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Maturacdo de linfocitos

Maturacao de linfocitos: O processo pelo qual progenitores dos linfécitos
(B e T) se diferenciam em linfécitos maduros (linfécitos B ocorre na medula
O0ssea e linfocitos T no timo)
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Propriedades dos linfocitos

CARACTERISTICA SIGNIFICADO FUNCIONAL

ESPECIFICIDADE Garante que antigenos distintos
desencadeiem resposta especificas
DIVERSIDADE Capacita o sistema imunoldgico a responder

a uma grande variedade de antigenos

MEMORIA Conduz a respostas intensificadas a
exposicoes repetidas ao mesmo antigeno
EXPANSAO CLONAL Aumenta o numero de linfécitos antigeno-

especificos para que se mantenham
atualizados com os microrganismos

ESPECIALIZACAO Gera respostas que sao ideais para defesa
contra diferentes tipos de microrganismos
CONTRACAO E HOMEOSTASIA Permite ao sistema imunologico responder a

NOVOS antl’genos encontrados

TOLERANCIA A ANTIGENOS PROPRIOS  Evita lesdo do hospedeiro durante resposta a
antigenos proprios (auto-Ags)




Etapas da maturagdo de linfocitos

Envolve uma série de eventos:

1) Comprometimento de células progenitoras com alinhagem Bou T
(fatores de transcricao);

2) Proliferacdo de progenitores imaturos em estagios iniciais;

3) Rearranjo ou recombinacao sequencial de genes e expressao dos receptores
de antigenos (diversidade e especificidade);

4) Selecao (positiva e negativa) de linfocitos
(nao reatividade ao proprio);

5) Diferenciacdo de ceélulas B e T em subpopulactes
funcionais distintas (especializacao).



A) Producao decélulasBe T

iImaturos (progenitor
linféide comum-CLP):
progenitor origina a linhagem
linfocitica

(linfécitos T e B)

B) Maturacéo de linfécitos B

(Pro-B):

- Linfécitos B foliculares

ou recirculantes (BFO)

- Linfocitos B da zona marginal
do baco (BZM)

- Linfécitos B1 (B1)

C) Maturacao de linfocitos T
(Pro-T):
Linfécitos T (af)

Ontogenia de linfocitos Be T

CTH : Células tronco hematopoiéticas
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Descoberta dos genes dos receptores

Cada cadeia do anticorpo é codificada por pelo menos 2 genes (um variavel e um
constante), que sdo combinados a nivel de DNA para originar as proteinas Ig funcionais.

Susumu Tonegawa (1987): a estrutura de
genes das Ig em células de um tumor que produz
anticorpos, denominado mieloma (linfocitos B),
é diferente daquela em tecidos néo linféides.

1) Clivagem do DNA com enzimas de
restricao

2) Identificacdo daregiao V ou J por
hidridizacdo com sondas especificas
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Segmentos genicos que codificam a IgM

BCR

2 Cadeias
leve

2 Cadeias
pesada

V: variavel

C: constant

L: light (leve)

H: heavy (pesada)

BCR (4 cadeias polipeptidicas)

Antigen-binding site

Fab

\‘— Hinge
Cr2 > :I Fc receptor and
complement-binding sites

Heavy chain

Immunoglobulin
domains Cyd

s Disulphide bond
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Sitio de ligagc&o ao antigeno
Regiao Fab: fragmento de ligacdo ao antigeno




Segmentos genicos

Recombinacao VDJ: O processo que recombina diferentes segmentos génicos
da cadeia pesada (V, D, J) ou leve (V e J) em sequéncias codificantes completas para
formacao dos receptores de células B e T.
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Locus da cadeia pesada da Ig
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Processo de recombinacdo (VDJ)

C
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Segmentos varidveis Transcrito primario de RNA
Segmentos juncionais RNA mensageiro (RNAm)
Segmentos de Diversidade Polipeptideo BCR ou TCR

endonucleases de restricdo (enzimas) codificadas
por genes ativadores de recombinacdo RAG1 e RAG2



Diversidade combinatoria

Diversidade combinatoéria;

1) Associacdo de multiplos segmentos génicos V, D e J da linhagem
germinativa que produzem diferentes receptores de antigenos.

2) Justaposicao de duas regides V diferentes geradas aleatoriamente (ou seja,
VH e VL nas moléculas de Ig e Va e VB nas moléculas de TCR) para
constituir

Ot Gene segments [3 Gene segments
Number Number
of genes of genes
to generate to generate
diversity dlverS|ty
50
D 2
50
13
»
1 B

1,9 x 108 diferentes especificidades antigénicas



Estdgios de maturacdo do linfécitos B: Pro-B

Inicio da expresséo
das enzimas RAG

Pré-receptor

Estagio de “liila.
maturacao Célula-tronco

Celula B imatura

Ceélula B madura

Proliferacao e
Expressao de RAG BT
Expressao de TdT =
DNA nao DNA nao Gene da Gene da cadeia H aslf;:‘r::ggv(c?crza Vm.rrcwegthc: A

DNA, RNA  recombinado  recombinado cadeia H recombinado (VDJ). (1046 de transcricao
das Ig (delinhagem  (de linhagem  recombinado genexou A (VJ).  "orimaia) nara formar

geminativa) __germinativa)  (VDJ); MRNAu  mRNA pouxou 2 mRNA Cy, e Cs

" u citoplasmaética | IgM de membrana
Expressao Nenhuma Nenhuma e receptor pré-B g(cadeia leve x d;gxe(:::bl?a[,:a
das Ig —associado a p ou A u+)
Marcadores Sas: B220/c IgMi hi
de superficie ~ ©P4%* g CD43* CD43- Ight®
CD10+
Local 7 5o
anatomico  L— 1 i 5 l
Selecao negativa Ativacao

Requsta Nenhuma Nenhuma Nenhuma (delee%ééo), e%i(;éo (prolifercaé(;éo
ao antigeno do receptor e diferenciagao)

Estagio pre-linfocito: expressédo de um pré-receptor de antigeno
(apenas uma das cadeias definitiva (pesada) e outra substituta (leve)




Recombinagcdo VDJ

RSS: Sequéncias de sinais de recombinacdo que consiste de um heptamero
(7 nucleotideos) seguido de espacadores (12/23) e um nanomero (9 nucleotideos)

Complexo RAG1/2: A RAG1 é uma recombinase (endonuclease) que reconhece a
sequéncia de DNA entre as RSS e um segmento de codificacdo V ou J e aproxima
estes segmentos génicos.

Regra 12/23: Um segmento génico codificante flanqueado por um espacador de
RSS de 12 pb geralmente podera unir-se apenas a um gene flanqueado por um
espacador RSS de 23 pb.
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Eventos sequenciais: sinapse e clivagem

1) Sinapse: Dois
segmentos
codificadores
selecionados e suas
RSS sé&o aproximadas

(alca cromossOmica)

2) Clivagem: quebra da
dupla fita de DNA na juncao
entre um heptamero e um
segmento de codificacao
(RAG1/2)

Lécus nao rearranjado

o s {/ -
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RAG 2 W U RAG 2

2 Clivagem / /




Eventos sequenciais: Abertura e jungdo

& 4 //~ | /Qlecf::anada
C) Abertura do grampo e \
processamento: mediada
pela endonuclease Artemis
e TdT acrescenta bases as

extremidades quebradas
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D) Junc&o: extremidades z;?essamemo Ol Bl ®
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5 L 3
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0S grampos naregides codificadoras



Diversidade juncional

E a variabilidade criada durante o processo de juncdo dos segmentos devida a

insercdo ou delecéo de nucleotideos.
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, —— - dogampo  Agsimétrica:
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Nucleotidios P Nucleotidios N

Nucleotideos P: palindromicos Nucleotideos N: ndo codificado pela fita-molde



Receptores de células Pré-B

i
BCR: Formado por 4 cadeias Receptor dacélulapré-B
(2 pesadas e 2 leves) |

Tl

Fab
\j

¥ |
* Inibicdo da recombinacgéo I
|g da cadeia H (excluséo alélica) |
Cadeia pesada: 2 cadeias pesadas M * Proliferacao das células pré-B |
* Estimulacao da recombinacéo |
2 cadeias da cadeia leve :
, ~ ~ c o * “Desligamento” da i
pre-B A5 e V (ndo séo variaveis) Wnsciicio (v codeias |
i . o leves substitutas :
lga e Igh: proteinas de transducao de sinais :




Exclusdo alélica

E um estado no qual somente um dos dois alelos de um determinado gene
(cadeia leve ou pesada) é expresso em uma célula diploide
(expressdo de um unico receptor).

Célula pré-B precoce Célula pré-B tardia Céluia pré-B Célula B imatura
Rearranjo génico de cadela H Rearranjo génico de cadelaH Rearranjo génico de cadeia L Inter rupgao do rearranjo
Reamranjo D para J em Rearranjo V para DJ + A célula expressa i
amb0s 08 CromOsSsomos Mo primeiro cromossoma,
Q Rearmnjo do gene
% noprimeiro cromossomg 4 h
RearranjoV DJ no \ l
segun promassomy < @ > g™
=) Rearianj t gene

G

Perda celular

@_Jl> Jungdo prodhutiva
@ Jungéo ndo produtva

na sagu D Cromassomo

Haarran odogena A
no prrnalrn CIOMOSS0mo

Rearran th gene A
no segu n T OMOSS0mo

@

82

Perda celular

A célula expressa p:k

S\,




Estdgios de maturagdo do linfdécitos B: Célula B imatura

0-0-0-0-1-06

gftalﬂg’?gg Célula-tronco  Pro-B Pre-B Célula B imatura Célula B madura
Proliferacao ]
Expressao de RAG == EETTA
Expressao de TdT ERTTRG
DNA néao DNA nao Gene da Gene da cadeia H flfelfr::ggv%)de Vm-nc;egth? ,)\
DNA, RNA  recombinado  recombinado cadeia H recombinado (VDJ), ™ 4t0 de transcrigao
das Ig (delinhagem  (de linhagem  recombinado gene x ou A (VJ); priméria) para formar
geminativa)  germinativa) (VDJ); mMBNAp  mRBNA pouk ou mRNA Cy, e Cs

" u citoplasmatica  IgM de membrana
Expressao Nenhuma Nenhuma e receptor pré-B g(cadeia leve x d;gme?;'b'?a?,a
das Ig —associado a it Ou A u+)
Marcadores st B220l IgMio e
de superficie ~ ©P43* 8318: CD43* CD43- Ight?
Local . = I -

A e @ ; L YW 4 P :
anatémico R  Medulabssea [ Periferia |
Selecao negativa Ativacao

Requsta Nenhuma Nenhuma Nenhuma (ddee%éao), e%iq,éo (prolifer(;é«;:éo
ao antigeno do receptor e diferenciacao)

Linfocito B imaturo (inexperiente): Ocorre o rearranjo da cadeia leve (x ou

L) e expressao do receptor BCR completo (IgM monomérica)




Subgrupos de linfocitos B (maduros)
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Papel do fimo: cortex e medula

E o principal local de maturagéo
dos linfocitos T

Sindrome de Digeorge (auséncia
congénita do timo em humanos) ou
camundongos nude: deficiéncias
graves da imunidade mediada por
células T

Involucéo do timo com a idade:
liberac&o relativamente reduzida
decélulas T

8 95o0 oup
Immature CD37478"
double-negative thymocytes

00 o

4\‘" b Immature CD3*4"8*
double-positive thymocytes

?...

Mature CD4*8™ and CD8'4~

Subcapsular
region

cortical
epithelial
cell

Cortex

Cortico-
medullary

junction dendritic

cell
medullary

thymocytes epithelial
Medulla ® 0o %Q cell
w venule macrophage
@

Figure 7-14 biology, 6/e. (© Garland Science 2005)




Estdgios de maturagdo

Células T em desenvolvimento:
timocitos;

Regiao subcapsular: timocitos
duplo negativos DN (pro-T)

Regido cortical: LT TCR yd ou
af duplo positivos DP (CD4 e
CD8);

Regidao medular: timocitos
simples-positivos SP CD4 ou
CD8

IL-7: fator de crescimento linfopoiético
(células do estroma timico)

Duplo negativos

DN (sem CD4 e CD8)

O

| g |

L =)
O O

LT
TCR Y3

52 NF

- Q
para a penena

CD3* B *4*8*
Timécitos “duplo-positivos”
Pequencs e em repouso
< 5%

QO @

D48 CD4-8*
Tméctos de positvidade unica”
pequenos e em repouso
iy J L
LT simples positivo
SP (CD4 ou CDS8)




Maturagdo dos timocitos

Sub-
capsular
zone

Cortex

Cortico-
medullary
junction

Medulla

ubcapsular
epithelium

cTEC: células epiteliais
corticais timicas
(MHC I e ll)

MTEC: células epiteliais
medulares timicas

apjndaqel).

Expressdo

Bipotent CcD4+
OK TEC B
do TCR

CcD8-

progenitor
e,

Anderson et al. Nature Reviews Immunology, v7 (2007)



Estdgios de maturacdo das células T: Pré-T

. Y, N
\ ; ‘.\
1 1 I
I | Paositivo 1 X
Estagiode . . . : Duplo- | simples | ?ne;l[;l:r;
maturacédo BRI DDED positivo (célulaT | :
¢ : ‘ 3 virgem
[ [ imatura) |
| | |
H p | |
Proliferacéao —= ESE ! |
| | |
Expressao de RAG | == l I
| | | |
Expresséo de TdT === : ; |
| |
DNA nao : DNA nao | Gene dacadeia | s das cadeias : Genes das cadeias : Genes das cadeias
DNA, recombinado | recombinado || P recombinado | fle o recombinados | B e « recombinados! f e « recombinados
RNA do (de linhagem ! (delinhagem | ' [V(D)J-CI; mBNA ' [V(D)J-C]; mRNA ' [V(D)J-CI; mBRNA | [V(D)J-C]; mRNA
TCR germinativa) : germinativa) : da cadeia § : jas cadeias e o : dascadeiasfea : dascadeias e o
e I I 2 | | I
Expressédo el 1 g o Reﬁ;‘:gi; ”éle T | TcRopda | TCRupda | TCRoPda
| | | | |
do TCR ‘ E aeth ! membrana | membrana |  membrana
Marcadores ckitt | ckitt = Cepitt | costcpa+ | CD4*CD8ou | CD4*CD8 ou
do suberlicie CD44* | CDast | CD44" i} Yemopglo | CD4CD8* | cDacDst
P CD25" : CD25% : CD25* ; : TCR/CD3N : TCR/CD3N
anatémico — —
| | | | |
| | | < | | > 25
Selecao Ativacao
Resposta Nenhuma | Nenhuma |, Nenhuma | posivae | | (proiiferag3o e
ao antigeno | | | negativa | | diferenciacao)

Os sinais do prée-TCR medeiam a sobrevivéncia das células pré-T que tenham
rearranjado de maneira produtiva o gene da cadeia f8



Receptor de linfocitos pré-T

Antigen —___
combining

site
\

Carbohydrates
.

Cytoplasmic
tail TcR

Cadeia B definitiva

pTa, mas
nao apresenta variabilidade

‘Receptor da célula pré-T

* Inibicao da recombinacao do
gene da cadeia B

* Proliferacao de células pré-T

* Estimulacao da recombinacao
da cadeia a

* Expressao de CD4 e CD8

* Desligamento da transcricao

de pTa




Proliferacdo e Apoptose celular

2 x 108 linfécitos no
timo adulto

Periferia

Células T imaturas
especificas para
autoantigeno

Q
CélulaT
regulatéria

1) Incapacidade de rearranjar o gene da cadeia  do TCR
2) Nao ser selecionada pelo processo de selecéo positiva

3) Ser deletada pelo processo de selecdo negativa



Estdgios de maturacdo das células T: Duplo positivo

| -
s CelulaT
Estagio de - ‘
maturacéo Célula-tronco positivo : c:adeur;a
[ imatura) 9
f
Proliferacao —=A f

=]

Expressao de RAG

I
|
|
| |
Expresséo de TdT ; : ;
| | |
DNA nao i DNA nao | Gene dacadeia | [Fenes das cadeias : Genes das cadeias | Genes das cadeias
DNA, recombinado | recombinado | P recombinado | f§ e o recombinados | § e « recombinadosi e o recombinados
RNA do (de linhagem | (delinhagem ! [V(D)J-Cl; mBNA ' |[V(D)J-C]; mRNA ' |[V(D)J-C]; mBNA | [V(D)J-Cl: mRNA
TCR germinativa) : germinativa) | da cadeia g : dascadeias e o ; das cadeiasfea : dascadeias e a
o | | = | | |
Expressao Gl i g o) Reé‘:;eoi; pl;e T | tcRepda 1| TCRapda | TCRopda
do TCR ; : ot T ) ! membrana || membrana | membrana
Marcadores ckitt | ckitt =5 ekt ‘| cpstcpa+ || CD4*CD8-ou | cCD4*CD8 ou
de superficie CD44% | CD44t | CD44" | TCRr/cD30 | CD4’CDB+_ | CD4'CDBf
P CD25° | CcD25* : cD2s* | | TCR/CD3N! ; TCR/CD3N
Local T % 3 —_— — e
oo o [Meduabsses II' T S E NP L LT L ||
| | | < | | . s
, Selecao Ativacao
Resposta Nenhuma | Nenhuma |, Nenhuma | positivae | | (proiferag3o e
o antigen
a geno | | | negativa | | diferenciacao)

Estagio DP: Expressao dos co-receptores CD4 e CD8 e inicio do rearranjo do
gene a do TCR resulta na expressao do TCR completo (af3)



Selecdo positiva de tfimdcitos DP: cortex

Baixa/moderada
afinidade
cTEC

Peptide-MHC

TCR T
DP (7 .
thymocyte '

Alta afinidade

o
1

/f

E o0 processo que preserva as células T que reconhecem o MHC proprio
(restricao ao MHC) com baixa/moderada afinidade apresentados
por células epiteliais timicas (cortex)

Sem sinal

No signal




Restricdo ao MHC

Restricao ao MHC: Os linfocitos T sdo capazes de reconhecer um
peptidio especifico apresentado apenas por moléculas MHC proprias

CélaT
CéulaT

=0 §

TCR TR

MHC* = MHC® MHC* :

G-

|

1l

I

Célula spresentadora de antigeno| [Célula apresentadora de antigeno 1Célda apresentadora de anfigeno

Reconhecimento Nao reconhecimento Nao reconhecamento




Ligagdo do co-receptores CD4 ou CD8: SP

LcK

CD8:
Heterodimero

formado por

MHC Il

MHC de classe |i

Gy

cos

MHC de classe |

2 cadeias a e f3:
MHC |

Bomicroglo-
bulina

LcK: tirosina quinase citoplasmatica que favorece sua aproximacao dos outros
componentes de sinalizagcdo do complexo do TCR



Comprometimento da linhagem CD4 ou CD8: SP

Teoria: Modelo de instrucao

Sinal fraco
Capazdese _ @"‘
ligar
Rnndcrm ‘< ao MHC CD4-8+T cell
J CD8
classe | .
CD4*8* CD4rigle Sinal forte
Capaz de
. —
T, se ligar o,
- CD8 | 1
chig: ¢ Chniglo classe

Periferia

| Linfécito T
. | CD8+ citotoxico

CD4~+

‘[ Linfocito T
. CD4+ auxiliar




Sele¢do negativa

E o processo que elimina ou altera os linfocitos em desenvolvimento cujos
receptores de antigenos ligam-se fortemente a antigenos proprios

A Sem ligacaoTCR _‘

Death by
neglect

Pre-selection
repertoire

Alta afinidade

,",_ “_ . s \ ’ v ’ ‘:\J\‘. \ ]‘x ~
(selecéo negativa)
Negative Positive
selection selection
Self-MHC-restricted,
A ” L\ self-tolerant
. : . 0‘

N '-O}_\ T-cell repertoire
\ O.l' 1 ) Exportto

/ . i o \
\_’; O\_/ periphery Q CZ
©°
&
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Young thymus

Published in final edited form as:
Nature. 2021 Tune ; 594(7863): 413-417. doi:10.1038/541586-021-03531-1.

Thymic development of gut-microbiota-specific T cells
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Adult thymus
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9 Expansion of T cells
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