicdo, 2015.



Imunodeficiéncias podem causar autoimundade

Mutacoes no gene AIRE
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~ Y
http://dermatology-
510.cdlib.org/1603/case_presentations/aps_child/1.jpg

Poliendocrinopatia autoimune associada a
candidiase e distrofia ectodermica (APECED)
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Ativacao dos Linfocitos T nos Linfonodos

Células T naive circulam
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Abbas, Lichtman, Pillai, 92 Edi¢éo, 2019.



Sequéncia de eventos nas respostas de células T
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Abbas, Lichtman, Pillai, 92 Edi¢éo, 2019.
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Reconhecimento do antigeno Resposta da célula T
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Abbas, Lichtman, Pillai, 92 Edi¢éo, 2019.



Intermediarios PI-3 quinase/Akt
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Abbas, Lichtman, Pillai, 92 Edi¢éo, 2019.
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Sinapse Imunologica

(Agregado de Ativacao Supramolecular)

..

\
'
'
)
'
\
\
\
'

\
T

MHC de
classe Il

:g:: TCR

q?n o

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edi¢c&o, 2015.

&L
', Talina




Raft lipidico
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Abbas, Lichtman, Pillai, 6a. Edi¢édo, 2008.
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Célula T
em

repouso
(naive)

Ativacao da célula T pelo
antigeno + coestimulador

Coestimulador
(B7) w -9
~1x10°M
IL-2 / Ko

Secrecao de IL-2

/Complexo IL-2RoBYe

IL-2RoPBye

Expressao da cadeia
IL-2Ro; formacao
do complexo de alta

afinidade |L‘2R(IEIC

J’ Kq ~1x 10-11 M

Proliferacao da célula T
induzida pela IL-2

Abbas, Lichtman, Pillai, 92 Edi¢éo, 2019.
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Expressao de CD40: licenciamento
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Abbas, Lichtman, Pillai, 92 Edi¢éo, 2019.



TGF-B, IL-10 IL-6, IL-17 IL-2, IFN-y IL-4, IL-5

CélulasT,, | | CélulasTy17 | | CélulasTyl | | CélulasTy2

Adaptado de: Murphy, Imunobiologia de Janeway, 8a. Edicdo, 2014.
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Sequéncia de eventos nas respostas de células T
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Memoria Imunologica: hipoteses

A Célula T naive Ceélulas T efetoras Células T de memoria
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Abbas, Lichtman, Pillai, 92 Edi¢éo, 2019.
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Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edicédo, 2015.



Fases da Resposta de Linfocitos B

-

Reconhecimento Proliferacao e
do Antigeno diferenciacao da célula B
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naive ativada
IgM*, IgD*

Célula B expressora
de Ig de alta afmndad

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edi¢cdo, 2015.



Vias de acesso do antigeno
a células B foliculares

A
Venula 5 il Seio subcapsular
Zona de células endotelial alta ‘9 Vaso
B (foliculo) A (HEV) /1 lintatico
Sino =T [/ aferente

subcapsular N7 .
¥

Antigeno chega

4 s S -
< dos tecidos via
linfaticos aferentes <
Zona (
Cé'”'aST \ \m@/\ Cipaa Célula dendritica \ . '8
g:rr:‘tquo Medula - Trabécula folicular
nativo  ging linfatico Veia — Macr()fago )
medular  eferente Linfécitos no sei 0

Célula dendritica

subscapular
na medula

Pequenos

antigenos sao P>
liberados para o &, W

os foliculos

. através dos
cnrcuntos

Antigenos grandes sao

\ PN captados por macrofagos ®
(S ‘ ’ " no seio subsqapular e por

células dendriticas na medula

- Células dendriticas foliculares e estroma folicular produzem CXCL13: liga CXCR5
- Antigenos soluveis (menores que 70 kDa): alcancam foliculos diretamente
- Antigenos grandes ou microorganismos: capturados por outras células

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edi¢cdo, 2015.



Subpopulacoes de Linfocitos B sao Ativados
de Maneiras Diferentes

Baco,
outros
orgaos

linfoides

" Tecidos

MUuCoSO0S,
cavidade
peritoneal

* Células B-1

IgD Antigeno proteico
+célulaT auxuhar /

Células B
foluculares
Reacao do centro
germinativo
IgM . .
Polissacarideos, lipidios etc
Células B Y BuGEEABUNC DDOD
da zona marginal
IgM

Polissacarideos, lipidios etc

CD5

'
t c-c-8
3 g '3, 314D 1
HuyuNK J} llllll
“

Anticorpos
T-dependentes,
apos troca de isotipo,
com alta afinidade;
plasmécitos
de vida longa

IgA IgE

af

¢ X

Anticorpos
T-mdependentes,
principalmente

IgM; plasmdécitos
de vida curta

IgG

Anticorpos
T-independentes,
principalmente
IgM; plasmdcitos
de vida curta

= @

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edi¢cdo, 2015.




Ativacao T-independente e T-dependente

Quantidade

de anticorpo |

Quantidade
de anticorpo

—

Resposta imune

T-dependente
lgG
IgM
ﬁ ﬁ Tempo
Resposta imune
T-independente
IgM IgM
b ﬁ Tempo

Tizard, Imunologia Veterinaria, 9a. Edicéo, 2014.



Ligacao cruzada
da membrana das

Ig pelo antigeno t& & % ‘9

Reacoes de
fosforilagcao
das tirosinas

Intermediarios
~ biogquimicos

Enzimas
ativas

¥ 1 L 1 A

familia Src ativadas
(p. ex., Lyn, Fyn, Blk)

Ativagao

N

,,,,,,,

Aumento do [ Diacilgiicerol (DAG) |

Ca?2+ citossolico

Troca de GTP/GDP
em Ras, Rac

Fatores de
transcrigao

Ativacao de linfécitos B leva a diferentes vias de sinalizagcéo intracelular

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edicédo, 2015.




' Ativacéo do '
complemento

Reconhecimento
pelas células B

Sinais gerados Src quinases

pela Ig e pelo (
complexo CR2

Papel do Complemento na
Ativacao dos Linfocitos B
Mi°'°'ga”ij&°f’f -CR2 (CD21): receptor de CD3d
- Complexo CD19-CD21-CD81: co-receptor
- Ligacdo de CD3d ao antigeno aumenta
em pelo menos 1000 vezes a

imunogenicidade do antigeno

- Defeitos em CD21, CD19 ou CD81 resulta
em defeitos na producé&o de anticorpos

Ativacao da célula B

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edi¢cdo, 2015.



Antigeno

Antigeno microbiano
microbiano

[@Z PAMP
2 do microrganismo

Sinalizagao do BCR Sinalizagao do BCR
Aumento Sinalizagao do TLR
da sinalizacao
do BCR

| Proliferacao 7 Proliferacao
e Diferenciag¢ao e Diferenciacao

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edicédo, 2015.




Ativacao T-dependente dos Linfocitos B

"’ \ Célula T CD4*
/) naive

Célula
dendritica Ativacao

da oélula T

CélulaT

auxiliar Plasmoécitos

de vida curta

Foco
extrafolicular

Interacao inicial T-

Foliculo

Célula dendrltlca
folicular
Célula T auxiliar ™
folicular o
" / e
. V@ 9 Célula T auxiliar do c.ent(o
¥ extrafolicular germinativo

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edi¢cdo, 2015.



Importancia das Quimiocinas para as
Interacoes B:T

CCR7{, "~ Ascélulas | . '
sponacto OGRS oapin S s
do antigeno; migracao o antigeno geno, ¢ ’

CCR71% e ocorre
as celulas T migracao de células B ativadas
para as bordas do foliculo

ativacao de celulas T
dacélulaT ativadas para a auxiliares
~ borda do foliculo  ativadas

s *’A““Qem Célula B
% Célula T
auxiliar /
Antigeno

==__——_——-¢“?

Célula Zona de células B
dendritica Zonadecélulas T (foliculo primario)

- CXCL13: liga CXCRS5

- CCL19 e CCL21: ligam CCR7 =

IV_10_8 Germinal _Centers.swf

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edi¢cdo, 2015.



Peptidio linear

MHC
de classe Il

4 proteico

microbiano
. 4 Receptor da célula
Endocitose B especifico
do antigeno mediada para epitopo
por receptor conformacional Apresentacao do antigeno pela célula B
para as células T auxiliares ativadas
‘
:‘,i;\
Processamento e
apresentacao
‘ Complexo
do antigeno ) = ,MHC de classe
II-peptidio
CélulaT Receptor
CtD4::| de citocina
. al
Reconhecimento ) VS
do antigeno Ativagao das células B por
pela célula T citocinas e pela ligagao

de CDA40; inicio da reacao
do centro germinativo

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edicédo, 2015.
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Figure 4-21 Immunobiology, 6/e.(© Garland Science 2005)




CélulaT
auxiliar

-
-
-~

CD40

Ligante
do CD40

e

Célula B
ativada

Tecidos de mucosa;
citocinas (p. ex.,
TGF-p, APRIL,

Troca BAFF Outl'OS)
de isotipo

IgM Subclasses de IgG IgE, IgG4

(iGG1, IgG3)
Funcoes | Ativagao do Opsonizagao e Imunidade contra | Imunidade
efetoras | complemento fagocitose; ativagao | helmintos de mucosa
principais do complemento; (transporte
imunidade neonatal de IgA através
(transferéncia Desgranulagcédo | dos epitélios)
placentaria) de mastdcitos
(hipersensibilidade
imediata)

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edicédo, 2015.



'Regides V da ‘Regides V da
| Ponto de mutagao cadeia pesada ~ cadeia leve
Kqg
CDR1 CDR2 CDR3 CDR1 CDR2 CDR3 107 M

Dia 7 . 3‘3
primaria o
Dia 14

priméria j
Secundaria l EL l.Ll— Jl—'i
o O IJH“’ :
Terciaria <0.03
<0.03

Oy J
Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edicédo, 2015.
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Ativagéo da célula B Célula B Antigeno
por antigeno proteico imatura
e por células T auxiliares

G-

Indugéo de AID

€ migragao para
0 centro
germinativo

Células B com genes
V da Ig somaticamente
mutados e Igs com
afinidades variadas ao
mesmo antigeno

Células B com receptores
de antigeno de alta afinidade séo
melhores no reconhecimento (

ligam-se ao antigeno e o dendritica

de antigenos apresentados pelas
células dendriticas foliculares, Célula
apresentam a celula Ty folicular

Apenas as células B com
receptores de antigeno *

de alta afinidade sao

€ : Célula B
selecionadas para sobreviver de alta afinidade I

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edicédo, 2015.



Isotipos/Classes de Imunoglobulinas

XY

-18 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)




- neutralizagcao
- agregacao
- ativagcao do complemento




Anticorpos: isotipos

IgD

- mondmero nao secretado

- cadeia pesada ¢

- concentracao seérica: 0-0.4 mg/mL

- receptor de células B virgens (naive)



Anticorpos: isotipos

lgG

g (a) I1gG
- MonGmero

- 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4

- cadeia pesada y(1 a 4)

- IEN- ye IL-4

- concentracao sérica: 8-16 mg/mL

Hinge
region

- secretado em respostas secundarias

- Funcoes:
opsonizacao
ativacao do complemento
citotoxicidade celular dependente
de anticorpo (ADCC)
imunidade neonatal
inibicdo por feedback das células B
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Figure 9-20 Immunobiology, 6/e.(© Garland Science 2005)
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Tizard, Imunologia Veterinaria, 9a. Edicao, 2014.



Transicao de Anticorpos Maternos e Producao Propria

de imunoglobulina

1.00
_ 800 Anticorpos maternos :
< Imunoglobulinas
k=) totais
£ 600— /
8
=
'3 400—
(O] .
2 Anticorpos
200— produzidos
pelo potro
0 T
5 10 15

|dade em semanas

IMUNIDADE SISTEMICA IMUNIDADE INTESTINAL

Tizard, Imunologia Veterinaria, 9a. Edi¢do, 2014.






A sinalizacao do BCR
leva a formacao de PIP3,
que se liga a outras
moléculas sinalizadoras,

levando a ativagao

Antigeno
polivalente

PLCy,

PDK1 ‘

[ Ativacdo
da célula B

receptor de Fc, SHIP, converte

célula B-receptor, bloqueando

A fosfatase associada ao

PIP3 a PIP2 no complexo

a sinalizacao posterior

Antigeno
polivalente

Complexo antigeno
anticorpo

Bloqueio na sinalizagcao
do receptor da célula B,
nao ha ativacao

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edicédo, 2015.



Propriedades dos Antigenos Timo-Dependentes
e Timo-Independentes

Natureza quimica do
antigeno

Troca de isotipo do
anticorpo

Maturacao de afinidade
do anticorpo

Resposta de memaoria
de células B

Respostas Timo-
Independentes

Antigenos poliméricos,
especialmente

Respostas Timo-
Dependentes

Proteinas

polissacarideos, tambem

glicolipideos e acidos
nucleicos
Pouca ou nenhuma

Nao

Pouca ou nenhuma

Sim (IgG, IgE e IgA)

Sim

Sim

(observada apenas com

alguns antigenos
polissacaridicos)

Adaptado de: Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edi¢cdo, 2015.



Dinamica das Respostas Primarias
e Secundarias nos Linfocitos B

Quantidade de Anticorpo

‘Resposta priméria'

de anticorpo

Resposta secundaria

de anticorpo

Primeira
infeccao

Plasmdcitos de vida

R
7/{ F IgG

Infeccao
repetida

IgM

curta em 6rgaos _—_ GE Célula B
linfoides 4 \\ cE;»aixo give_l Blesméciios  de memdria
CélulasB / de p:'g' u$ao de vida longa na
ativadas & juoanicope: 4 medula 6ssea
\ » / - -
.'/
p. Plasmoécitos ™
devidalongana  Célula B
e - medula 6ssea de meméria
| Célula B imatura Y //
T T 7/ LI T T 7/ T
0 ) 7 >30 0 3 10 >30
Dias apos a

exposicao ao antigeno

Caracteristica

Resposta primaria

Resposta secundaria

j Pico de resposta
| Isotipo

| Afinidade do anticorpo

| Induzido por

Menor

| Geralmente IgM > IgG

Afinidade média mais baixa,
mais variavel

Todos os imunogenos

Maior

Aumento relativo em IgG e,

em determinadas situacoes,
em IgA ou IgE

Afinidade média mais alta

(maturagao da afinidade)

Principalmente antigenos

proteicos

Abbas, Lichtman, Pillai, 8a. Edi¢cdo, 2015.



Frequéncia de Linfocitos durante a Resposta

“... a frequencia de linfocitos naive especificos para qualquer antigeno é estimado entre
1em 10.000 e 1 em 1.000.000 ...”

Exemplo: Frequéncia de linfocitos B de camundongos que produzem anticorpos anti-
hemacias de carneiro

Animais nao-imunizados:

» 1 em cada 26.300 linfocitos B produzem IgM
* linfécitos B que produzem IgG: ndo detectaveis (<1 em um milh&o)

Animais imunizados: 25 - Resposta
« 1 em 219 linfécitos B produzem IgM : e efetora
- . m m(o —
(5 dias p.i.) S & = _
D Q5 1,5 2 -
. infoci Qs Expanséao Declinio
1 em 112 linfécitos B produzem IgG g : cloaal (homeostasia)
(12 dias p.i.) TOC 14
o= O
= OO :
* 1 em 3.030 linfécitos B produzem IgG g ?%’_*g 0,54 Memoria
(180 dias p.i.) S @ Naive
- 0 T T T T
7 14

Dias apés a infecgcao

Martinez-Maza, et al., Scand J Immunol, 1983 Abbas, Lichtman, Pillai, 6a. Edi¢cdo, 2008.



