BMI103
Estudo dirigido — ativacdo de linfécitos

Texto referéncia

Pessoal, esse ¢ 0 30 bloco da disciplina BMI103. Até o momento vocés aprenderam sobre
respostas inatas, onde viram o reconhecimento de padroes moleculares associados a patégenos
ou dano celular e o que decorre disso. Viram também inflamagdo. E depois, no bloco 2, vocés
viram como elementos da resposta adaptativa sdo gerados. Linfocitos B e T expressam
receptores para antigenos, a partir de genes que nao estdo presentes nas linhagens germinativas,

mas que sdo gerados por recombina¢ao somatica durante o desenvolvimento destas células.

Vocés viram, no bloco 1, que nés temos receptores para padrdes moleculares. E no bloco 2 que
temos receptores para antigenos. Primeira pergunta:

1. O que € antigeno?

Antigeno ¢ qualquer composto capaz de disparar respostas imunes adaptativas.

Ha situacdes onde um padrao molecular associado a patdogenos pode também funcionar como
antigeno. Por exemplo: LPS. LPS ¢ reconhecido pelo receptor TLR4, e capaz de ativar células
como macrofagos e neutrdfilos. Porém, linfocitos B também podem reconhecer LPS e secretar
anticorpos especificos contra o mesmo. Isso porque o BCR (receptor de antigeno de linfocitos B)

pode se ligar a LPS e o reconhecer como antigeno.

Entdo, linfocitos B expressam BCR, e linfocitos T expressam TCR (do inglés, B cell receptor e T
cell receptor, respectivamente). Importante — estes sdo os receptores de antigenos. Essas células
expressam varios outros receptores importantes para a sua ativagdo. Que serdo citados

oportunamente.

2. Que tipos de compostos podem ser os antigenos?
Isso ¢ muito importante. BCR pode ligar em qualquer tipo de molécula soluvel. Sua
caracteristica quimica pode ser protéica, lipidica, glicidica, ou ainda acidos nucléicos e até

pequenas moléculas organicas. Bastante variado!



Os linfocitos T, por outro lado, precisam que os antigenos sejam apresentados para eles. Como
isso acontece? Vocés viram no bloco 2. Ha duas vias de apresentacao de antigenos, classe I e
classe II. A de classe I apresenta principalmente antigenos intracelulares, proteinas, degradadas
pelo sistema de proteasomo (Figura 1). A via de classe II apresenta, principalmente, antigenos

extracelulares, que podem ter sido fagocitados ou pinocitados ou endocitados (Figura 2).

Importante — a maior parte dos linfocitos T, o que tém cadeias de TCR a3, s6 reconhecem
peptideos apresentados pela via de MHC (ou se pensarmos em humanos HLA — human leukocyte
antigen — mesma coisa que MHC). Se apenas peptideos sdo reconhecidos, qual a caracteristica
quimica destes antigenos?

Proteinas.

Ha uma outra classe de linfocitos T, com TCR v9, que reconhecem lipideos apresentados pela
molécula CD1. Mas essa ¢ uma classe bem diferente de linfocitos, que por hora, ndo serdo
discutidos, embora também importantes.

Outra coisa importante, a via de classe I apresenta antigenos somente para linfocitos T CDS,
enquanto a de classe II apenas para CD4. Bioquimicamente, isso acontece porque a molécula
CDS8 (um correceptor do TCR) liga-se, especificamente a uma por¢do da cadeia de MHC-I, e o
mesmo acontece entre CD4 e MHC-II. Agora, por que isso foi selecionado? Qual a importancia
biologica disto?
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Figura 1. Via de apresentagao MHC-I.
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Figura 2. Via de apresentagaio MHC-II.

A razdo bioldgica da especificidade CD§-MHC-II e CD4-MHC-II, vem da atividade de cada uma
destas populagdes de linfocitos T e da caracteristica do antigeno reconhecido. Por exemplo, se
uma pessoa for infectada por um virus. Virus sdo patdégenos intracelulares obrigatorios. Eles ndo
conseguem fazer novas particulas virais, a nao ser dentro da célula hospedeira. Uma vez dentro
da célula, o virus vai replicar seu genoma, expressar proteinas e produzir milhares de virions, que
se liberados, infetardo outras células, propagando a infeccdo. Como elimind-los, entao?

Vocé consegue pensar em mecanismos de resposta inata para eliminagdo de virus?

Na resposta adaptativa, a resposta ¢ citotoxica e também humoral. Eliminar as células que estdo
infectadas com o virus, e gerar anticorpos contra o mesmo (vamos deixar a resposta humoral
para mais tarde). O linfécito T citotdxico € o CD8. Agora faz sentido, sim? Para que CDS8 possa
reconhecer antigenos de um patdgeno intracelular, ele precisa que peptideos do patdogeno sejam
apresentados. E a via de apresentacdo de proteinas intracelulares ¢ a via de classe I, por isso a
especificidade entre CD8 e MHC-I.

Importante lembrar que, além dos virus, ha outros tipos de patdgenos intracelulares. Vocé

consegue pensar em algum?



3. Que células apresentam antigenos pela via de MHC-1?
Todas as células nucleadas apresentam antigenos pela via de classe 1. A razdo € que
potencialmente qualquer célula pode ser alvo de um patégeno intracelular, principalmente os

virus.

4. Que células apresentam antigenos pela via de MHC-II?
As células que expressam e apresentam antigenos pela via de MHC-II sdo apenas as

apresentadoras de antigeno profissionais. Essas sdo as células dendriticas, os macrofagos, e os

linfocitos B. E lembrem, MHC-II apresenta peptideo para célula T CD4.

Entdo as CD4 nao sdo citotoxicas? Nao, em geral as CD4 nido sdo citotdxicas. Elas sdo chamadas
de células auxiliares (do inglés helper, abreviadas em CD4 Th). Essas células, quando ativadas,
secretam citocinas. Essas citocinas tém efeito sobre outras células, muitas vezes elementos da
resposta inata, que exercem o mecanismo efetor. Importante, dependendo do estimulo, durante a
ativagdo, as células CD4 podem sofrer diferentes processos de diferenciacdo. Isso ¢ muito, muito
importante. Através da secrecao de citocinas e outros sinais bioquimicos, as células CD4
“orquestram” as respostas adaptativas. Entdo elas precisam ser capazes de induzir a resposta
mais eficiente para o patdgeno que esta infectando o organismo naquele momento. Isso acontece
tanto por estimulo das células apresentadoras de antigenos, como sinais do microambiente onde

estd acontecendo a infec¢do (Figura 3).
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Figura 3. Linfocitos T CD4 sdo centrais na modulagio de respostas adaptativas

Células apresentadoras de antigeno profissionais.

Novamente, células dendriticas, macréfagos e linfocitos B apresentam antigenos por MHC-I1

(também por MHC-I, como todas as outras células nucleadas). As células dendriticas e os

macrofagos tém capacidade de fagocitar, pinocitar, endocitar desde moléculas até organismos do

meio, processa-los e apresenta-los pela via de classe II (Figura 2). Porém, linfécitos B ndo sdo

fagdcitos. Mas através do BCR, ligado ao seu antigeno especifico, ¢ capaz de internalizar

moléculas, macromoléculas e até fragmentos de patogenos, processa-los e apresenta-los pela via

de MHC-II para linfocitos T CD4. Isso ¢ importante uma vez que os linfocitos T CD4 ativados

fornecem sinais essenciais para a resposta de linfocitos B. Veja na tabela abaixo, as principais

caracteristicas de células apresentadoras de antigenos profissionais (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas de células apresentadoras de antigeno profissionais.
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macrofagos
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++
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Baixa nos tecidos
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(processados em
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Peptideos, antigenos

virais, alérgenos
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intracelulares e

extracelulares

Antigenos soluveis,

toxinas, virus

Localizagao

Tecidos linfoides,
conectivo, epitélios
(pele e mucosas). —
capacidade de migragdo

apos maturagao.

Tecidos linfoides,
conectivos, mucosas,
orgaos especificos no

de células residentes

Tecidos linfoides e

sangue periférico




Finalmente, vamos falar um pouco de linfocitos B. Linfécitos B expressam como receptor de
antigeno, o BCR. E 0 BCR, como dito anteriormente, pode reconhecer uma gama variada de
moléculas. O BCR liga-se diretamente ao antigeno, e se a sinalizagdo for adequada, essas células
J& podem comecar a produzir anticorpos (resposta timo-independente). Porém, se essas células
conseguirem apresentar o antigeno em questao para linfocitos T, elas podem melhorar o tipo e
qualidade de anticorpo, para melhor adequar o anticorpo secretado ao tipo de patégeno (resposta

timo-dependente).

Agora que todos os elementos estdo apresentados. Vamos falar um pouco sobre ativacdo. A
ativagdo de linfocitos precisa, obrigatoriamente, de pelo menos 2 sinais (isso ¢ verdade tanto para

T como para B). Os dois sinais sdo: antigeno e coestimulo. Lembranga sobre antigenos:

Linfocitos T — receptor TCR reconhece peptideos apresentados por MHC (classe I ou II)
CD4 — MHC-II/ CD8 — MHC-I

Linfécitos B — receptor BCR reconhece antigenos soluveis, de variadas caracteristicas quimicas.

5. O que ¢ coestimulo? De onde vem e para que serve?

Vocés lembram que nos 6rgaos linféides primarios hd mecanismos para eliminar clones de
linfocitos autoreativos, ou no timo para geracao de linfocitos T reguladores, caso eles
reconhegam antigenos proprios. Isso ¢ chamado de tolerancia central. Mas, qual a chance de que
todo e qualquer linfécito autoreativo seja, de fato eliminado? Mais ainda, e antigenos
alimentares? Ou antigenos da microbiota (microorganismos nao patogénicos que vivem no nosso
organismo)?

Para lidar com isso, existe um mecanismo de tolerancia chamado tolerancia periférica. Ou seja,
que acontece nos tecidos periféricos. Nos veremos mais detalhes sobre tolerancia mais para
frente, no curso, mas ¢ importante agora pensar em como o sistema adaptativo consegue decidir
sobre responder ou ndo a um antigeno que seja reconhecido por um BCR ou TCR. Se o antigeno
vier acompanhado de coestimulo, ha resposta. Se ndo houver coestimulo, mesmo que o antigeno

seja reconhecido, ndo havera resposta. Havera anergia.



6. O que ¢ anergia?

Anergia ¢ auséncia de resposta contra um antigeno.

Mas voltando a pergunta 5, sabemos para que precisamos de coestimulo, vimos na tabela 1 que
as células apresentadoras de antigenos profissionais podem expressar essas moléculas, mas o que
sdo elas? Sdo moléculas de superficie que se ligam e ativam conjuntos de receptores, expressos
nos linfocitos e que ativam vias de sinalizagdo que modulam o sinal do TCR ou BCR. Ha

familias de coestimulares e receptores, como indicado na Figura 4.

Familias de moléculas co-estimuladoras/inibidoras

B7 family TNFR ligand family family
it ,

OX40L 4-1BBL

ICOS-L  PD-L1 PD-L2 LIGHT CD70

" PD1 BTLA HVEM po7 oy
CD28 4-18B GG
i T-cell SLAM

I It 1 H |
, i it 1

Disulphide link CD28 family TNFR family CD2
family

O Cysteine-rich domain

Figura 4. Familias de coestimulares, expressos em células apresentadoras de antigenos (amarela),

e seus receptores nos linfocitos T (azul).

Importante aqui, e novamente, referindo a tabela 1 — nem sempre as moléculas coestimuladoras
sdo expressas. Quando elas sdo expressas? Elas sdo expressas quando as células apresentadoras
de antigenos sdo ativadas por padrdes moleculares associados a patdogenos ou danos, algumas
citocinas, e sinais inflamatérios. Ou seja, na presenca de dano tecidual ou infecgdo, as células
apresentadoras apresentam um sinal de perigo, junto com o antigeno para ativar os linfocitos T.
E os linfécitos B? Eles também precisam de coestimulo, eles mesmos expressam os receptores

para padrdes moleculares e citocinas, além também de receptor para proteinas do sistema



complemento que podem opsonizar patégenos ou fragmentos dos mesmos e que ativam o

linfocito B, juntamente com o sinal do antigeno reconhecido pelo BCR.

A ativagdo de linfocitos envolve também sinalizacdo por moléculas que definam o perfil da
resposta. Como mencionado acima, resposta a patégenos intracelulares deve incluir respostas
citotoxicas. Mas e se os patogenos forem extracelulares? Fagocitos e sistema complemento sdo
bons mecanismos de resposta. E os linfocitos T CD4, através de citocinas especificas,
conseguem sinalizar diretamente para essas c¢lulas, ou para outras, para recrutar e ativar
fagdcitos, por exemplo.

Entdo, para ativagdo de linfocitos estamos pensando em, pelo menos 3 sinais: antigeno,

coestimulo, citocinas (as outras moléculas também, como metabolitos).

Uma parte essencial da ativagdo de linfocitos ¢ um processo chamado expansdo clonal.

7. O que € expansao clonal?

A expansao clonal ¢ a proliferacdo do linfocito que reconheceu e foi ativado por um antigeno. Na
Figura 5, eu represento para vocés linfocitos B, por exemplo. Cada cor representa um BCR com
especificidade diferente. Entdo, nessa mistura de células, tem células que podem reconhecer
diferentes antigenos. Suponham que eu adiciono um antigeno que ¢ capaz de ativar o BCR da
célula azul (juntamente com o restante dos sinais necessarios para ativagdo). Apenas a célula azul
vai proliferar. As outras continuardo quiescentes, porque seus receptores BCR ndo reconhecem o
antigeno azul. Entdo temos uma expansao clonal — apenas o clone que reconhece o antigeno

prolifera.



ANTIGEND Y

Figura 5. Expansao clonal. Uma populagdo de linfocitos pode ser exposta a um antigeno. Porém,
somente o clone que reconhece o antigeno vai proliferar. Os outros clones continuarao

quiescentes.

Fica claro, portanto, que o sinal que leva a ativacao de linfocitos precisa ser mitogénico, para
garantir proliferacdo celular, e tem que levar a um processo de diferenciagdo para que a célula

possa assumir a funcdo necessaria para a resposta requerida.

A ativagdo de linfocitos T e B usa vias de sinalizacdo relativamente similares, porém na
membrana, o processo ¢ diferente. Lembre-se que o linfocito T precisa de apresentacao de
antigenos e o B ndo.

No caso dos linfocitos T, a ativagdo requer a forma¢ao de uma sinapse imunolodgica na superficie
de contato entre a célula apresentadora e o linfocito T (Figura 6). O que precisa estar na sinapse?
Do lado da célula apresentadora — MHC contendo um peptideo cognato, moléculas
coestimuladoras, moléculas de adesdao. Do lado do linfocito T — o complexo TCR, CD4 ou CD8,
receptor para coestimulo, moléculas de adesdo. As moléculas de adesdo sdo importantes para
estabilizar a sinapse, uma vez que a interagdo TCR com MHC/peptideo ¢ de relativamente baixa
afinidade.
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Figura 6. Sinapse imunolégica. Em verde estd a célula apresentadora de antigeno, em rosa, o
linfocito T. B7-1 e B7-2 sdo moléculas coestimuladoras, e CD28 ¢ o receptor para essas
moléculas. Note uma estrutura chamada ITAM — do inglés Immune-receptor-Tyrosine-based-
Activation-Motif. Sdo sequéncias intracelulares presentes nas moléculas CD3 e cadeia zeta que
sempre estdo associadas ao TCR (a porcao intracitoplasmatica do TCR ¢ muito curta e incapaz
de passar sinais para a célula, por isso ¢ sempre necessaria a presenca das moléculas assessorias,

CD3 e cadeia zeta, que contém dominios de ativagdo, por fosforilagdo de residuos de tirosina).

O complexo TCR ativa vérias vias de sinalizagdo, e o receptor de coestimulo, CD28 ativa a via

de PI3K. E essa sinalizacdo vai ser suficiente para ativar o linfocito.

No caso dos linfécitos B, o BCR liga diretamente ao antigeno. Com isso, sinais de coestimulo
devem estar presentes associados ao antigeno ou vindos do ambiente. Na Figura 7 vemos uma
situagdo de coestimulo associado ao antigeno, no formato de opsonizagdo pelo sistema

complemento.
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Figura 7. Ativagdo de linfocitos B timo-independente. A IgM ¢ a imunoglobulina ou BCR que
liga no antigeno que esta opsonizado por proteinas do sistema complemento, que ligam o
receptor CR2. Esse receptor passa o sinal de ativagdo para CD19 que por sua vez ativa a via de
PI3K. O BCR, como o TCR tem porcao intracitoplasmatica muito curta, e por isso também
precisa de moléculas assessorias Iga e Igf}, que contém dominios de ativagdo ITAM. As vias

ativadas pelo BCR sao semelhantes com as ativadas pelo TCR, com algumas diferencas.

Nessa primeira ativacao, os linfocitos B proliferam e secretam, principalmente uma

imunoglobulina denominada IgM. Apds essa primeira ativacao, esse linfocito pode apresentar o

antigeno em questdo para linfocitos T CD4, que por sua vez irdo secretar citocinas e sinalizar

com a molécula CD40L para levar a processos chamados troca de isotipo e maturagao de

afinidade no linfocito B.
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