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Resumo 

Marguti, I. Efeito das células dendríticas na geração de células T CD4+CD25+Foxp3+. 

Dissertação (Mestrado em Imunologia) � Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2007.  

 

As células dendríticas (DCs) são as principais células apresentadoras de antígeno do 

sistema imune. No entanto, trabalhos recentes têm demonstrado seu envolvimento na 

manutenção da tolerância imunológica, possivelmente por suas interações com a população 

de células T CD4+CD25+Foxp3+. Estas células possuem reconhecida capacidade de 

suprimir respostas imunes. Neste estudo avaliamos as alterações ocorridas na população de 

células CD4+CD25+Foxp3+ após co-cultura de células de linfonodo com DCs derivadas de 

células da medula óssea de camundongos BALB/c na presença ou ausência de células 

alogênicas em apoptose. A análise das DCs obtidas demonstrou que elas possuem 

características fenotípicas e funcionais compatíveis com as descritas na literatura. As 

citocinas produzidas por elas também foram analisadas e nossos resultados demonstram 

que a produção de IL-10, IL-12 e TNF-α ocorre apenas quando as DCs são ativadas por 

LPS. Por sua vez, tanto as DCs imaturas quanto as ativadas por LPS produzem TGF-β. 

Após o co-cultivo das DCs com células de linfonodo observamos aumento da população de 

linfócitos T CD4+CD25+Foxp3+ de maneira independente do estado de ativação das DCs ou 

da presença de aloantígenos. Apesar do aumento em todas as condições experimentais 

analisadas, notamos que este foi maior quando DCs imaturas foram incubadas com 

antígenos alogênicos. Em todas as condições experimentais em que foi verificado aumento 

na população de células CD4+CD25+Foxp3+ foi também verificada a presença de TGF-β. 

Estes resultados podem indicar uma correlação entre a presença desta citocina e o aumento 

na população CD4+CD25+Foxp3+.  Para avaliar a contribuição das células T CD4+CD25+ no 

aumento da população de células CD4+CD25+Foxp3+, a primeira foi depletada antes do 

início da co-cultura entre células de linfonodo e DCs. Neste caso, observamos um aumento 

na população de células CD4+CD25+Foxp3- quando as DCs são previamente incubadas com 

aloantígeno. Nossos dados demonstram também que nesta situação o aumento na 

população de células CD4+CD25+Foxp3+ é menor. Tomados em conjunto, estes dados 

demonstram que após a co-cultura de células de linfonodo com DCs há um aumento da 

população de células T CD4+CD25+Foxp3+. Nossos dados também sugerem que este 

aumento é decorrente da proliferação desta população celular e não da geração destas 

células a partir de células T CD4+CD25+Foxp3-. 

Palavras-chave: Tolerância Imunológica. Células dendríticas. Células T reguladoras. 

Apresentação de antígenos. Foxp3. 



 

Abstract 

Marguti, I. Effect of dendritic cells on the generation of CD4+CD25+Foxp3+ T cells. Thesis 

(Immunology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2007. 

Dendritic cells (DCs) are the most important antigen-presenting cells of the immune system. 

However, recent works have also implicated DCs in the maintenance of immunologic 

tolerance, possibly through its interactions with CD4+CD25+Foxp3+ T lymphocytes. These 

cells are known for their regulatory capacity. In this study we evaluated the changes in the 

CD4+CD25+Foxp3+ T cell population from BALB/c mice after co-culture of lymph-node cells 

with syngeneic DCs derived from bone marrow cells in the presence or absence of allogeneic 

apoptotic cells. Characterization of the DC population regarding the expression of surface 

markers and the capacity of T cell stimulation show that they have similar properties as the 

ones described in the literature. Mature, but not immature DCs produced considerable 

amounts of IL-10, IL-12 and TNF-α. TGF-β was produced by both, immature and activated 

DCs. Our results show an increase in the CD4+CD25+Foxp3+ T cell population after co-

culture of lymph-node cells with DCs. This increase occurs regardless of the activation state 

of DCs and the presence of alloantigens; however it was greater when immature DCs were 

previously pulsed with aloantigens. In all experimental settings where the CD4+CD25+Foxp3+ 

population increased we also noticed the presence of TGF-β. These data suggest a 

correlation between the presence of this cytokine and the increase in the CD4+CD25+Foxp3+ 

population. We also cultured lymph node cells from naïve BALB/c mice depleted of 

CD4+CD25+ T cells with DCs. In this setting we observed an increase in the 

CD4+CD25+Foxp3- T cell population. Moreover, we observed a smaller increase in the 

CD4+CD25+Foxp3+ T cell population. Taken together, our data show that the 

CD4+CD25+Foxp3+ T cell population expands after co-culture of lymph-node cells with DCs 

suggesting that expansion is due to the proliferation of the this cells population rather than 

conversion of CD4+CD25+Foxp3- into CD4+CD25+Foxp3+ cells.  

Key words: Immunologic Tolerance. Dendritic cells. Regulatory T cells. Antigen 

presentation. Foxp3. 
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1. Introdução 

 

Em meados da década de 70 pesquisadores do laboratório de Zanvil Cohn descreveram 

uma nova população de células presentes no baço e linfonodos de camundongos. Tais 

células possuíam características morfológicas e funcionais que as diferenciavam de outras 

células presentes nesses órgãos. Os pesquisadores caracterizaram-nas baseando-se em 

aspectos como a morfologia, localização in vivo, quantidade de células em diferentes órgãos 

linfóides periféricos e suas propriedades funcionais, e denominaram-nas células dendríticas 

(DCs, do inglês dendritic cells) (Steinman et al, 1973; Steinman et al, 1974a; Steinman et al, 

1974b, Steinman et al, 1975). Desde então as DCs passaram a receber cada vez mais a 

atenção de pesquisadores e a ocupar um lugar de destaque na pesquisa em imunologia. 

Este interesse pode ser demonstrado claramente quando observamos a evolução no 

número de trabalhos publicados sobre as células dendríticas desde sua descrição inicial 

(figura 1). 
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Figura 1. Número aproximado de publicações relacionadass com células dendríticas publicados
ano a ano a partir de sua descrição original. O gráfico é baseado em busca realizada no PubMed
(www.pubmed.com) utilizando-se os termos �dendritic cells� e �immunology�. (Adaptado de 
Trinchieri, 2007)  
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As células dendríticas podem ser subdivididas em diferentes subpopulações, que possuem 

como característica fenotípica comum a expressão da  molécula CD11c.  As principais 

diferenças fenotípicas entre as subpopulações de células dendríticas são a expressão 

diferencial dos marcadores CD11b, CD8 e B220. As DCs que expressam B220 apresentam 

quantidades intermediárias da molécula CD11c em sua superfície, e são denominadas 

�células dendríticas plasmacitóides� (pDCs). As DCs caracterizadas pela alta expressão de 

CD11c são denominadas �células dendríticas convencionais� (cDC) e subdivididas, em 

células CD8 positivas e CD8 negativas, sendo que as células CD8 negativas expressam a 

molécula CD11b. Há ainda populações de DCs caracterizadas pela expressão de CD4, 

concomitante ou não, com a expressão de CD8. No entanto, essa subpopulação é menos 

estudada, sendo os subtipos de cDCs geralmente divididos somente em CD8 positivas ou 

negativas. As diferentes subpopulações de células dendríticas apresentam, além das 

diferenças fenotípicas, algumas diferenças funcionais e em seu desenvolvimento (Shortman 

& Liu, 2002; Shortman & Naik, 2007).  

A ontogenia das células dendríticas plasmacitóides parece ser distinta da ontogenia das 

células dendríticas convencionais. Evidências demonstram uma divergência em algum ponto 

da ontogenia destas células que gera precursores específicos de pDCs, incapazes de gerar 

cDCs. Alguns fatores de transcrição têm sido implicados no desenvolvimento das pDCs. 

Estudos em camundongos manipulados geneticamente para expressar quantidades 

diminuídas do fator de transcrição Ikaros em suas células hematopoieticas demonstraram 

que, nestes animais as pDCs não completam todo seu programa de desenvolvimento 

apesar de precursores inicias serem encontrados na medula óssea. Estes camundongos, 

portanto, apresentam números normais de cDCs e números reduzidos de pDCs (Allman et 

al, 2006). Por outro lado, camundongos deficientes no regulador de transcrição IRF-1 

apresentam um aumento da população de pDCs e uma diminuição na população de cDCs 

(Gabriele et al, 2006). Estes estudos indicam que a geração de pDCs ocorre por vias de 



Introdução                                                                                                                  Ivo Marguti 
___________________________________________________________________________ 

 

 16

desenvolvimento e possui necessidades, pelo menos em parte, diferentes das requeridas 

para a geração de cDCs. 

Apesar das pDCs possuírem a capacidade de apresentar antígenos e estimular respostas 

imunes adaptativas, como as observadas nas cDCs, estas células possuem propriedades 

funcionais que as diferem das últimas. Estas propriedades estão associadas à expressão 

diferencial de receptores do tipo Toll (TLR do inglês, Toll-Like Receptors) entre os diferentes 

subtipos de DCs. As pDCs expressam quantidades significativamente maiores de TLR-7 e 

TLR-9 do que as cDCs, o que as torna especializadas no reconhecimento de ácidos 

nucléicos derivados de patógenos, especialmente ácidos nucléicos virais. A ativação dos 

TLR-7 e -9, pela ligação com seus agonistas, nas pDCs induz a produção de grandes 

quantidades de interferons do tipo I, citocinas envolvidas na proteção contra infecções virais. 

Devido a estas características as pDCs são reconhecidas como células envolvidas na 

proteção contra este tipo de infecção (Ito et al, 2005; Cao & Liu, 2007). 

Em relação ao desenvolvimento das células dendríticas convencionais existe uma maior 

quantidade de dados na literatura, possibilitando um entendimento mais amplo de sua 

ontogenia. No início da década de 90 Ardavin e cols. (1993) demonstraram pela primeira vez 

que as células dendríticas presentes no timo podiam ser geradas a partir de precursores 

linfóides. Neste trabalho, foi demonstrado também que aproximadamente 60% das DCs 

derivadas de precursores linfóides expressavam a molécula CD8. Convencionou-se, então, 

chamar as células dendríticas caracterizadas pela expressão de CD8 de �células dendríticas 

linfóides�, enquanto as caracterizadas pela expressão de CD11b foram denominadas 

�células dendríticas mielóides�.  

No entanto, uma série de experimentos posteriores acabou por enfraquecer a tese de que 

as células dendríticas derivadas de progenitores linfóides eram caracterizadas pela 

expressão de CD8. Experimentos realizados por Bjorck e cols. (1998) demonstraram vias 

comuns de desenvolvimento entre linfócitos B e células dendríticas, reforçando a idéia de 
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que as células dendríticas podem ser obtidas a partir de precursores linfóides. Todavia, 

estas células não expressavam a molécula CD8 em sua superfície. Traver e cols. (2000) 

demonstraram, por sua vez, que uma população purificada de precursores mielóides ao ser 

transferida para camundongos congênicos irradiados dava origem a DCs que expressavam 

CD8 e a DCs que não expressavam esta molécula.  Mais, os autores demonstraram que 

todas as células dendríticas derivadas de precursores mielóides encontradas no timo 

expressavam CD8, enquanto no baço encontravam-se células dendríticas CD8 positivas e 

CD8 negativas. Subseqüentemente, os trabalhos de Manz e cols. (2001) e Wu e cols. (2001)  

confirmaram estes resultados indicando que a expressão de CD8 não pode ser utilizada 

para determinar qual precursor, linfóide ou  mielóide, deu origem a qual subtipo de DC. 

Atualmente, a tese mais aceita é de que ambos precursores, linfóide e mielóide, podem dar 

origem a todos os subtipos de células dendríticas encontradas em camundongos naïve. 

A demonstração de que tanto precursores linfóides como mielóides podem dar origem aos 

diferentes subtipos de DCs incentivou pesquisadores a buscar precursores tardios de 

células dendríticas já comprometidos com a geração das diferentes sub-populações.  Naik et 

al (2006) demonstraram que no baço de camundongos naïve pode-se encontrar populações 

celulares comprometidas com a geração das diferentes subpopulações de células 

dendríticas. Uma análise fenotípica detalhada demonstrou que estas células eram 

caracterizadas fenotipicamente como CD11cintCD4-CD8-MHCII-. Esta população foi ainda 

subdividida quanto à expressão da molécula CD24. Ensaios posteriores demonstraram que 

a população CD24high gerava especificamente DCs que expressavam CD8, enquanto a 

população CD24low gerava exclusivamente células que não expressavam CD8.  

As semelhanças no desenvolvimento de DCs e macrófagos também têm sido estudadas. 

Fogg e cols. (2006) demonstraram que o mesmo progenitor presente na medula óssea de 

camundongos pode dar origem a células dendríticas e a macrófagos. Os autores 

identificaram este progenitor fenotipicamente como CX3CR1+CD117+Lin-. Estas células ao 
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serem tratadas, in vitro, com fator estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF) deram 

origem a populações de macrófagos, enquanto o tratamento com fator estimulador de 

colônia de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) deu origem a células dendríticas. Para 

determinar se este fenômeno se repetia in vivo os autores inocularam células  

CX3CR1+CD117+Lin- purificadas em camundongos. Quando estas células foram 

recuperadas, observou-se que elas haviam gerado DCs e macrófagos, mas não outras 

populações celulares. Estes dados confirmaram os dados obtidos in vitro pelos autores e 

demonstraram que o mesmo progenitor presente na medula óssea, quando submetido a 

diferentes estímulos, pode originar DCs e macrófagos. 

Os trabalhos citados acima tratam da geração de células dendríticas encontradas em 

órgãos linfóides, especialmente no baço, de animais livres de doença ou inflamação. Por 

outro lado, estudos com enfoque em DCs geradas em condições inflamatórias têm 

demonstrado que monócitos podem dar origem a DCs, reforçando a hipótese de uma 

relação próxima entre estas e os macrófagos. Utilizando um modelo de inflamação de pele 

Ginhoux e cols. (2006) demonstraram que células de Langerhans, um subtipo específico de 

células dendríticas presentes na epiderme, podem ser geradas a partir de monócitos. Naik et 

al (2006) utilizando um protocolo de inflamação dependente da produção de GM-CSF, que 

consiste na imunização de animais com albumina bovina metilada emulsificada em 

Adjuvante Completo de Freund e posterior desafio destes animais com o mesmo antígeno, 

demonstraram que monócitos podem dar origem a DCs no baço. Os autores sugerem que 

as células dendríticas obtidas a partir de monócitos em condições inflamatórias são 

semelhantes às DCs obtidas in vitro pelo cultivo de células de medula óssea na presença de 

GM-CSF.  

Além de poderem ser distinguidas quanto às subpopulações, as células dendríticas podem  

ser diferenciadas quanto ao seu estado de ativação. Na ausência de sinais inflamatórios ou 

infecção, as DCs possuem um fenótipo caracterizado pela baixa expressão de moléculas do 

complexo de histocompatibilidade principal de classe II (MHC II) e das moléculas co-
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estimuladoras como CD80, CD86 e CD40. Quando sinais inflamatórios estão presentes ou 

as DCs são expostas a componentes derivados de patógenos, como o lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS) ou RNA dupla fita, seu fenótipo sofre uma alteração significativa, com um 

aumento na expressão de MHC II e moléculas co-estimuladoras (Guermonprez et al, 2002).  

As DCs presentes nos tecidos possuem uma alta capacidade de capturar antígenos e 

apresentam baixa expressão de moléculas co-estimuladoras, sendo denominadas células 

dendríticas imaturas. Quando neste estado de ativação, as DCs são pobres estimuladoras 

de respostas de células T. Quando componentes derivados de patógenos ou sinais 

inflamatórios estão presentes, as células dendríticas sofrem um processo denominado 

maturação, compreendendo mudanças funcionais e fenotípicas. As DCs são então ditas 

células dendríticas maduras e tornam-se capazes de estimular respostas de células T 

(Guermonprez et al, 2002). Quando maduras as DCs diminuem sua capacidade de capturar 

antígenos e migram para os linfonodos. Durante o processo de maturação a expressão do 

receptor de quimiocina CCR6 diminui, ao passo que a expressão do receptor CCR7 

aumenta. A quimiocina MIP-3β, ligando-se ao CCR7, guia a migração das DCs maduras 

para os linfonodos e sua fixação nas áreas de células T (Dieu et al, 1998). Dessa forma, o 

processo de maturação das células dendríticas integra-se ao processo de migração das 

mesmas em direção às áreas T dos linfonodos, fazendo com que a probabilidade do 

encontro com um linfócito T antígeno-específico aumente.  

A primeira descrição das propriedades funcionais das células dendríticas foi feita por 

Steinman e Witmer (1978). Neste trabalho, os autores demonstraram que a capacidade de 

células esplênicas induzirem proliferação de linfócitos alogênicos em uma cultura 

leucocitária mista era dada principalmente pelas DCs contidas neste órgão. Além disso, foi 

demonstrado que células dendríticas purificadas eram capazes de, sozinhas, estimular a 

proliferação de células T alogênicas de maneira muito mais potente do que outras 

populações celulares presentes no baço. A partir de então, um grande número de trabalhos 
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visando caracterizar os mecanismos pelos quais as células dendríticas eram capazes de 

estimular o desenvolvimento de respostas imunes adaptativas foi publicado. 

Inaba e cols. (1983) demonstraram que a capacidade de linfócitos B produzirem anticorpos 

anti-hemácias de carneiro, in vitro, era dependente da presença de células dendríticas na 

cultura. Linfócitos B cultivados em condições em que apenas linfócitos T e hemácias de 

carneiro estavam presentes não eram capazes de produzir anticorpos contra as hemácias. 

No entanto, a adição de números crescentes de células dendríticas às culturas restabeleceu 

a capacidade de produção de anticorpos pelos linfócitos B. O mesmo grupo demonstrou 

posteriormente  (Inaba et al, 1984) que as células dendríticas formavam aglomerados com 

linfócitos T naïve e que a formação destes aglomerados estava ligada à capacidade única 

das DCs em estimular estes linfócitos.  

Outros trabalhos envolvendo a capacidade das DCs em gerar respostas imunes efetivas 

foram realizados utilizando-se linfócitos T CD8 como células respondedoras. Inaba et al 

(1987), utilizando como modelo experimental culturas leucocitárias mistas realizadas com 

subpopulações específicas de linfócitos T, demonstraram que DCs são capazes de formar 

aglomerados com linfócitos T CD8 de maneira semelhante aos formados entre DCs e 

linfócitos T CD4. Os autores demonstraram também que os linfócitos T CD8 podiam ser 

ativados pelas DCs na ausência de ajuda provida pelos linfócitos T CD4. Utilizando-se um 

modelo experimental de infecção com o vírus Influenza, Macatonia e cols. (1989) 

demonstraram que DCs infectadas com o vírus, in vitro ou in vivo, eram capazes de 

estimular a geração de uma resposta citotóxica específica.  

O trabalho de Macatonia e cols. (1989) demonstra que DCs isoladas de órgãos linfóides 

de animais infectados com o vírus Influenza são capazes de estimular linfócitos T, 

demonstrando assim que a captura de antígenos pelas DCs in vivo é importante para o 

desenvolvimento de uma resposta imune efetiva. Subseqüentemente, Crowley et al (1990) 

demonstraram que após a injeção de antígenos protéicos em camundongos, por via 

intravenosa ou intraperitoneal, as DCs esplênicas eram as principais células que 
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carregavam fragmentos imunogênicos em sua superfície. Além disso, foi demonstrado que 

estas células, quando isoladas, eram capazes de gerar uma resposta de linfócitos T CD4 in 

vitro. Utilizando o procedimento inverso, isto é, incubando-se DCs isoladas do baço de 

camundongos naïve in vitro com antígenos protéicos e injetando-se estas células em 

camundongos, o mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que as DCs foram capazes 

de induzir a geração de uma resposta imune  específica e restrita pelo MHC in vivo (Inaba et 

al, 1990). 

A capacidade das DCs produzirem citocinas é um fator importante para sua habilidade 

ímpar de induzir a geração de imunidade adaptativa. As citocinas produzidas pelas DCs 

tornam-se parte do microambiente em que a resposta imune se desenvolve e podem alterá-

la significativamente, sendo inclusive classificadas por alguns autores como o �terceiro sinal� 

capaz de guiar o desenvolvimento das propriedades efetoras dos linfócitos T naïve (Reis e 

Sousa, 2006). Spörri e Reis e Sousa (2005) demonstraram, de maneira muito elegante, que 

células dendríticas caracterizadas fenotipicamente como maduras mas que não produzem 

IL-12, são capazes de induzir a proliferação de linfócitos T naïve. Porém, os linfócitos 

estimulados são incapazes de realizar suas funções efetoras. Por outro lado, células 

dendríticas capazes de produzir altas quantidades de IL-10 podem induzir a geração de 

linfócitos T produtores de IL-10 e com propriedades supressoras (Wakkach et al, 2003; 

Svensson et al, 2004). 

A apresentação cruzada de antígenos é um processo realizado exclusivamente por DCs. 

Neste processo, antígenos exógenos são capturados pelas DCs e apresentados via MHC de 

classe I para  linfócitos T CD8. A capacidade de realizar este processo parece ser a principal 

diferença funcional entre os dois principais subtipos de células dendríticas convencionais. 

Estudos realizados por den Hann e cols. (2000) demonstraram , in vivo, que apenas as DCs 

CD8+ são capazes de apresentar antígenos via MHC de classe I após a aquisição dos 

mesmos a partir do meio extracelular. Esta capacidade é dependente da ação da proteína 

TAP (do inglês, Transporter Associated with Antigen Presentation), responsável pelo 
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transporte de peptídios presentes no citosol para o interior do retículo endoplasmático onde 

os mesmos se ligarão às moléculas de MHC de classe I. De maneira interessante, este fato 

não se deve a diferenças na  capacidade de captura de antígeno pelos diferentes subtipos 

de células dendríticas (den Haan et al, 2000; Schnorrer et al, 2006) nem à forma do 

antígeno (solúvel ou particulado) (Pooley et al, 2001; Schnorrer et al, 2006). 

Recentemente, foi demonstrado que as diferenças observadas entre as células dendríticas 

CD8+ e CD8- na realização da apresentação cruzada se correlaciona com diferenças na 

expressão de proteínas envolvidas nas diferentes vias de apresentação de antígeno. 

Enquanto as DCs CD8- expressam grandes quantidades de moléculas envolvidas na 

apresentação de antígeno por via do MHC de classe II, as células dendríticas CD8+ 

expressam grandes quantidades de moléculas envolvidas na apresentação de antígeno por 

via do MHC de classe I (Dudziak et al, 2007). Estes dados oferecem uma explicação 

molecular para a diferença funcional observada entres estes subtipos de DCs. 

Apesar de intrinsecamente relacionadas com a geração de respostas imunes adaptativas, 

as células dendríticas possuem também um papel essencial na indução e manutenção de 

tolerância. A presença de células dendríticas com capacidade de apresentação de antígeno 

no timo, observada em 1986 por Kyewski et al, sugeria o envolvimento destas células nos 

processos de seleção de linfócitos T. Posteriormente, demonstrou-se que a expressão de 

antígenos especificamente por DCs no timo, era capaz de induzir a seleção negativa de 

timócitos em desenvolvimento (Brocker et al, 1997). Recentemente, foi demonstrado, de 

maneira surpreendente, que DCs presentes na periferia podem migrar para o timo e induzir 

a deleção de clones de linfócitos T em desenvolvimento reativos ao antígeno apresentado 

por estas DCs (Bonasio et al, 2006). 

O papel das células dendríticas na indução de células T com capacidade supressora e seu 

papel na manutenção da tolerância periférica têm sido demonstrado em diferentes modelos 

experimentais, tanto in vitro quanto in vivo. Células dendríticas tratadas com IL-10 perdem a 

capacidade de maturação e são capazes de induzir anergia em linfócitos T CD4 
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aloespecíficos (Steinbrink et al, 1997). Steinbrink et al (1999) demonstraram também que 

DCs tratadas com IL-10 são capazes de induzir anergia em clones de linfócitos T CD8 

específicos para antígenos de melanoma. Jonuleit e cols. (2000) demonstraram que a 

estimulação repetida de linfócitos T com DCs alogênicas imaturas pode induzir a geração de 

linfócitos T com propriedades reguladoras, secretores de IL-10 e com baixa capacidade 

proliferativa. Cultivando células dendríticas a partir de precursores da medula óssea na 

presença de IL-10 Wakkach e cols. (2003) obtiveram um subtipo de célula dendrítica 

caracterizada pela alta expressão de CD45RB. Estas células foram também identificadas in 

vivo. Funcionalmente, essas DCs foram caracterizadas pela secreção de altos níveis de IL-

10 e pela capacidade de induzir células T reguladoras do tipo 1 (Tr1), capazes de regular 

respostas imunes de forma antígeno específica.  

As células dendríticas possuem também a capacidade de induzir a morte de clones 

reativos na periferia. Células dendríticas CD8+ imaturas que tenham capturado células 

mortas que haviam incorporado o antígeno ovalbumina, são capazes de induzir a deleção 

de clones de linfócitos T CD8+ reativos à ovalbumina (Liu et al, 2002). Resultados 

semelhantes foram obtidos quando se utilizou um peptídio acoplado a um anticorpo 

monoclonal dirigido contra a proteína de membrana DEC-205, expressa por DCs CD8+. 

Neste modelo experimental, observou-se a deleção tanto de clones de linfócitos T CD4 

quanto de clones de linfócitos T CD8 (Hawiger et al, 2001; Bonifaz et al, 2002). De maneira 

interessante, em todos os trabalhos o tratamento com anticorpo agonista anti-CD40, capaz 

de ativar as DCs, impedia a deleção dos clones auto-reativos e, ao contrário, induzia a 

ativação dos mesmos. Estes resultados implicam o estado de maturação das DCs como 

fator importante na regulação da tolerância periférica. 

Os estudos citados acima demonstram que as DCs podem estar envolvidas na regulação 

da resposta imune alterando o comportamento das células T, seja deletando-as, tornando-

as anérgicas ou altas produtoras de IL-10. No entanto, as interações entre DCs e células T 
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reguladoras (Treg), caracterizadas pela expressão das moléculas  CD4, CD25 e do fator de 

transcrição Foxp3, começaram a ser estudadas apenas recentemente. 

Evidências da existência de células T com capacidade reguladora/supressora remontam 

ao final da década de 1960. A observação de que células T originárias do timo 

apresentavam capacidade supressora foi feita em 1969 por Nishizuka e Sakakura. Estes 

pesquisadores observaram que após timectomia neonatal, camundongos fêmeas 

desenvolviam atrofia dos ovários. Mais, observou-se que a reconstituição do timo nesses 

animais alguns dias depois foi capaz de prevenir a doença. Esses estudos permitiram 

concluir que células derivadas do timo eram responsáveis pela supressão da doença. 

Portanto, ficou evidente que a eliminação de clones autoreativos no timo não era 

mecanismo único envolvido na tolerância ao próprio.  

Os experimentos de Sakaguchi e cols. (1995) mostraram que as células T CD4+ 

provenientes do baço e linfonodos de camundongos BALB/c, que não expressavam a 

molécula CD25 (cadeia α do receptor da IL-2), induziam o desenvolvimento de uma série de 

doenças auto-imunes quando transferidas para camundongos atímicos. Esse processo era 

revertido quando se transferiam concomitantemente linfócitos T CD4+CD25+ para esses 

camundongos. Estudos posteriores demonstraram que essas células, denominadas T 

reguladoras (Treg) eram originadas no timo e que apresentavam fenótipo muito similar ao de 

células T ativadas ou de memória (Itoh et al, 1999). 

Algumas características imunológicas das células Treg as diferenciam das demais células 

T como, por exemplo, a baixa capacidade de proliferação frente a estímulos in vitro; a 

capacidade de suprimir respostas efetoras das células T CD4+ e T CD8+ (Suri-payer et al, 

1998) através do contato celular (Thornton et al,1998; Takahashi et al, 1998). Além do mais, 

essas células expressam constitutivamente, no timo e na periferia, a molécula CTLA-4 (do 

inglês, Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4). (Read et al, 2000; Takahashi et al, 2000), 

através da qual estas células podem, possivelmente, exercer a sua função, e o receptor do 

fator de necrose tumoral induzido por glicocorticóide (GITR). O GITR, no timo, pode  ter a 
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função de proteger os timócitos da seleção negativa tornando a célula resistente a apoptose 

induzida pelo TCR (Nocentini et al, 1997; Gurney et al, 1999). Observações de Shimizu e 

cols. (2002) sugerem que, na periferia, a estimulação do GITR nas células Treg pode 

antagonizar seus efeitos supressores. Resultados obtidos por McHugh e cols. (2002) 

também sugerem que a ligação do GITR a seu ligante diminui a capacidade supressora das 

células Treg, possivelmente por um mecanismo que envolve a modulação da resposta 

destas células à IL-2. Uraushihara et al (2003) demonstraram, utilizando um modelo de colite 

induzido por transferência de células T naïve para camundongos SCID, que o tratamento 

com anticorpos anti-GITR não permite que a doença seja controlada pela co-transferência 

de uma população de células T reguladoras, caracterizadas pela expressão da molécula 

CD4 e pela baixa expressão da molécula CD45RB. Dessa forma o papel fisiológico desse 

receptor pode estar correlacionado ao direcionamento da resposta imune quando da 

necessidade de padrões efetores, como no caso de infecções microbianas ou diante do 

aparecimento de células tumorais. 

A demonstração de que as células Treg eram originadas do timo fez com que 

pesquisadores buscassem compreender quais eram os mecanismos envolvidos no processo 

de seleção tímica destas células. Jordan e cols. (2001), utilizando camundongos com 

receptores de células T (TCR) específicos para um peptídio conhecido, demonstraram que 

as células Treg são selecionadas no timo ao reconhecerem peptídios com alta afinidade. A 

interação de alta afinidade entre o peptídio e o TCR no timo, portanto, pode induzir a 

geração de células Treg ao invés da deleção clonal. É importante notar que o processo de 

seleção das células Treg, neste modelo, é mediado por células tímicas resistentes à 

radiação. Recentemente (Aschenbrenner et al, 2007), foi demonstrado que a seleção de 

células Treg é mediada por células epiteliais da medula tímica. Além disso, os autores 

demonstraram que estas células epiteliais tímicas expressam a molécula AIRE (do inglês, 

AutoImmune REgulator), responsável pela expressão promíscua de antígenos periféricos no 

timo.  
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A recente identificação de um gene expresso nas células T reguladoras humanas e de 

camundongos facilitou a caracterização dessa subpopulação celular. Esse gene, que é 

exclusivamente expresso nas células T reguladoras, denominado Foxp3, transcreve para um 

fator de transcrição denominado �scurfin�, e está ativado apenas nestas células (Hori et al, 

2003; Khattri et al, 2003). Mutações no gene Foxp3 culminam no desenvolvimento de 

doenças linfoproliferativas fatais (Bennett et al, 2001; Wildin et al, 2002). Células T 

CD4+CD25- transfectadas com Foxp3 foram capazes de prevenir o desenvolvimento de 

gastrite ou colite auto-imune quando transferidas para camundongos imunodeficientes (Hori 

et al, 2003). Estudos mais recentes, no entanto, indicam que em humanos o Foxp3 pode 

também ser expresso de maneira transiente por linfócitos T, CD4 e CD8, quando estes são 

ativados (Gavin, 2006).  

Os estudos acerca do papel desempenhado pelo gene Foxp3 no desenvolvimento e 

função das células Treg foram aprofundados. Fontenot e cols. (2003) demonstraram que a 

deleção do gene Foxp3 em camundongos leva ao desenvolvimento espontâneo de doenças 

auto-imunes nestes animais. Os animais deficientes em Foxp3 apresentam maior número de 

células tanto no baço quanto nos linfonodos. Além disso, os linfócitos T CD4+ destes animais 

apresentam um fenótipo característico de células ativadas. A ativação exacerbada dos 

linfócitos T CD4+ se correlacionava com o desenvolvimento de inflamação generalizada e a 

morte dos camundongos com aproximadamente 4 semanas de vida. Os autores 

demonstraram também que a ausência de Foxp3 impede o desenvolvimento de células Treg 

nestes animais. Um ponto importante ressaltado neste trabalho é a demonstração de que as 

células T CD4+ naïve presentes nos camundongos deficientes em Foxp3 não possuem uma 

capacidade intrínseca maior de proliferação. Sendo assim, estes dados sugerem fortemente 

que a expressão de Foxp3 é fundamental tanto para o desenvolvimento quanto para a 

função das células Treg, e que sua função não está relacionada diretamente no controle da 

ativação dos linfócitos T CD4 naïve. Além disso, recentemente foi demonstrado que a 

permanência das células CD4+CD25+Foxp3+ na periferia de camundongos adultos é 
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essencial para que não haja desenvolvimento de auto-imunidade (Kim et al, 2007). Estes 

dados dão suporte à visão de que a supressão mediada por estas células é importante não 

só durante o período neonatal, onde há uma taxa aumentada de proliferação homeostática 

pelos linfócitos T recém saídos do timo, mas que ela é ativa e essencial durante a vida 

adulta. 

A observação de que camundongos deficientes em IL-2 ou em subunidades do receptor 

da IL-2 (Sadlack et al, 1993; Suzuki et al, 1995) desenvolvem espontaneamente doenças 

auto-imunes, instigou pesquisadores a buscar uma possível correlação entre esta citocina e 

o desenvolvimento e função das células Treg. No entanto, a identificação das células Treg 

pela expressão do marcador CD25 dificultava esta análise, uma vez que esta molécula é 

também expressa por linfócitos T ativados, presentes em grandes quantidades nos 

camundongos deficientes nas moléculas citadas acima. O desenvolvimento de 

camundongos em que a expressão de Foxp3 era ligada à expressão de uma molécula 

fluorescente, denominada �green fluorescent protein� (GFP), permitiu a análise exata da 

presença de células Treg nos animais deficientes em IL-2 ou componentes de seu receptor. 

Estes estudos demonstraram que a geração de células Treg estava apenas modestamente 

diminuída nestes animais. Além disso, estas células eram tão competentes quanto as 

células presentes em animais selvagens em suprimir a proliferação de linfócitos T naïve. No 

entanto, a capacidade destas células proliferarem, ou sobreviverem, na periferia é diminuída 

nos camundongos deficientes em IL-2 ou componentes do receptor da IL-2, sugerindo este 

fato como o responsável pelo desenvolvimento da auto-imunidade nestes animais (Fontenot 

et al, 2005). 

Mais recentemente, Burchill e cols. (2007) demonstraram que a sinalização pela cadeia β 

do receptor da IL-2 é necessária para que células Treg se desenvolvam. As cadeia β e γc do 

receptor da IL-2 são compartilhadas pelos receptores da IL-2 e da IL-15. Utilizando animais 

geneticamente modificados os autores demonstraram que na ausência de IL-2 e IL-15 

concomitantemente não há geração de células Treg. Por outro lado, na ausência de apenas 
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uma das citocinas ainda há geração de células Treg, sugerindo uma ação redundante das 

mesmas. Mais, os autores demonstraram ainda que a sinalização pela cadeia β do receptor 

da IL-2 pode ser importante para a expressão de Foxp3, uma vez que esta via ativa o fator 

de transcrição STAT-5 que se liga a regiões presentes no promotor do gene Foxp3. 

Os mecanismos de supressão utilizados pelas células Treg ainda não foram totalmente 

elucidados, sendo ainda um campo de debate no tocante à biologia destas células. É 

amplamente aceita a idéia de que, para exercer suas funções reguladoras, as células Treg 

precisam estar em contato com as células respondedoras. No entanto, há dados sugerindo 

que as células Treg exercem seus efeitos supressores através de citocinas, principalmente 

IL-10 (Maloy et al, 2003) ou TGF-β (Zhang et al, 2001; Levings et al, 2002). Todavia, na 

época  em que estes estudos foram conduzidos ainda não se havia identificado o fator de 

transcrição Foxp3 e as células Treg eram caracterizadas pela expressão das moléculas CD4 

e CD25. Sendo assim, é possível que os estudos implicando a ação de citocinas como 

mecanismo regulador empregado pelas células Treg reflitam a ação de outras populações 

de células T com capacidade reguladora porém, distintas das células T reguladoras 

identificadas pela expressão das moléculas CD4, CD25 e do fator de transcrição Foxp3. No 

entanto, a questão da dependência de citocinas para a função supressora das células Treg 

ainda é tema de debate. Recentemente, utilizando um modelo de colite, Uhlig e cols. (2006) 

demonstraram a presença de células CD4+CD25+Foxp3+ produtoras de IL-10 na lâmina 

própria de camundongos doentes.  

Os mecanismos pelos quais as células Treg exercem sua função supressora através do 

contato célula-célula também são controversos na literatura. Nakamura et al  reportaram em 

2001 que o efeito supressor das células Treg se devia à expressão de uma forma de TGF-β 

ligada à membrana. No entanto, estes achados não foram confirmados posteriormente nem 

em células Treg de camundongos (Piccirillo et al, 2002) nem em clones de células Treg 

humanas (Levings et al, 2002).  
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Outra molécula apontada de maneira recorrente como responsável pela supressão 

mediada por contato realizada pelas células Treg é a molécula CTLA-4. Read e cols. (2000) 

demonstraram que o bloqueio de CTLA-4 revertia o efeito protetor das células CD4+CD25+ 

em um modelo experimental de colite. No entanto, o mesmo grupo de pesquisa utilizando o 

mesmo modelo de experimental de colite, demonstrou que linfócitos T CD4+CD25+ 

derivados de camundongos deficientes em CTLA-4 mantém sua capacidade de prevenir o 

desenvolvimento da doença. Os autores sugerem que esta discrepância ocorre devido ao 

desenvolvimento de mecanismos de supressão compensatórios pelas células Treg 

derivadas dos camundongos deficientes em CTLA-4 (Read et al, 2006). Os mesmo 

resultados acerca das células Treg derivadas de camundongos deficientes em CTLA-4  

foram obtidos anteriormente por Tang e cols. (2004). 

Um dos mecanismos propostos para explicar o efeito supressor mediado pelo CTLA-4 

envolve sua interação com as moléculas CD80 e CD86 em células dendríticas. Fallarino et 

al (2003) reportaram que a ligação de CTLA-4 às moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 

em DCs induz a expressão da enzima indolamina-2,3-dioxigenase (IDO). Esta enzima é 

capaz de depletar o aminoácido essencial triptofano e liberar produtos de sua degradação, 

chamados de quinureninas. Estes eventos, em conjunto, seriam capazes de inibir a 

proliferação dos linfócitos T. 

O trabalho realizado por Paust e cols. (2004) sugere, porém sem demonstrar formalmente, 

a importância da interação entre CTLA-4 e as moléculas CD80 e CD86. Neste trabalho, os 

autores demonstram que a expressão de CD80 e CD86 nas células T respondedoras é 

essencial para que as células Treg possam suprimir a proliferação das primeiras. Sabendo-

se que o CTLA-4 se liga a estas moléculas, os autores sugerem que as interações entre os 

linfócitos T respondedores e as células Treg responsáveis pela supressão da proliferação 

são mediadas por estas moléculas. 

Estudos realizados utilizando a técnica de microscopia intravital de dois fótons trouxeram 

importantes informações sobre o funcionamento das células Treg in vivo. Dois estudos 
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independentes (Tang et al, 2006; Tadokoro et al, 2006) demonstraram que a presença de 

células Treg impede que os linfócitos T CD4+ naïve estabeleçam contatos estáveis com as 

células dendríticas. O bloqueio da formação de contatos estáveis parece ocorrer através de 

uma interação entre as células Treg e a as células dendríticas que apresentam o antígeno. 

Apesar de os trabalhos serem mais descritivos do que mecanísticos, a utilização desta 

técnica se apresenta como uma ferramenta importante para futuros estudos visando 

identificar o(s) mecanismo(s) pelo(s) qual( is) as células Treg exercem seu efeito supressor 

in vivo. 

A demonstração de que as células Treg se originam no timo (Itoh et al, 1999) atrelada às 

demonstrações de que estas células são anérgicas quando estimuladas in vitro, levantaram 

a questão a respeito da manutenção desta subpopulação na periferia após a involução 

tímica. Uma das primeiras demonstrações de que o comportamento das células Treg in vivo 

era diferente do comportamento observado in vitro foi dada por Walker e cols. (2003). Neste 

trabalho, os autores evidenciam a proliferação de células Treg obtidas de camundongos 

com TCR transgênicos, capazes de reconhecer um peptídio da ovalbumina (OVA). Quando 

os linfócitos T CD4+CD25+ destes camundongos eram transferidos para outro animal que, 

por sua vez, era imunizado com OVA, observou-se que as células Treg específicas para 

OVA proliferavam. No entanto, a proliferação destas células não induzia a produção de IFN-

γ, IL-2, IL-4, IL-10 ou o aumento da expressão de CD40L em sua superfície. Mais, os 

autores demonstraram também que após a proliferação estas células não perdiam sua 

capacidade supressora. Kretschmer e cols. (2005) obtiveram resultados semelhantes com 

respeito à expansão de células Treg após imunização. Os autores demonstram que as 

células Treg de camundongos que possuem TCR transgênicos para um peptídio da 

hemaglutinina (HA) são capazes de proliferar após imunização subcutânea com o peptídio 

cognato.  

Outra possibilidade para a manutenção da população de células Treg na periferia é a 

geração de células CD4+CD25+Foxp3+ a partir de células T CD4+CD25-. Apostolou e von 
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Boehmer (2004), utilizando um sistema em que pequenas doses de antígeno são liberadas 

a partir de uma bomba osmótica instalada subcutaneamente em camundongos,  

demonstraram que a conversão de linfócitos T naïve em células Treg acontecia in vivo. 

Neste sistema, os autores utilizaram um camundongo com TCR transgênico capaz de 

reconhecer um peptídio de HA. Portanto, ainda havia a possibilidade de que a conversão de 

células T CD4+ em células Treg não ocorreria em camundongos com um repertório de 

linfócitos T policlonal. Utilizando populações de linfócitos T naïve obtidas a partir de 

camundongos C57BL/6 selvagens, Liang e cols. (2005) demonstraram que estas células 

convertem-se em células Treg quando transferidas para camundongos congênicos 

irradiados ou não. Os autores demonstraram também que a conversão observada é timo 

independente porém, é dependente das moléculas CD80 e CD86. 

Lafaille et al (2004) demonstraram que após a transferência de linfócitos T naïve para 

camundongos transgênicos que não possuem células Treg provenientes do timo, há o 

surgimento de uma população CD4+CD25+Foxp3+ na periferia. Esta população é anérgica, e 

possui fenótipo e propriedades funcionais iguais às das células Treg provenientes do timo. 

Em outro trabalho do mesmo grupo, Mucida e cols. (2005) utilizando o mesmo modelo de 

camundongos transgênicos, demonstraram que a indução de tolerância oral nestes 

camundongos leva ao surgimento de células Treg na periferia. Como no trabalho anterior, 

estas células possuem todas as características de células Treg, como a expressão de CD4, 

CD25 e Foxp3, além da capacidade de suprimir respostas imunes de maneira antígeno 

específica in vivo e in vitro. Neste trabalho foi demonstrado também que a geração destas 

células é dependente de TGF-β. Recentemente, foi demonstrado que a geração de células 

Treg a partir de células CD4+ naïve pela co-cultura destas com DCs esplênicas é aumentada 

significativamente na presença de TGF-β (Luo et al, 2007). O aumento evidenciado é dose 

dependente, ou seja, quanto maior a dose de TGF-β utilizada maior a taxa de conversão dos 

linfócitos T naïve em células Treg. De maneira importante, os autores demonstraram que 



Introdução                                                                                                                  Ivo Marguti 
___________________________________________________________________________ 

 

 32

estas células possuem capacidade supressora in vitro, além de serem capazes de impedir o 

desenvolvimento de diabetes do tipo I quando transferidas para camundongos NOD. 

A idéia de que o TGF- β é capaz de induzir a expressão de Foxp3 em células CD4+CD25- 

e convertê-las em células Treg foi demonstrada por diferentes grupos e é amplamente 

aceita, apesar de não haver ainda um mecanismo capaz de explicar este fenômeno. No 

entanto, a demonstração de que a expressão de Foxp3 diminui a expressão de Smad-7 (um 

regulador negativo da sinalização pelo TGF- β) e aumenta a expressão de Smad-3 e 4 

(reguladores positivos da sinalização pelo  TGF- β), apóia a idéia de que a expressão de 

Foxp3 induz uma regulação positiva da sinalização por esta citocina e, desta forma, atua 

para estabilizar o fenótipo de células Treg geradas na periferia (Fantini et al, 2004). 

Mais recentemente, as interações entre DCs e células Treg começaram a ser exploradas 

como uma maneira de explicar tanto a geração destas células a partir de linfócitos T naïve, 

quanto a expansão de Treg na periferia. Min e cols. (2003) demonstraram, em um modelo 

de transplante cardíaco, que as interações entre células dendríticas imaturas e células T 

reguladoras são importantes para a manutenção da tolerância ao órgão transplantado. 

Verificou-se também que as células dendríticas isoladas dos receptores que haviam 

aceitado o transplante eram capazes de induzir a geração de novas células Treg. Além 

disso, os resultados obtidos demonstram um aumento na população de células Treg nos 

camundongos que aceitaram o transplante e, o co-cultivo dessas células com células 

dendríticas de camundongos não estimulados foi capaz de gerar células dendríticas com 

propriedades reguladoras.  Estes resultados sugerem uma regulação recíproca entre células 

dendríticas e células Treg. Cong e cols. (2005) demonstraram recentemente que células 

dendríticas impedidas de maturar-se são capazes de gerar células T reguladoras Foxp3 

positivas. Neste modelo, a geração de células T reguladoras é dependente da IL-10 

produzida pelas DCs, porém o efeito supressor das células T reguladoras é dependente de 

contato e independente de IL-10 e TGF-β.  
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Utilizando um modelo experimental diferenciado, em que antígenos são acoplados à 

região constante do anticorpo específico para DEC-205, um receptor endocítico expresso 

em DCs, Hawiger e cols. (2001)  demonstraram que linfócitos T ao reconhecerem antígenos 

apresentados por DCs imaturas sofrem um processo de expansão clonal que dura em torno 

de 7 dias. No entanto, após este período grande parte dos linfócitos T antígeno específicos 

morrem, enquanto os poucos linfócitos T antígeno específicos ainda encontrados na 

periferia não são capazes de responder a desafios posteriores com o mesmo antígeno. 

Estes resultados foram posteriormente expandidos demonstrando que este protocolo além 

de induzir a deleção de clones específicos, também é capaz de gerar células T reguladoras 

a partir de linfócitos T naïve (Kretschmer et al, 2005). Os autores demonstraram que a 

apresentação de antígenos por DCs imaturas é capaz de gerar células T CD4+CD25+Foxp3+ 

in vivo a partir de linfócitos T CD4+CD25- naïve.  Os autores demonstraram também que 

quando as DCs são ativadas, utilizando-se anticorpo anti-CD40, não há geração de células 

Treg. Este trabalho também evidencia que, após a conversão dos linfócitos T CD4+CD25- 

naïve em células Treg, estas células podem ser expandidas em condições imunogênicas, ou 

seja, condições em que as DCs estão maduras. Os dados apresentados mostram ainda que 

o número de divisões celulares realizadas pelos linfócitos T naïve é inversamente 

proporcional à conversão destas células em células Treg. Estes dados são corroborados por 

experimentos que demonstram que a presença de TGF-β ou a ausência de IL-2, condições 

em que a proliferação dos linfócitos T é reduzida, aumentam a taxa de conversão dos 

linfócitos T naïve em células Treg. 

Em um modelo de indução de tolerância a aloantígenos, Ochando e cols. (2006) 

demonstraram o papel das células dendríticas plasmacitóides na geração de células Treg. 

Neste estudo os autores mostram que as pDCs são capazes de internalizar, processar e 

apresentar antígenos provenientes do órgão transplantado. Estas células então migram para 

os linfonodos, se acumulam na área de linfócitos T onde em contato com linfócitos T CD4+ 

naïve geram células CD4+CD25+Foxp3+. A geração de células Treg, neste contexto, é 
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dependente de TGF-β, corroborando os dados de trabalhos citados anteriormente. Apesar 

disto, em nenhum dos trabalhos a célula produtora de TGF-β foi identificada. 

Estudos realizados utilizando-se células dendríticas derivadas da medula óssea de 

camundongos demonstraram que essas células são capazes de induzir a proliferação de 

células Treg na presença de antígeno (Yamazaki et al, 2003). Esta proliferação é mais 

pronunciada quando as DCs estão maduras e é parcialmente dependente de CD86. Este 

estudo também demonstra que as células Treg proliferam in vivo em resposta à 

apresentação de antígenos por DCs. Estes resultados foram expandidos pelo mesmo grupo, 

desta vez utilizando um modelo de diabetes auto-imune (Tarbell et al, 2004). Neste trabalho, 

células Treg foram expandidas pelo co-cultivo com DCs maduras e injetadas em 

camundongos NOD, que desenvolvem diabetes do tipo I espontaneamente. As células Treg 

injetadas foram capazes de suprimir o desenvolvimento de diabetes auto-imune nestes 

camundongos. Como no trabalho anterior, a expansão de células Treg por DCs foi também 

evidenciada in vivo. É importante notar que ambos os trabalhos foram realizados utilizando 

células Treg possuidoras de TCR transgênicos, e que a expansão das células Treg 

observada depende, pelo menos em parte, da presença de IL-2 na co-cultura. 

Recentemente, foi demonstrado que além de prevenir o desenvolvimento do diabetes do 

tipo I as células Treg geradas a partir da co-cultura com DCs eram capazes induzir melhora 

quando injetadas em camundongos já acometidos pela doença (Tarbell et al, 2007). De 

maneira interessante, nos camundongos em que houve melhora da doença foi observado 

um aumento do número de células Treg presentes no linfonodo pancreático. No entanto, as 

células encontradas não eram as células Treg injetadas previamente, e sim células Treg 

derivadas do camundongo recipiente. Estes dados sugerem que a presença de células Treg 

pode criar um ambiente propício ao desenvolvimento destas células, como forma de manter 

a tolerância na periferia.  

O mesmo grupo demonstrou que quando co-cultivadas com DCs alogênicas as células 

Treg expandem-se, mantendo a expressão de Foxp3. A capacidade supressora da 
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população expandida, no entanto, é maior do que a da população inicial. Os autores 

especulam que este fato possa ser resultado da expansão de clones de células Treg 

aloespecíficas (Yamazaki et al, 2006). Em conjunto estes trabalhos demonstram que a 

expansão de células Treg por DCs ocorre tanto in vitro quanto in vivo, e que após a 

expansão estas células mantêm suas características funcionais, ou seja,  ainda são capazes 

de suprimir resposta imunes.  

A tolerância periférica parece contar ainda com a ação de outros mecanismos para a sua 

manutenção, entre eles o efeito de células em apoptose no sistema imune. Alguns autores 

têm demonstrado que células em apoptose podem modular o sistema imune de forma a 

induzir tolerância. Utilizando um modelo de infusão intravenosa de células alogênicas em 

apoptose,  Wang e cols (2006) demonstraram que células dendríticas que capturaram as 

células em apoptose são capazes de deletar clones de linfócitos T CD4. Os autores 

demonstraram também que esses clones são ativados pelas DCs que capturaram células 

alogênicas em apoptose, porém, após a ativação, não são capazes de aumentar a 

expressão da molécula anti-apoptótica Bcl-XL, ou os receptores para IL-7 e IL-15, citocinas 

essenciais para a sobrevivência de linfócitos T na periferia. Com a deleção dos clones há 

um aumento na sobrevida de transplantes cardíacos alogênicos. No entanto, este protocolo 

não é capaz de induzir indefinidamente o aceite de um coração alogênico transplantado. 

Apesar disso, o coração passa a ser aceito indefinidamente quando este protocolo é 

associado ao bloqueio da interação entre CD40 e CD40L. Os autores demonstraram que 

quando há infusão de células alogênicas em apoptose na presença do bloqueio há um 

aumento no número de células Treg específicas para o antígeno e que essas células são 

responsáveis pela manutenção da tolerância sistêmica ao antígeno. Em outro trabalho 

recente, Kleinclauss e cols (2006) demonstram que a infusão intravenosa de células em 

apoptose é capaz de expandir o número de células Treg em camundongos. Neste trabalho 

os autores demonstram também que este aumento é dependente de TGF-β.  
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Sendo assim, apesar da grande quantidade de dados acerca da biologia das células 

dendríticas e das células T reguladoras, ainda não existem dados definitivos a respeito das 

conseqüências geradas pela interação entre estes dois tipos celulares. Com o intuito de 

compreendermos melhor alguns dos parâmetros envolvidos na alteração da população das 

células T reguladoras após seu contato com DCs, elaboramos um sistema in vitro no qual 

co-cultivamos células dendríticas diferenciadas a partir de células da medula óssea e células 

de linfonodos de camundongos BALB/c. A esse sistema incorporamos células alogênicas 

em apoptose como fonte de antígenos exógenos. É importante salientar que a escolha de 

células alogênicas em apoptose têm duas características importantes: (1) ser uma fonte de 

antígenos exógenos e (2) possuir reconhecida capacidade de modular o sistema imune e, 

assim, segundo alguns autores, induzir a geração de células Treg. O modelo experimental 

idealizado nos permite manipular parâmetros como o estado de ativação das DCs, a 

presença de antígenos exógenos e a presença de células Treg durante a co-cultura, 

permitindo-nos, assim, verificar o impacto de cada um desses componentes nas alterações 

ocorridas na população de células Treg após a co-cultura entre células de linfonodo e 

células dendríticas.  
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2.Objetivos 

 

2.1. Objetivo  Geral 

 

 Neste trabalho temos como objetivo avaliar as mudanças ocorridas na população de 

células T CD4+CD25+Foxp3+ após a co-cultura de células de linfonodo com células 

dendríticas. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

! Gerar células dendríticas a partir de células da medula óssea de camundongos; 

 

! Caracterizar as células dendríticas obtidas fenotípica e funcionalmente; 

 

! Analisar a população CD4+CD25+Foxp3+ após co-cultivo de células de linfonodo com 

células dendríticas maduras e imaturas, na presença ou ausência de antígenos alogênicos; 

 

! Determinar a contribuição das células T CD4+CD25+ preexistentes no linfonodo para as 

mudanças ocorridas na população de células T CD4+CD25+Foxp3+ após a co-cultura com 

células dendríticas maduras e imaturas, na presença ou ausência de antígenos alogênicos. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Animais 

 Foram utilizados nos experimentos camundongos BALB/c (H-2d) e C57BL/6 (H-2b) 

fêmeas. Todos os animais foram obtidos no Biotério de Criação do Departamento de 

Imunologia do Instituto de Ciências Biomédicas da USP. Foram utilizados animais de 6 a 8 

semanas em todos os experimentos, com exceção feita ao caso da obtenção de timócitos 

em que foram utilizados animais de 3 semanas. Todos os procedimentos realizados foram 

aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA). 

 

3.2. Geração de células dendríticas 

Camundongos BALB/c fêmeas foram sacrificados em câmara de CO2 e tiveram seus 

fêmures e tíbias retiradas e colocadas em meio de cultura DMEM (Dubelcco´s Modified 

Eagle´s Médium � Sigma Chemical Co., St Louis, Mo, USA). As células da medula óssea 

foram retiradas com jatos de DMEM com auxílio de seringa de 1 ml com agulha. As células 

obtidas foram centrifugadas, 450g por 5 minutos, ressuspendidas em meio DMEM 

suplementado com 0,1mM de aminoácidos não essenciais, 0,1mM de vitaminas, 2mM de L-

glutamina, 100µg/ml de gentamicina, 0,05mM de 2-mercaptoetanol, 1mM de piruvato de 

sódio, todos da Gibco BRL (Rockville, USA) e 5% de soro fetal bovino (Hyclone, USA). A 

concentração de células foi ajustada de modo a obter-se 2x106 células/ml, e foram 

adicionados 5 ml dessa suspensão celular por poço, em placas de cultura de 6 poços 

(Sarstedt, Newton, NC, USA), obtendo-se o total de 1x107 células por poço. Foi adicionado a 

cada poço 10ng/ml de GM-CSF recombinante murino (Pharmigen, San Diego, Ca, USA). As 

células foram mantidas a 37ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 7 dias. As células 

receberam nova dose de 10ng/ml de GM-CSF no quarto dia de cultura em 4ml de meio 

fresco. Onde indicado as células dendríticas foram estimuladas no sexto dia com 1µg/ml 
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de LPS (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). O protocolo utilizado é descrito 

esquematicamente abaixo. 

 

        

 

 

 

 

3.3. Citometria de fluxo 

 Para avaliar a expressão de moléculas de superfície, as células obtidas foram incubadas 

com 80µl de sobrenadante de cultura do hibridoma 24G2 contendo anticorpos anti-CD16/32 

(bloqueador do receptor Fc) durante trinta minutos a 4oC. A seguir, as células foram 

incubadas com anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromo (FITC, PE ou Cy) 

específicos para as moléculas de superfície de interesse por 30 minutos. Foram utilizados os 

seguintes anticorpos monoclonais para a marcação das células dendríticas: anti-CD11c-PE 

(0,5µg/106 células), anti-CD8-FITC (0,5µg/106 células), anti-CD40-FITC (0,5µg/106 células), 

anti-CD80-FITC (0,5µg/106 células), anti-CD86-FITC (0,5µg/106 células), anti-CD4-FITC 

(0,5µg/106 células), anti-B220-FITC (0,5µg/106 células), anti-CD11b-FITC (0,5µg/106 células) 

10 ng/ml de GM-CSF
(dia 1 e dia 4) 
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e anti-MHC classe II (I-Ad) -FITC (0,5µg/106 células). Como controle isotípico foram 

utilizados anticorpos do mesmo isótipo contra antígenos não relacionados conjugados aos 

respectivos fluorocromos. Foram utilizados os anticorpos monoclonais dos seguintes 

isótipos: IgG2a e IgG2b de rato e IgG1 e IgG2 de hamster.  

  Para a análise da expressão de Foxp3 intracelular pelas células T CD4+CD25+ utilizamos 

o �kit� comercial �PE anti-mouse/rat Foxp3� (eBioscience, San Diego, CA, EUA). As células 

foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD4-Cy (0,5/106 células), anti-CD25-FITC 

(0,5µg/106 células), utilizando o mesmo protocolo descrito acima para a marcação das 

células dendríticas. Após a marcação dos receptores de superfície CD4 e CD25 as células 

foram fixadas e permeabilizadas de acordo com as orientações do fabricante. Após este 

processo, as células foram marcadas com anticorpo monoclonal anti-Foxp3-PE (clone FJK-

16s) (0,75µg/106 células). Após o período de incubação, as amostras foram lavadas com 

PBS contendo 3% de soro fetal bovino (SFB) e ressuspendidas em 300µl do mesmo 

tampão. A aquisição e análise das amostras foram realizadas em citômetro de fluxo 

FACScalibur (Becton & Dickinson, Mountain View, CA), utilizando-se o software CellQuest 

(Apple). Foram adquiridos 50.000 eventos CD4+ em cada uma das amostras. 

 

3.4. Cultura leucocitária mista utilizando células dendríticas  como células 

estimuladoras 

 Células dendríticas foram geradas a partir da medula óssea de camundongos BALB/c, 

conforme protocolo descrito acima. As DCs obtidas foram estimuladas ou não com 1µg/ml 

de LPS durante 24 horas. Após este período as células dendríticas foram irradiadas com 

3000 rad e plaqueadas em placa de 96 poços fundo �U� (Costar, Cambridge, MA, USA) em 

diferentes concentrações. 

 Baços de camundongos C57BL/6 foram retirados e individualmente macerados em meio 

DMEM. Após a lavagem (450g por 5 minutos), as hemácias do baço foram eliminadas com 

solução 0,83% tris-amônio clorídrico (tampão de lise) por 4 minutos à temperatura ambiente, 
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sendo as células posteriormente lavadas com PBS. As células foram ressuspendidas em 

meio DMEM suplementado, contadas e  5x105 células foram adicionadas aos poços 

contendo DCs. 

A cultura foi mantida por 2, 3 ou 4 dias em atmosfera úmida a 37ºC contendo 5% de CO2. 

Foi adicionado à cultura 0,5µCi de H3-timidina por poço 18 horas antes do término da 

cultura. A proliferação foi analisada pela incorporação de H3-timidina, lida em contador β em 

contagens por minuto (CPM).  

 

3.5. Obtenção de células apoptóticas  

Foram obtidos timos de camundongos C57BL/6 fêmeas de 3 semanas de idade. Os timos 

foram macerados e  as células contadas. A suspensão celular foi plaqueada em placas de 6 

poços numa concentração de 1x107 células/ml. Adicionou-se a cada um dos poços 10-7M de 

dexametasona. As células foram mantidas em atmosfera úmida a 37ºC contendo  5% de 

CO2. Após 4 horas as células foram lavadas com 50ml de meio DMEM para a completa 

remoção da dexametasona. Após a incubação, 1x106 células foram centrifugadas a 240g 

por 5 min e lavadas uma vez em tampão HEPES (10 mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM KCl, 

1mM MgCl2 e 1,8mM CaCl2). Em seguida, as células foram ressuspendidas em 100µL de 

tampão HEPES, contendo quantidade apropriada de Anexina V-FITC, e incubadas por 

20min no escuro, à temperatura ambiente. Adicionou-se posteriormente 350µl de tampão 

HEPES e 40 µl de uma solução de iodeto de propídeo a 100 µg/ml em tampão HEPES. A 

análise por citometria de fluxo foi feita imediatamente. 

 Em outros ensaios, para fins de padronização do protocolo, as células depois de lavadas 

(com 50ml de meio DMEM) foram incubadas por mais 2 ou 4 horas em atmosfera úmida a 

37ºC contendo  5% de CO2. Após este período adicional, as células foram marcadas com 

Anexina-V-FITC e iodeto de propídeo (PI), como descrito acima, e analisadas por citometria 

de fluxo. 
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3.6. Análise de apoptose via conteúdo de DNA (HFS) 
 

Foram obtidas 5x105 células de cada poço após os diferentes tempos de tratamento com 

dexametasona (conforme descrito no item 3.5). As células foram centrifugadas a 300g por 5 

min a 4oC e ressuspendidas em 300 µl de tampão hipotônico HFS contendo 0,1% de Triton-

X100, 0,1% de citrato de sódio  e 50µg/ml de iodeto de propídeo (PI). O conteúdo de DNA 

produziu um perfil gráfico dependente da fase do ciclo celular em que estas se encontravam. 

Foram considerados eventos apoptóticos os núcleos hipodiplóides, que no gráfico aparecem 

à esquerda do pico G0-G1. Foram analisados 10.000 eventos por replicata. Foi delimitada 

uma região utilizando-se os parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) para a 

exclusão de debris.   

 

3.7. Ensaios de fagocitose 

 Células dendríticas derivadas a partir de células da medula óssea de camundongos 

BALB/c (tratadas ou não com 1µg/ml de LPS, por 24 horas) foram obtidas como descrito 

anteriormente. 4x104 células dendríticas foram incubadas em tubos plásticos �eppendorf� 

(1,5 ml) com diferentes quantidades de timócitos alogênicos em apoptose. Os timócitos 

alogênicos em apoptose foram obtidos a partir de timos de camundongos C57BL/6 e 

adicionados às DCs de modo a obtermos as proporções de 1:1, 1:5 e 1:10 (DCs: timócitos 

alogênicos em apoptose) num volume final de 200µl de meio DMEM suplementado. As 

células foram mantidas em contato durante 2 e 4 horas. Após esse período as células foram 

lavadas com PBS e citocentrifugadas (�Citocentrífuga BIO Research�) a 500 rpm por 4 

minutos. A seguir as lâminas foram coradas utilizando-se o �Kit Hema 3� (Biochemical 

Sciences Inc., Swedesboro, NJ) e a fagocitose foi determinada por microscopia ótica. Um 

total de 300 células dendríticas foi analisado por lâmina. 
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3.8. Análise da produção de citocinas pelas células dendríticas  

 Para a dosagem de citocinas as células dendríticas foram retiradas da placa de 6 poços 

(Sarstedt, Newton, NC, USA)  no sexto dia de cultura e 5x105 DCs foram replaqueadas em 

placas de 96 poços (Corning, NY, EUA). Estas células foram mantidas sem estímulo, 

estimulados com 1µg/ml de LPS ou incubadas com 2,5x106 células alogênicas em apoptose. 

Alternativamente, as DCs foram estimuladas com 1µg/ml de LPS e incubadas com células 

alogênicas em apoptose. Após 24 horas os sobrenadantes da cultura foram retirados e 

estocados a -20oC até o momento da dosagem de citocinas. O protocolo utilizado para 

obtenção dos sobrenadantes é demonstrado esquematicamente abaixo.  

 

 

 

 A análise da produção de IL-10, TNF-α e IL-12 foi realizada utilizando-se o �kit� comercial 

BD OptEIA da BD Biosciences (San Diego, CA, EUA). O protocolo utilizado para a dosagem 

destas citocinas foi o mesmo (descrito abaixo), variando-se apenas a concentração inicial 

utilizada para a obtenção da curva padrão de cada uma das citocinas. 

 Placas duras com propriedade de alta ligação (Corning, NY, EUA) foram sensibilizadas 

com 100 µl do anticorpo de captura diluído em tampão carbonato/bicarbonato (pH 9,6) por 

16 horas à 4oC. Após esse período, os poços foram bloqueados por 2 horas com 150 µl de 

PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e 5% de leite em pó desnatado. Após o 

bloqueio, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T e em cada poço foram adicionados 

100 µl das amostras ou do recombinante murino (IL-10 ou TNFα) em diluições seriadas a 

partir de 4000 pg/ml para TNF-α e IL-12, e 2000 pg/ml para IL-10 em meio DMEM 

Dia 1 Dia 4 Dia 6 Dia 7

10 ng/ml  
GM-CSF 

10 ng/ml 
GM-CSF 

+/- 1µg/ml
 LPS 

Adição de células 
alogênicas em 

apoptose às DCs 

Dia 8

Obtenção dos 
sobrenadantes 
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suplementado. As placas foram incubadas por 3 a 4 horas à temperatura ambiente e após o 

período de incubação, foram realizadas 3 lavagens com PBS-T. Aos poços foram 

adicionados 100µl de uma solução contendo o anticorpo de detecção biotinilado e 

estreptoavidina conjugada à peroxidase, incubado-se por um período de 2 horas à 

temperatura ambiente. As placas foram lavadas três vezes com PBS-T e 100 µl da solução 

TMB (Pharmigen, San Diego, USA), foi adicionado a cada poço, seguido de 30 minutos de 

incubação à temperatura ambiente no escuro. A reação foi interrompida pela adição de 50µl 

de solução 1M de H3PO4. A leitura foi realizada em espectrofotômetro a 450nm. 

A dosagem de TGF-β foi realizada utilizando-se o �kit� comercial �TGF-β1 EMAX 

Immunoassay System� (Promega, Madison, WI, EUA) segundo protocolo descrito abaixo. 

Placas duras com propriedade de alta ligação (Corning, NY, EUA) foram sensibilizadas 

com 100 µl do anticorpo de captura diluído em tampão carbonato/bicarbonato (pH 9,6) por 

16 horas à 4oC. Após este período, a placa foi lavada 3 vezes com tampão de lavagem 

(20mM Tris-HCL, 150mM NaCl, 0,05% Tween 20). Os poços foram então bloqueados, 

incubando-se 200µl por poço do tampão �TGF-β Block Buffer�, fornecido pelo fabricante, 

durante 1 hora à temperatura ambiente. Os poços foram lavados 3 vezes com tampão de 

lavagem e em cada poço foram adicionados 100 µl das amostras ou do recombinante TGF-β 

em diluições seriadas a partir de 4000 pg/ml em meio DMEM suplementado. Cada 50µl das 

amostras provenientes dos sobrenadantes de culturas foram tratados com 1µl de HCl 1N 

durante 15 minutos e, posteriormente, neutralizados com 1µl de NaOH 1N, antes de serem 

adicionados à placa. Esse tratamento é necessário para que o TGF-β inativo seja convertido 

em sua forma ativa, reconhecida pelos anticorpos presentes no �kit�. As amostras foram 

incubadas durante 2 horas à temperatura ambiente e lavadas 3 vezes com tampão de 

lavagem. Após as lavagens, foram adicionados 100µl por poço do anticorpo secundário anti-

TGF-β (diluído 1:1000 no tampão �TGF-β sample Buffer�, fornecido pelo fabricante) e 

incubou-se a placa por 2 horas à temperatura ambiente. Novamente, após o período de 

incubação, a placa foi lavada 3 vezes com tampão de lavagem.  A seguir, foram adicionados 
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100µl por poço do anticorpo de detecção conjugado à peroxidase ( diluído 1:100 no tampão 

�TGF-β sample Buffer�, fornecido pelo fabricante). A placa foi incubada por 2 horas à 

temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada 3 vezes com tampão de lavagem e 

100 µl da solução TMB (Pharmigen, San Diego, USA), foi adicionado a cada poço, seguido 

de 30 minutos de incubação à temperatura ambiente no escuro. A reação foi interrompida 

pela adição de 50µl de solução 1N de HCl. A leitura foi realizada em espectrofotômetro a 

450nm. 

Os limites de detecção nos ensaios realizados foram de 62,5 pg/ml para as dosagens 

TNF-α, IL-12 e TGF-β e de 31,25 pg/ml para as dosagens de IL-10. 

 

3.9. Co-cultura de células dendríticas com células de linfonodo 

 As células dendríticas obtidas (tratadas ou não com 1µg/ml de LPS, por 24 horas) foram 

incubadas com 1x107 timócitos alogênicos (C57BL/6 H-2b) em apoptose (proporção 1:5 

célula dendrítica: timócitos alogênicos em apoptose). A porcentagem de células em 

apoptose foi determinada por citometria de fluxo antes de serem adicionadas à cultura de 

células dendríticas. Foram utilizadas apenas as suspensões celulares com no mínimo 40% 

de células em apoptose (Anexina-V-FITC+ PI-). Dezoito horas depois as DCs foram lavadas 

com meio DMEM e foram adicionadas à cultura 1x107 células de linfonodo singênico 

(proporção 1:5 célula dendrítica:célula linfóide). Alternativamente, as células de linfonodo 

singênico foram depletadas de células CD4+CD25+ antes de serem adicionadas à co-cultura. 

O protocolo utilizado é esquematizado abaixo. 
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3.10.  Isolamento de células CD4+CD25+ 

  Para o isolamento das células CD4+CD25+ foram utilizados anticorpos monoclonais 

acoplados a esferas magnéticas fornecidas no �kit� comercial �CD4+CD25+ Regulatory T Cell 

Isolation Kit� (Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA, EUA), conforme protocolo sugerido pelo 

fabricante e descrito brevemente a seguir. 

 A separação de células CD4+CD25+ se dá em duas etapas. Na primeira etapa são 

obtidas células CD4+, enquanto todas as outras populações celulares presentes nos 

linfonodos, que foram marcadas previamente com anticorpos conjugados às esferas 

magnéticas, são retidas em colunas magnéticas submetidas a um campo magnético.  

 Obtida a fração de células CD4+, essas células são marcadas com anticorpos anti-CD25 

conjugados à esferas magnéticas. As células são submetidas novamente à passagem por 

coluna magnética submetida a um campo magnético. Desta forma, as células CD4+CD25+ 

+ 

DCs Células alogênicas 
em apoptose 

18 horas 

Adição de células de 
linfonodo às DCs 

Análise das células T reguladoras 
 por citometria de fluxo 

5 dias 
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são retidas na coluna e obtém-se a fração de células CD4+CD25-. Para a obtenção da fração 

CD4+CD25+ a coluna é retirada da influência do campo magnético e as células são eluidas 

da coluna com ajuda de um êmbolo próprio para a coluna em questão. Após a obtenção das  

frações CD4+CD25+ e CD4+CD25- a pureza das mesmas foi determinada por citometria de 

fluxo. 

 

3.11. Análise estatística  

 As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software computacional 

Graphpad Prism (Graphpad Software Incorporation) versão 4.0. Os testes usados foram o 

ANOVA, seguido pelo teste Tukey, ou teste de Mann-Whitney. Valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. Os dados foram apresentados como média + 

desvio padrão. 
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4. Resultados 

 

4.1. Caracterização fenotípica das células dendríticas 

 As células dendríticas constituem uma população altamente heterogênea que pode ser 

subdividida em diferentes subpopulações. Todas as subpopulações expressam a molécula 

CD11c e podem ser caracterizadas pela expressão diferencial das moléculas CD4, CD8, 

B220 e CD11b (Shortman & Liu, 2002). Com o intuito de caracterizarmos a subpopulação 

obtida utilizando nosso protocolo de derivação de DCs, as células obtidas foram submetidas 

a análises por citometria de fluxo. 

  A figura 2A mostra o perfil das células obtidas quanto à granulosidade (SSC) e ao 

tamanho (FSC). Observa-se que a maioria das células é grande e granulosa. Essa 

população foi determinada como a população de estudo para a verificação dos marcadores 

de subpopulação.  

 A análise das subpopulações foi realizada utilizando-se anticorpos anti-CD11c, -CD11b, -

CD4, -CD8 e -B220 (figuras 2 C, D, E e F). O gráfico da figura 2C mostram que cerca de 

82% das células presentes na janela (figura 2A) co-expressam as moléculas CD11c e 

CD11b. Por outro lado, não foram detectadas quantidades significativas de células 

expressando as moléculas CD4, CD8 ou B220 (figuras 2 D, E e F). As análises realizadas 

utilizando-se controle isotípico demonstraram que as células dendríticas possuem algum 

grau de autofluorescência (figura 2 B) porém, este fato não interferiu na análise das 

subpopulações. 

 Os resultados obtidos demonstram que o protocolo utilizado é capaz de gerar células 

com características fenotípica compatíveis com as de células dendríticas. Nossos resultados 

mostram também que as células obtidas se caracterizam pela expressão das moléculas 

CD11c e CD11b. 
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Figura 2. Caracterização fenotípica das células dendríticas derivadas de células de medula óssea. (A) Padrão
de granulosidade (SSC) x tamanho (FSC) das células dendríticas obtidas após 7 dias de cultura. A janela em
vermelho delimita a população de células dendríticas.(B) Dot plot representando a fluorescência das células
dendríticas após incubação com anticorpo isótipo controle. (C-F) Análise das subpopulações de células
dendríticas presentes na cultura. As porcentagens indicam células positivas para os dois marcadores
analisados. Foram analisadas as células contidas na janela definida em (A). Dados representativos de 4
experimentos realizados. 
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4.2. Estado de ativação das células dendríticas 

 As células dendríticas podem ser encontradas em dois estados de ativação: imaturas e 

maduras. As imaturas caracterizam-se pela baixa expressão de moléculas do complexo de 

histocompatibilidade principal de classe II (MHCII), moléculas co-estimuladoras, como CD80, 

CD86, e CD40. Quando as DCs são ativadas, observa-se o aumento da expressão destas 

moléculas (Banchereau et al, 2000). Funcionalmente, vários trabalhos têm demonstrado que 

enquanto as DCs maduras são as melhores células apresentadoras de antígeno 

conhecidas, capazes de induzir a geração de resposta imune adaptativa, as DCs imaturas 

são capazes de gerar tolerância quando apresentam antígenos (Steinman et al, 2003). 

 Para  determinarmos o estado de ativação das DCs geradas e após tratamento com LPS, 

a expressão das moléculas de MHC II, CD80, CD86 e CD40 foi analisada por citometria de 

fluxo. Estas moléculas são importantes para que haja a ativação de linfócitos T pelas DCs, e 

o aumento de sua expressão está associado à ativação das últimas. 

 A figura 3 demonstra que as DCs derivadas da medula óssea apresentam fenótipo de 

células imaturas, expressando baixas quantidades de MHC II, CD80, CD86 e CD40. Por 

outro lado, após estímulo com 1µg/mL de LPS por 24 horas as DCs apresentam um 

aumento na expressão destas moléculas, passando a apresentar um fenótipo de célula 

ativada. 

 Podemos assim, concluir que o protocolo utilizado para geração de DCs nos permite 

obter células dendríticas imaturas. Demonstra-se também que as DCs obtidas são 

susceptíveis à ativação, uma vez que o estímulo com LPS foi capaz de modificar seu 

fenótipo para o de DCs maduras.  
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Figura 3. Verificação do estado de ativação das células dendríticas obtidas. Células dendríticas obtidas após 
7 dias de cultura foram analisadas por citometria de fluxo para determinação da expressão dos marcadores 
de ativação MHC II, CD80, CD86 e CD40. Foram avaliadas células dendríticas imaturas (iDC) e células 
dendríticas induzidas à maturação pela estimulação durante 24 horas com 1µg/ml de LPS (mDC). Dados 
representativos de 4 experimentos realizados. Controle isotípico ( ), amostras ( ). 
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4.3. Caracterização funcional das células dendríticas 

 Havendo caracterizado as DCs obtidas quanto à subpopulação e ao estado de ativação, 

nosso próximo passo foi a caracterização funcional destas células. Para isso, realizamos um 

ensaio de cultura leucocitária mista para avaliar a capacidade das células dendríticas em 

induzir proliferação de células esplênicas alogênicas. Dessa forma, cultivamos as DCs, 

ativadas ou não com LPS, com esplenócitos alogênicos e avaliamos a proliferação dessas 

células em diferentes tempos. Este protocolo foi descrito por Steinman e Witmer (1978), 

numa das primeiras descrições da capacidade ímpar das DCs como células apresentadoras 

de antígenos. 

 A figura 4 demonstra que as DCs obtidas são capazes de estimular a proliferação de 

esplenócitos alogênicos tanto na proporção 1:5 quanto na proporção 1:10 (DC:esplenócitos 

alogênicos). Além disso, é importante notar que o maior grau de proliferação foi observado 

entre 72 e 96 horas, enquanto em experimentos nos quais esplenócitos totais foram 

utilizados como células estimuladoras o pico de proliferação foi observado em 120 horas 

(dados não mostrados). 

 Estes dados somam-se aos dados obtidos em relação ao fenótipo para demonstrar que a 

população celular obtida é constituída essencialmente de células dendríticas. Outra 

informação importante que podemos depreender destes experimentos é de que a atividade 

estimuladora das DCs é dependente de seu estado de ativação, isto é, DCs ativadas por 

LPS induzem resposta proliferativa de forma mais eficiente quando comparadas às DCs não 

estimuladas. Estes dados estão de acordo com os dados fenotípicos que demonstram uma 

maior expressão de moléculas de MHC de classe II e moléculas co-estimuladoras nas DCs 

previamente ativadas com LPS, associando assim os dados fenotípicos relativos à ativação 

das DCs a uma contrapartida funcional.  
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Figura 4. Ensaio de cultura leucocitária mista utilizando células dendríticas como células estimuladoras. Células
dendríticas derivadas da medula óssea de camundongos BALB/c estimuladas (mDC) ou não (iDC) previamente
com LPS foram co-cultivadas com 5x105 células esplênicas de camundongos C57Bl/6, nas proporções 1:5 e 1: 10
(DC: célula respondedora). Como controle negativo esplenócitos de camundongos C57Bl/6 foram cultivados na 
ausência de DCs. As células foram incubadas com 3H-timidina pelas últimas 18 horas de cultura e a proliferação 
foi avaliada em contador beta. Dados representativos de 3 experimentos realizados. 
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4.4. Avaliação da apoptose em timócitos 

 Para determinarmos os efeitos de antígenos exógenos nas alterações ocorridas na 

população de células Treg, após o co-cultivo de células de linfonodo com DCs, utilizamos 

células alogênicas em apoptose. Para isso, buscamos um órgão em que as populações 

celulares pudessem ser estimuladas a entrar em apoptose através da utilização de um 

protocolo experimentalmente exeqüível em nosso laboratório. O órgão escolhido foi o timo, e 

utilizamos o protocolo de indução de apoptose em timócitos por estímulo com 

dexametasona. 

 Os timócitos foram incubados com dexametasona por 4 horas. Após esse período foram 

realizados ensaios de citometria de fluxo para determinar a porcentagem de células em 

apoptose (Anexina-V+PI-). Conforme demonstrado na figura 5A, 4 horas após o estímulo 

com 10-7 M de dexametasona cerca de 40% dos timócitos se encontram em processo de 

apoptose.  

Para determinarmos se 4 horas de estímulo com dexametasona eram suficientes para 

comprometer toda a população de timócitos com a morte celular por apoptose as células 

foram lavadas e colocadas novamente em cultura, na ausência de dexametasona, por 2 

(figura 5B) ou 4 horas (figura 5C) adicionais. Os resultados obtidos demonstram que a 

presença da dexametasona nas primeiras 4 horas de cultura foi suficiente para que toda a 

população de timócitos recebesse o estímulo apoptótico e iniciasse o processo de morte 

celular programada. Mesmo após a lavagem das células e a troca do meio de cultura por 

meio sem dexametasona, o processo de morte por apoptose não foi interrompido. 

 Para obtermos maiores evidências de que a morte estava realmente ocorrendo por 

apoptose realizamos o ensaio de HFS. Esse ensaio determina o grau de fragmentação do 

DNA, uma característica da morte celular por apoptose. Conforme demonstrado nas figuras 

5 A, B e C (linha inferior) houve um aumento de fragmentação de DNA com o passar do 

tempo. Este aumento é uma medida indireta da atividade de caspases e demonstra que 

estas enzimas estão ativas, sendo este um dos principais mecanismos efetores associados 
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com a morte por apoptose. A diferença entre a porcentagem de células Anexina-V-FITC+ PI- 

e células com o DNA fragmentado se deve ao fato da fragmentação do DNA ser um evento 

que possui uma cinética mais lenta do que a exposição de fosfatidilserina na superfície 

celular durante o processo de apoptose.  

 Sendo assim, temos que após 4 horas de estímulo com dexametasona, uma 

porcentagem dos timócitos (cerca de 40%) já está em processo de apoptose. Oito horas 

após o início do estímulo, (4 horas na presença de dexametasona e 4 horas na ausência da 

mesma) a maior parte dos timócitos  (cerca de 65%) encontra-se em processo de apoptose 

e uma fração (cerca de 29%) encontra-se em processo de necrose secundária. Sendo 

assim, utilizando o protocolo de estimulação dos timócitos com 10-7M de dexametasona por 

4 horas garantimos que toda a população de timócitos recebeu o estímulo apoptótico antes 

de entrar em contato com as DCs e, portanto, garantimos também que estes timócitos não 

estarão viáveis após as dezoito horas de co-cultura. Dessa forma, estabeleceu-se que após 

4 horas de estímulo com dexametasona os timócitos seriam lavados abundantemente com 

meio de cultura e, subseqüentemente, incubados com as DCs por 18 horas.  
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Figura 5. Avaliação da apoptose em timócitos após estimulo com dexametasona. Timócitos foram estimulados 
por 4 horas com 10-7M de dexametasona. (A) Porcentagem de células em apoptose ou necrose após 4 horas 
de incubação com dexametasona (linha superior). Porcentagem de núcleos com DNA fragmentado após 4
horas de incubação com dexametasona (linha inferior). (B-C) Porcentagem de células em apoptose ou necrose 
após 4 horas de incubação com dexametasona seguidas de 2 (B) e 4 (C) horas de incubação na ausência de 
dexametasona (linha superior). Porcentagem de núcleos com DNA fragmentado após as mesmas condições 
experimentais (linha inferior). Foram consideradas células apoptóticas células Anexina-V-FITC+PI- (linha 
superior). Foram considerados eventos apoptóticos os núcleos hipodiplóides, que no gráfico aparecem à
esquerda do pico G0-G1 (linha inferior).Dados representativos de 4 experimentos. 
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4.5. Avaliação do estado de ativação das células dendríticas co-cultivadas com 

timócitos alogênicos em apoptose 

 Uma questão a ser analisada em nosso modelo experimental se refere à capacidade das 

células alogênicas em apoptose alterarem o estado de ativação das DCs durante a co-

cultura. Para verificarmos se esse era o caso, realizamos análises de citometria de fluxo. 

Foram analisados marcadores de ativação nas DCs maduras e imaturas incubadas ou não 

por dezoito horas com timócitos alogênicos em apoptose na proporção 1:5 (DC: célula 

alogênica em apoptose).  

Nossos resultados demonstram que após o co-cultivo com as células alogênicas em 

apoptose não há alterações importantes no estado de ativação das células dendríticas 

(figura 6). A única alteração observada é a diminuição da expressão de MHC II quando as 

DCs maduras são incubadas com as células alogênicas em apoptose. Neste caso, a 

expressão de MHC II encontra-se diminuída e assemelha-se à expressão observada em 

DCs imaturas. No entanto, este é o único marcador de ativação que se altera, demonstrando 

que não há uma modulação importante do estado de ativação das DCs quando estas são 

incubadas com células alogênicas em apoptose. Aos dados fenotípicos obtidos, associam-

se os dados com relação à produção de citocinas pelas DCs (figura 8). Estes últimos 

demonstram que a incubação de células dendríticas com células alogênicas em apoptose  

não é capaz de modificar o padrão de citocinas produzido por estas células tanto no seu 

estado imaturo quanto em seu estado maduro (resultados discutidos com maiores detalhes 

no decorrer do texto). Tomados em conjunto, nossos resultados demonstram que a co-

cultura com timócitos alogênicos em apoptose não é capaz de alterar o estado de ativação 

nem das DCs imaturas nem das DCs maduras. 
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6,68% 38,27% 7,95% 2,19%

iDC 

11,24% 69,76% 45,56% 19,43%

mDC 

Figura 6. Análise do estado de ativação das células dendríticas após co-cultivo com timócitos alogênicos em 
apoptose. Células dendríticas obtidas após 7 dias de cultura foram incubadas (na proproção 1:5 DC:célula alogênica
em apoptose) durante 18 horas  com timócitos alogênicos em apoptose e analisadas por citometria de fluxo para
determinação da expressão dos marcadores de ativação MHC II, CD80, CD86 e CD40. Foram analisadas células 
dendríticas imaturas (iDC), células dendríticas imaturas co-cultivadas com células alogênicas em apoptose 
(iDC+APO), células dendríticas maduras (estimuladas com 1µg/mL de LPS) (mDC) e células dendríticas maduras 
(estimuladas com 1 µg/mL de LPS) e co-cultivadas com células alogênicas em apoptose (mDC+APO). Dados 
representativos de 3 experimentos realizados. Controle isotípico ( ), amostras ( ).

 CD80    CD86       CD40   MHC II 

6,09% 39,30% 8,86% 2,94%

iDC+APO 

6,67% 65,83% 41,29% 22,22%

mDC+APO 
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4.6. Verificação da fagocitose de células alogênicas em apoptose por células 

dendríticas 

 Nosso próximo passo foi verificar se as células dendríticas maduras e imaturas eram 

capazes de fagocitar células alogênicas em apoptose. Para isso, co-cultivamos células 

dendríticas maduras e imaturas com diferentes quantidades de células alogênicas em 

apoptose por 2 e 4 horas. Após estes períodos as DCs foram submetidas a 

citocentrifugação, as lâminas obtidas foram coradas e realizou-se a contagem das DCs que 

fagocitaram células alogênicas em apoptose. 

 A figura 7A mostra uma célula dendrítica que não foi co-cultivada com células alogênicas 

em apoptose (esquerda) e uma célula dendrítica que fagocitou uma célula alogênica em 

apoptose (direita). Nossos resultados demonstram que na proporção 1:5 (DC: células 

alogênicas em apoptose), após 2 horas de co-cultura, um maior número de DCs imaturas 

havia fagocitado células em apoptose em relação às DCs maduras. Nas outras proporções, 

1:1 e 1:10 (DC: células alogênicas em apoptose), essa diferença não foi observada (figura 

7B). Por outro lado, a análise da fagocitose após 4 horas demonstrou que um número maior 

de DCs maduras fagocitaram células alogênicas em apoptose quando co-cultivadas nas 

proporções 1:1 e 1:10 (figura 7C). No entanto, quando analisamos estes dados em conjunto, 

ou seja, quando o número de DCs que fagocitaram células alogênicas em apoptose após 2 

e 4 horas são considerados conjuntamente, nenhuma diferença entre as DCs imaturas e 

maduras  foi observada (figura  7D).  

 Estes resultados sugerem uma diferença na cinética de fagocitose de células alogênicas 

em apoptose entre DCs maduras e imaturas, isto é, as DCs imaturas são capazes de 

fagocitar um maior número de células em apoptose em um período de tempo menor (2 

horas) enquanto as DCs maduras fagocitam as células em apoptose mais tardiamente (4 

horas). No entanto, com relação ao número final de DCs que fagocitaram células alogênicas 

em apoptose (2 e 4 horas analisadas conjuntamente) não foi observada diferença entre as 

DCs nos diferentes estados de ativação. Sendo assim, podemos dizer que apesar das 
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diferenças observadas nos tempos analisados, a quantidade final de DCs que fagocitaram 

células alogênicas em apoptose é semelhante nos dois estados de ativação. 
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Figura 7. Avaliação da fagocitose de timócitos alogênicos em apoptose por células dendríticas maduras (mDC)
e imaturas (iDC). 4x104 células dendríticas foram incubadas com diferentes quantidades de timócitos alogênicos
em apoptose determinando as proporções 1:1, 1:5 e 1:10 (DC: célula alogênica em apoptose). Após 2 e 4 horas
de co-culturas as células dendríticas foram submetidas a citocentrifugação, as lâminas obtidas foram coradas e 
o grau de fagocitose determinado por microscopia.(A) Célula dendrítica (esquerda). Timócito em apoptose (seta) 
fagocitado por célula dendrítica (direita). Aumento de 40x. (B-C) Quantidade (esquerda) e porcentagem (direita) 
de células dendríticas que fagocitaram timócitos em apoptose após 2 (B) e 4 (C) horas de co-cultura. (D) 
Quantidade (esquerda) e porcentagem (direita) de células dendríticas que fagocitaram timócitos em apoptose
analisando-se os resultados obtidos após 2 e 4 horas de co-cultura em conjunto (total). Para determinação do 
número e porcentagem de DCs que havia fagocitado células em apoptose foram analisadas 300 DCs por 
lâmina. * p<0,05 (Teste Mann-Whitney). 
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4.7. Análise da produção de citocinas pelas DCs em diferentes condições 

experimentais 

 Um dos fatores preponderantes no desenvolvimento da resposta imune é o 

microambiente em que ela se inicia. Especialmente no desenvolvimento de uma resposta 

imune adaptativa, o microambiente é capaz de influenciar decisivamente a maneira como os 

linfócitos T ativados irão se comportar frente ao antígeno. Um exemplo da influência do 

microambiente no desenvolvimento da resposta imune adaptativa pode ser observado em 

trabalhos recentes demonstrando que diferentes citocinas, presentes no momento da 

apresentação de antígeno, podem induzir a geração de subtipos de linfócitos T capazes de 

respostas efetoras distintas (Bettelli et al, 2006; Harrington et al, 2006). Sabendo-se da 

importância deste fato, investigamos a produção de algumas citocinas pelas DCs obtidas. 

Realizamos a análise da produção de IL-10, TNF-α, IL-12 e TGF-β pelas células dendríticas. 

 A produção de citocinas foi avaliada nas células dendríticas após o estímulo com 1µg/mL 

de LPS durante 24 horas ou após a co-cultura das DCs com células alogênicas em 

apoptose. Alternativamente, a produção de citocinas foi avaliada em células dendríticas 

estimuladas com 1µg/mL de LPS por vinte quatro horas às quais foram adicionadas células 

alogênicas em apoptose.  

  As análises de IL-10, TNF-α e IL-12p70 demonstram que estas citocinas possuem um 

padrão de produção muito semelhante. Essas citocinas são secretadas apenas quando as 

DCs são estimuladas por LPS e a adição de células alogênicas em apoptose não modula 

esta resposta.  A análise da produção de TGF-β demonstrou um quadro diferente quando 

comparado ao padrão de produção das outras citocinas. A produção desta citocina foi 

detectada em todas as condições experimentais testadas, sendo que o nível de secreção da 

mesma não foi significativamente alterado em nenhuma delas (figura 8). 
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Figura 8. Análise da produção de IL-12p70, TNF-α, IL-10 e TGF-β. A produção das citocinas foi analisada em 
células dendríticas imaturas (iDC), células dendríticas imaturas co-cultivadas com células alogênicas em apoptose 
(iDC+APO), células dendríticas maduras (estimuladas com 1µg/mL de LPS) (mDC) ou células dendríticas
maduras (estimuladas com 1 µg/mL de LPS) e co-cultivadas com células alogênicas em apoptose (mDC+APO). 
Como controle foi determinada a produção das citocinas pelas células alogênicas em apoptose (APO). Para a 
determinação da produção das citocinas foram utilizadas amostras de dois experimentos independentes, dosadas
em triplicatas. A.L.D. = Abaixo do limite de detecção. 



Resultados                                                                                                                  Ivo Marguti 
___________________________________________________________________________ 

 67

4.8. Avaliação da expressão de Foxp3 nas células T CD4+ 

 Tem sido demonstrado que as células T reguladoras, caracterizadas pela expressão de 

CD4+CD25+Foxp3+, podem ser expandidas após interações com células dendríticas. Com o 

intuito de verificarmos qual o comportamento das células Treg em nosso modelo 

experimental, realizamos análises de citometria de fluxo para detectar esta população 

celular após a co-cultura de células de linfonodo com DCs nas diferentes condições 

experimentais. Como único marcador específico para as células Treg é fator de transcrição 

Foxp3 realizamos a verificação da expressão deste fator de transcrição nas células T 

CD4+CD25+.   

 Como demonstrado na figura 9, a população de células CD4+CD25+ aumenta em todas 

as condições experimentais analisadas quando comparada à população presente em 

linfonodos de animais naïve. No entanto, este aumento é mais pronunciado nas condições 

em que as DCs estão imaturas, especialmente na presença de aloantígenos. 

 

 

 

 

29,62%

iDC+APO 

11,42% 

LN 

22,86%

iDC

20,92% 

mDC 

20,05%

mDC+APO

Figura 9. Porcentagem de células CD4+CD25+ obtidas após co-cultura de células de linfonodo com DCs em
diferentes condições experimentais. Células de linfonodo (LN), células de linfonodo após co-cultura com DCs 
imaturas (iDC), células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em 
apoptose (iDC+APO), células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS (mDC) ou células de 
linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas em apoptose 
(mDC+APO). As células de linfonodo foram co-cultivadas por 5 dias com DCs. As porcentagens indicadas se 
referem à população de células CD4+. Dados representativos de 4 experimentos. 
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Para determinarmos se o aumento na população de células CD4+CD25+ foi decorrente do 

crescimento da população de células Treg e não da ativação de linfócitos T naïve, 

verificamos a expressão de Foxp3 nestas células. Conforme demonstrado na figura 10, a 

porcentagem de células CD4+CD25+Foxp3+ aumenta em relação à porcentagem encontrada 

em linfonodos de animais naïve em todas as condições experimentais analisadas, seguindo 

um padrão semelhante ao observado na análise das células CD4+CD25+. Além disso, a 

porcentagem de células CD4+CD25+Foxp3+ se mostra muito semelhante à porcentagem de 

células CD4+CD25+, demonstrando que o aumento encontrado nesta população se deve a 

um aumento da população de células Treg. 

Analisando-se em esses dados em conjunto notamos que a porcentagem de células 

CD4+Foxp3+ encontra-se aumentada em todas as condições experimentais analisadas 

quando comparadas à porcentagem verificada em linfonodos de animais naïve. Notamos 

ainda que este aumento é mais pronunciado nas condições em que as DCs estão imaturas, 

sendo ligeiramente superior na condição experimental em que há presença do antígeno 

alogênico (figura 11A). O mesmo perfil é observado quando analisamos as porcentagens de 

células CD4+CD25+Foxp3+ (figura  11B). 

Nossas análises permitiram identificar uma diminuição da população CD4+CD25-Foxp3+ 

quando comparada à mesma população observada em linfonodos de animais naïve em três 

das quatro condições experimentais analisadas. A única condição experimental em que 

essa diminuição não foi observada foi a condição experimental em que as células de 

linfonodo foram co-cultivadas com DCs maduras (figura 11C). Quanto à porcentagem de 

células ativadas, determinadas fenotipicamente como CD4+CD25+Foxp3-, não notamos 

qualquer diferença entre os grupos analisados.      

 Tomados em conjunto nossos dados sugerem que o aumento observado na população 

CD4+CD25+ se dá às custas do aumento da população de células Treg, caracterizadas pela 

expressão do fator de transcrição Foxp3. Além disso, este aumento é mais pronunciado 

quando as DCs encontram-se imaturas e há presença de aloantígeno. Por outro lado, 
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notamos uma diminuição da porcentagem de células CD4+CD25-Foxp3+ em todas exceto 

uma condição experimental. Quanto às células ativadas, não observamos nenhuma 

diferença entre os grupos analisados. 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

Figura 10. Análise da expressão de Foxp3 nas células CD4+CD25+. A expressão de Foxp3 foi analisada na 
população de células CD4+CD25+ após co-cultura de células de linfonodo por 5 dias com DCs nas diferentes
condições experimentais. Células de linfonodo (LN), células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas 
(iDC), células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em apoptose
(iDC+APO), células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS (mDC) ou células de linfonodo
após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas em apoptose (mDC+APO). As 
porcentagens indicadas se referem à população de células CD4+. Dados representativos de 4 experimentos.  
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Figura 11. Análise das diferentes populações celulares determinadas por citometria de fluxo. Células de linfonodo foram 
co-cultivadas por 5 dias com DCs nas diferentes condições experimentais e analisadas por citometria de fluxo. (A) 
Porcentagem de células CD4+Foxp3+ (B) Porcentagem de células CD4+CD25+Foxp3+ (C) Porcentagem de células 
CD4+CD25-Foxp3+. (D) Porcentagem de células CD4+CD25+Foxp3-. Células de linfonodo (LN), células de linfonodo após 
co-cultura com DCs imaturas (iDC), células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células 
alogênicas em apoptose (iDC+APO), células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS (mDC) ou células 
de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas em apoptose (mDC+APO). 
As porcentagens indicadas se referem à população de células CD4+. Dados representativos de 4 experimentos. 
**p<0,01 , ***p<0,001 (em relação à porcentagem de células obtidas de linfonodo (LN)). #p<0,05 , ##p<0,01 
(significativo entre os grupos indicados) (Testes ANOVA e Tukey). 
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4.9. Efeito da depleção das células CD4+CD25+ presentes nos linfonodos de animais 

naïve nas alterações verificadas na população de células T reguladoras  

 No nosso modelo experimental uma questão importante a ser considerada consiste em 

determinar se o aumento na população de células CD4+CD25+Foxp3+ é fruto da expansão 

destas células, já presentes no linfonodo, ou se estas células estão se originando a partir da 

conversão de células CD4+CD25-.  

 Para analisarmos esta questão utilizamos um protocolo para a separação de células T 

CD4+CD25+ do linfonodo de camundongos naïve (descrito em Materiais e Métodos), e 

adicionamos às DCs em diferentes condições experimentais células de linfonodo depletadas 

de células T CD4+CD25+. Como demonstrado na figura 12, o protocolo de depleção é muito 

eficiente e possibilita a obtenção de aproximadamente 98% de pureza na fração celular 

depletada de células CD4+CD25+. 

 

 

 
 

Tendo obtido uma boa pureza na fração depletada de células T CD4+CD25+, partimos 

então para a verificação da expressão de CD25 e de Foxp3 na população de linfócitos T 

CD4+ após co-cultura com células dendríticas nas diferentes condições experimentais.  

1,26% 2,18% 94,77%

Figura 12. Pureza das frações celulares após depleção das células CD4+CD25+. Após a depleção utilizando �beads�
magnéticos as células foram analisadas por citometria de fluxo para determinação da pureza das diferentes frações 
celulares obtidas. Porcentagem de células  CD4+CD25+ contaminantes em relação à população total de células 
obtidas após a depleção (esquerda). Porcentagem de células CD4+CD25+ contaminantes em relação à população de 
células CD4+ obtidas após a depleção (centro). Porcentagem de pureza obtida na fração de células CD4+CD25+

(direita).  
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 A análise por citometria de fluxo demonstrou que há aumento da população CD4+CD25+ 

em todas as condições experimentais analisadas porém, este aumento é menor do que o 

observado nas co-culturas em que as células CD4+CD25+ estavam presentes inicialmente. 

Os resultados demonstram também que o aumento é mais pronunciado nas condições de 

cultura em que há presença do aloantígeno (figura 13). 

 

 
 
 
 O aumento da população CD4+CD25+, no entanto, não nos assegura que a geração de 

células Treg está ocorrendo, uma vez que este aumento pode  indicar a ativação de 

linfócitos T naïve. Sendo assim, realizamos a análise da expressão do fator de transcrição 

Foxp3 pelos linfócitos T CD4+CD25+ (figura 14). 

 Nossas análises por citometria de fluxo demonstraram que a porcentagem de células 

CD4+Foxp3+ é maior quando as células de linfonodo são co-cultivadas com células 
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Figura 13. Avaliação da população CD4+CD25+ após co-cultivo de células de linfonodo depletadas de células 
CD4+CD25+ com DCs nas diferentes condições experimentais. As células de linfonodo foram co-cultivadas por 5 
dias com DCs nas diferentes condições experimentais. Células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas 
(iDC), células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em apoptose 
(iDC+APO), células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS (mDC) ou células de linfonodo após 
co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas em apoptose (mDC+APO)..As 
porcentagens indicadas se referem à população de células CD4+. Dados representativos de 2 experimentos. 
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dendríticas imaturas e há presença de aloantígeno do que nas outras condições 

experimentais (figura 15A). Por sua vez, a análise da expressão de Foxp3 nas células 

CD4+CD25+ indicou que apenas uma fração destas células expressava este fator de 

transcrição (figuras 14 e 15B). O restante das células CD4+CD25+ não expressam Foxp3, 

apresentando um fenótipo característico de linfócitos T ativados (figura 14 e 15D). É 

importante ressaltar que este aumento na população de células CD4+CD25+Foxp3- não é 

evidenciado quando as células CD4+CD25+ não são depletadas antes da co-cultura (figura 

10 e 11D). Com relação à população de células CD4+CD25-Foxp3+, nota-se  que ela está 

diminuída nas condições em que há presença de antígeno alogênico, tanto em DCs 

maduras quanto em DCs imaturas, quando comparada à porcentagem observada na 

condição experimental em que há apenas DCs imaturas (figura 15C). 

Os dados obtidos sugerem que as células Treg controlam a expansão de linfócitos T 

ativados (CD4+CD25+Foxp3-) frente aos antígenos alogênicos. Notamos ainda que as 

porcentagens de células CD4+CD25+Foxp3+ obtidas são menores nestas condições 

experimentais quando comparadas às obtidas nas condições em que as células CD4+CD25+ 

estavam presentes desde o início da co-cultura. 
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Figura 14. Avaliação da população CD4+CD25+Foxp3+ após co-cultivo de células de linfonodo depletadas de
células CD4+CD25+ com células dendríticas. As células de linfonodo depletadas de células CD4+CD25+ foram co-
cultivadas por 5 dias com DCs nas diferentes condições experimentais. Células de linfonodo após co-cultura com
DCs imaturas (iDC), células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em
apoptose (iDC+APO), células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS (mDC) ou células de
linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas em apoptose
(mDC+APO). As porcentagens indicadas se referem à população de células CD4+. Dados representativos de 2
experimentos. 
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Figura 15. Análise das diferentes populações celulares determinadas por citometria de fluxo após co-cultivo de células 
de linfonodo depletadas de células CD4+CD25+ com células dendríticas. Células de linfonodo depletadas de células 
CD4+CD25+ foram co-cultivadas por 5 dias com DCs nas diferentes condições experimentais. . (A) Porcentagem de 
células CD4+Foxp3+ (B) Porcentagem de células  CD4+CD25+Foxp3+ (C) Porcentagem de células CD4+CD25-Foxp3+. 
(D) Porcentagem de células CD4+CD25+Foxp3-. Células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas (iDC), células 
de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em apoptose (iDC+APO), células de 
linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS (mDC) ou células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas 
por LPS e incubadas com células alogênicas em apoptose (mDC+APO). As porcentagens indicadas se referem à 
população de células CD4+. As porcentagens de células CD4+CD25+ de linfonodo expressando ou não Foxp3 foram 
determinadas como descritos nas tabelas 6 e 8 em anexo. Dados representativos de 2 experimentos. *p < 0,05 (em 
relação à porcentagem de células obtidas de linfonodo (LN)). #p<0,05 , ##p<0,01 (significativo entre os grupos 
indicados) (Testes ANOVA e Tukey). 
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5. Discussão 

 

 As interações entre células Treg e células dendríticas têm despertado o interesse de 

muitos grupos de pesquisa nos últimos anos. Entender melhor como a interação entre estas 

células é capaz de alterar o curso de uma resposta imune, manter a população de células 

Treg na periferia, além da possibilidade da geração de células Treg antígeno especificas a 

partir destas interações são algumas das questões mais estudadas. Inúmeros trabalhos têm 

descrito diferentes necessidades para a expansão ou geração de células Treg através de 

sua interação com DCs. Neste contexto, o trabalho apresentado demonstra que as células 

Treg podem ser expandidas por células dendríticas em diferentes estados de ativação, tanto 

na presença quanto na ausência de antígenos alogênicos capturados pelas DCs na forma 

de células em apoptose.  

A primeira preocupação no desenvolvimento do estudo foi garantir que a população 

obtida após a cultura de células de medula óssea na presença de GM-CSF era constituída 

essencialmente de células dendríticas. Para isso realizamos análises fenotípicas e 

funcionais destas células. Nossos resultados encontram-se em acordo com os relatos da 

literatura tanto no que se refere ao fenótipo das DCs obtidas quanto no que se refere à 

capacidade destas células apresentarem antígenos e estimularem respostas proliferativas 

de linfócitos T. Realizamos também análises visando caracterizar as células quanto ao seu 

estado de ativação. Demonstramos assim, que obtivemos uma população de células 

dendríticas imaturas, capazes de serem ativadas e exibir um fenótipo de células dendríticas 

maduras após estímulo. Tomados em conjunto, estes resultados nos dão segurança para 

afirmar que nosso protocolo nos permite obter células dendríticas. 

Um dos pontos chave do presente trabalho é a utilização de células alogênicas em 

apoptose para determinar a influência de antígenos exógenos nas alterações ocorridas na 

população de células Treg após interação com DCs. A escolha da utilização de células 

alogênicas em apoptose como fonte de antígenos exógenos se deu na tentativa de obter 
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uma condição experimental mais inclinada à geração de tolerância. Diversos estudos têm 

implicado células em apoptose na geração de tolerância periférica, possivelmente por sua 

capacidade de induzir propriedades tolerogênicas em células dendríticas (Bittencourt et al, 

2001; Kleinclauss et al, 2006; Wang et al, 2006). No entanto, em nosso modelo experimental 

as células apoptóticas não parecem ter grande influência no estado de ativação das DCs, 

como evidenciado pelos resultados de citometria de fluxo e de dosagem de citocinas. Este 

fato, possivelmente, é uma decorrência do momento em que as DCs são incubadas com as 

células em apoptose. As células dendríticas ativadas já terminaram seu processo de 

maturação quando as células em apoptose são adicionadas à co-cultura. Sendo assim, as 

últimas não conseguem reverter o quadro de ativação das DCs. Por outro lado, quando 

utilizamos as DCs imaturas estas células não são posteriormente maturadas. Sendo assim, 

os efeitos moduladores das células em apoptose não são evidenciados. A função das 

células em apoptose no modelo experimental proposto, portanto, parece estar ligada ao 

provimento de antígenos exógenos que serão apresentados pelas DCs aos linfócitos T no 

decorrer da co-cultura. Apesar de nossos resultados indicarem que este seja o caso, não 

podemos descartar a possibilidade das células em apoptose estarem modulando outras 

moléculas e/ou citocinas não analisados neste estudo. 

Além disso, era importante determinar se a capacidade fagocítica das DC imaturas e 

maduras era semelhante. Se este parâmetro fosse significativamente diferente entre as DCs 

imaturas e maduras os dados obtidos posteriormente poderiam ser interpretados 

equivocadamente. Ao realizarmos a quantificação da fagocitose pelas DCs imaturas e 

maduras notamos que não há diferenças entre elas no tocante à fagocitose de células 

alogênicas em apoptose. Estas análises nos deram o respaldo necessário para que 

pudéssemos analisar nossos resultados posteriores com maior tranqüilidade, eliminando a 

possibilidade de um erro experimental.   

A utilização de células dendríticas em diferentes estados de ativação, tendo em mente 

que diferentes estados de ativação acarretam mudanças funcionais nestas células, nos 
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levou a caracterizar, ao menos parcialmente, o microambiente onde o contato entre as DCs 

e as células de linfonodo se iniciaria. Sabidamente, o microambiente em que se dá a 

apresentação de antígeno é um fator importante, capaz de determinar como a resposta 

imune irá se desenvolver. Sendo assim, nossos resultados a respeito das citocinas 

produzidas pelas DCs e, portanto, presentes no microambiente durante a co-cultura entre 

DCs e células de linfonodo, nos trazem informações importantes. 

 A produção de IL-10, IL-12 e TNF-α pelas DCs nas diferentes condições experimentais 

seguiram um comportamento semelhante. A produção destas citocinas foi detectada apenas 

quando houve estimulação das DCs por LPS. Mais, esta produção não  foi afetada pela 

adição de células alogênicas em apoptose à cultura. Após um estimulo de maturação, como 

o LPS, a produção de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e a IL-12 pelas DCs é 

esperada. Quanto à produção de IL-10, podemos supor que esteja ligada a um mecanismo 

de controle da resposta inflamatória, iniciada pela produção de citocinas pró-inflamatórias. 

Apesar de esta explicação não estar formalmente demonstrada em nosso trabalho, há 

relatos na literatura descrevendo o mesmo fenômeno quanto à produção de IL-10 por DCs 

derivadas da medula óssea de camundongos quando estimuladas por LPS ou outros 

agonistas de Toll-like receptors  (Boonstra et al, 2006;  Samarasinghe et al, 2006).   

A produção de TGF-β, por sua vez, demonstrou um comportamento muito diferente do 

observado na produção das outras citocinas. Nossos resultados demonstram uma produção 

constante de TGF-β em todas as condições experimentais, não sendo esta produção 

modulada nem pela ativação das DCs por LPS nem pela adição de células alogênicas em 

apoptose. Estes resultados são inesperados e, portanto, não podem ser analisados de 

maneira simples. Inicialmente, o resultado esperado seria a diminuição da produção de 

TGF-β, uma citocina imunossupressora, à medida que as DCs fossem ativadas por LPS.  

 Uma possível explicação para estes resultados pode estar ligada às semelhanças entre 

macrófagos e DCs e à linhagem de camundongo utilizada. Estudos realizados com 

macrófagos de diferentes linhagens de camundongos têm demonstrado que as 
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propriedades funcionais destas células são diferentes (Bastos et al, 2002; Mills et al, 2000). 

Os parâmetros utilizados nestes estudos são, principalmente, a produção diferencial de 

óxido nítrico e de TGF-β pelos macrófagos de diferentes linhagens antes e após estímulo 

com LPS, interferon-γ (IFN-γ) ou os dois estímulos somados. Os resultados destes estudos 

demonstram que macrófagos de camundongos BALB/c produzem grandes quantidades de 

TGF-β e pouco óxido nítrico, mesmo após estimulação, enquanto macrófagos de 

camundongos C57BL/6 produzem grandes quantidades de óxido nítrico e pouco TGF-β. 

Além disso, resultados obtidos analisando-se DCs derivadas da medula óssea de 

camundongos C57BL/6 deficientes na subunidade p40 da IL-12 demonstraram que estas 

células possuem um perfil de produção de TGF-β e óxido nítrico muito semelhante ao 

encontrado em macrófagos de camundongos BALB/c, sugerindo que o comportamento 

observado em macrófagos pode ser extrapolado para o observado em DCs (Bastos et al, 

2005). 

 Foi demonstrado recentemente que células dendríticas e macrófagos podem ser 

originados a partir das mesmas células precursoras presentes na medula óssea  (Fogg et al, 

2005). Outras semelhanças no desenvolvimento de DCs e macrófagos também são 

observadas. Os monócitos presentes na circulação são normalmente tidos como os 

precursores dos macrófagos teciduais. No entanto, dois grupos demonstraram que, em 

condições inflamatórias, monócitos podem dar origem a células de Langerhans na pele 

(Ginhoux et al, 2006) e a DCs caracterizadas pela expressão de CD11c e CD11b no baço 

(Naik et al, 2006). Sendo assim, podemos supor que a produção de TGF-β observada em 

nossas condições experimentais reflete uma relação entre o comportamento de macrófagos 

e células dendríticas de camundongos BALB/c no tocante à produção desta citocina. 

 É interessante observar que o TGF-β é uma das principais citocinas implicadas na 

geração de células Treg a partir de linfócitos T naïve em diferentes condições experimentais 

(Mucida et al, 2005; Kretschmer et al, 2005; Ochando et al, 2006; Luo et al, 2007). É 

importante notar que os efeitos do TGF- β parecem ser extremamente potentes uma vez 
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que a presença concomitante desta citocina e de citocinas capazes de induzir respostas 

imunes Th1 ou Th2 durante a apresentação de antígeno, diminuem apenas modestamente a 

conversão dos linfócitos T naïve  em células Treg (Bettelli et al, 2006). Sendo assim, em 

nosso modelo esta citocina pode também agir de forma a inibir a geração de células T 

efetoras, criando um ambiente favorável à expansão das células Treg. Além disso, o papel 

do TGF- β em nosso modelo experimental pode ser o de manter a expressão de Foxp3 na 

população de células Treg após a sua expansão, como sugerido por Fantini et al (2004).  

 Nossos resultados demonstram que, independente da condição experimental analisada, 

há um aumento na porcentagem de células CD4+CD25+Foxp3+ obtidas após a co-cultura, 

quando comparadas às porcentagens obtidas de linfonodos de animais naïve. Estudos têm 

demonstrado que células Treg são expandidas de maneira mais eficiente por DCs maduras 

derivadas da medula óssea do que por DCs imaturas (Yamazaki et al, 2003; Tarbell et al, 

2004; Yamazaki et al, 2006). Nestes trabalhos os autores mostram ainda que tanto na 

presença quanto na ausência de antígenos exógenos a proliferação das células Treg é 

observada. Outros estudos demonstraram que DCs imaturas obtidas de baço de 

camundongos naïve caracterizadas fenotipicamente pela expressão de CD11c e CD11b, 

mesmo fenótipo encontrado nas DCs observadas neste estudo, estimulam a proliferação de 

células Treg na ausência de antígenos exógenos (Fisson et al, 2006). Por outro lado, a 

proliferação das células Treg de maneira antígeno inespecífica não é evidenciada quando 

são utilizados outros subtipos de células dendríticas. É importante notar que nos trabalhos 

citados acima a expansão das células Treg foi mais pronunciada na presença de IL-2.  

 Apesar de algumas diferenças experimentais em relação aos trabalhos citados acima, 

nossos resultados estão em acordo com os obtidos pelos autores, e demonstram que o 

aumento na porcentagem de células Treg, quando células de linfonodo são co-cultivadas 

com DCs, pode ocorrer de maneira independente da presença de antígeno ou do estado de 

ativação das DCs. Quanto ao aumento de proliferação das células Treg na presença de IL-2, 

apesar de ensaios para dosagem de IL-2 não terem sido realizados no presente trabalho, é 
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plausível considerar que esta citocina esteja sendo produzida em pequenas quantidades 

durante as co-culturas uma vez que nestas há presença de linfócitos T, as principais células 

produtoras desta citocina. 

Nossos dados demonstram um aumento da população de células Treg em resposta a 

antígenos próprios. No entanto, este aumento é ainda maior na presença de aloantígenos. 

Estes dados podem sugerir a presença de células Treg com especificidades antigênicas 

distintas em linfonodos de camundongos naïve. Uma das populações tem sua expansão 

preferencialmente estimulada pelo encontro com aloantígenos, enquanto a outra população 

é expandida preferencialmente pelo encontro com auto-antígenos. Uma interpretação 

alternativa destes dados, no entanto, pode sugerir que a presença de aloantígenos na co-

cultura atuaria ativando alguns linfócitos T naïve que produziriam maiores quantidades de 

IL-2. A maior quantidade de IL-2 na co-cultura poderia, por sua vez, estimular uma 

proliferação mais intensa das células Treg e/ou promover condições ótimas para a sua 

sobrevivência. Esta última interpretação, no entanto, não encontra respaldo em nossos 

dados de citometria de fluxo. Estes dados demonstram que na presença de aloantígeno a 

porcentagem de células T CD4+CD25+Foxp3-, um fenótipo característico de células ativadas 

e conseqüentemente produtoras de IL-2, não aumenta em relação às condições em que não 

há presença de aloantígeno. 

É importante notar, no entanto, que no caso em que as células dendríticas estão ativadas 

e há presença de aloantígeno não observamos a mesma porcentagem de células Treg 

observada quando as DCs estão imaturas e há aloantígeno. É possível que a explicação 

para este fato resida no microambiente em que as interações entre DCs e Treg ocorrem. 

Como demonstrado na figura 8, o padrão de citocinas produzidos pelas DCs maduras difere 

substancialmente daquele produzido pelas DCs imaturas. Sendo assim, na primeira 

condição é possível que o micro-ambiente mais pró-inflamatório, em que foi detectada a 

presença de IL-12 e TNF-α, possa influenciar negativamente a expansão de células Treg, 

explicando a diferença observada entre as duas condições.  
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Há ainda uma outra possibilidade a ser considerada em relação ao aumento de células 

Treg na condição em que há DCs imaturas e aloantígeno. Neste caso, como não realizamos 

ensaios utilizando células singênicas em apoptose, não podemos descartar a hipótese de 

que a maior porcentagem de células Treg observada decorra de um efeito das células em 

apoptose nas DCs e, portanto, seja independente dos antígenos alogênicos. No entanto, 

nossos dados não demonstram qualquer alteração no estado de ativação ou no padrão de 

produção de citocinas pelas DCs imaturas quando incubadas com células em apoptose, 

enfraquecendo esta hipótese.  

É interessante notar uma correlação inversa entre a população de células T 

CD4+CD25+Foxp3+ e a população de células CD4+CD25-Foxp3+ em nossos experimentos. 

Enquanto a primeira aumenta em todas as condições experimentais analisadas, notamos 

que a segunda segue o padrão inverso, ou seja, diminui em relação à população encontrada 

em linfonodos de camundongos naïve (exceção feita à condição em que há apenas DCs 

maduras) (figura 11C). Apesar de não termos evidências experimentais demonstrando que 

as células CD4+CD25-Foxp3+ tornam-se células CD4+CD25+Foxp3+, é inevitável especular 

que este fenômeno esteja ocorrendo em nossas condições experimentais. Dessa forma, a 

mudança no perfil da população CD4+CD25+Foxp3+ nos grupos experimentais em relação à 

população encontrada em linfonodos de camundongos naïve, seria resultado dessa 

conversão. A literatura acerca das células T CD4+CD25-Foxp3+ é restrita. No entanto, tem 

sido demonstrado que a expressão de Foxp3 é suficiente para induzir propriedades 

reguladoras em células T CD4+CD25- (Hori, 2003). Se as células CD4+CD25-Foxp3+ de fato 

tornarem-se células CD4+CD25+Foxp3+ após a co-cultura com DCs, a elucidação dos 

mecanismos pelos quais esta mudança de fenótipo ocorre seria uma contribuição importante 

ao estudo das células Treg. 

As alterações observadas nas diferentes condições experimentais no tocante à 

porcentagem de células Treg obtidas foram altamente reprodutíveis durante todo o decorrer 

do trabalho. Sendo assim, buscamos uma explicação para o aumento mais pronunciado 
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desta população celular na condição em que as DCs estão imaturas e  há presença de 

antígeno alogênico. Neste caso, é possível que a presença de antígenos alogênicos e de 

TGF-β, na ausência de outras citocinas, expliquem o fenômeno observado. Uma possível 

análise para esse evento baseia-se na seguinte hipótese: a presença de aloantígeno faria 

com que as células Treg específicas ao mesmo proliferassem. Esta proliferação somada à 

proliferação induzida por auto-antígenos aumentaria a proporção de células Treg obtidas em 

relação às condições em que não há aloantígenos. Além disso, o perfil de produção de 

citocinas pelas DCs, nesse caso, pode ser um fator importante para a expansão de células 

Treg, uma vez que a presença de TGF-β, na ausência de citocinas pró-inflamatórias como o 

TNF-α e a IL-12, pode favorecer a expansão desta população em detrimento de outras 

populações de linfócitos T. 

Foram realizados experimentos visando determinar se o aumento das células Treg nas 

diferentes condições experimentais seria fruto da expansão destas células presentes 

inicialmente na co-cultura ou fruto da geração de novo das mesmas a partir de células 

CD4+CD25-. Nossos resultados demonstram que, mesmo após a depleção de grande parte 

das células CD4+CD25+ presentes no linfonodo, ainda se observa expansão da população 

de células CD4+CD25+Foxp3+, independente das condições experimentais, em relação à 

quantidade de células CD4+CD25+ iniciais. Este aumento, no entanto, é menor do que o 

observado quando utilizamos células totais de linfonodo para a realização da co-cultura. 

Outro aspecto importante observado nestes experimentos é o evidente aumento da 

população CD4+CD25+Foxp3- nas condições em que as DCs (imaturas e maduras) foram 

incubadas com aloantígeno (figura 14). Neste caso, podemos supor que a incubação das 

células de linfonodo, depletadas de células Treg, com as DCs levaria à ativação de linfócitos 

T CD4+ naïve e à conseqüente produção de altas quantidades de IL-2. A IL-2 produzida 

pelos linfócitos CD4+CD25+Foxp3-, por sua vez, estaria induzindo a proliferação tanto das 

células Treg contaminantes (a pequena percentagem que não foi eliminada) quanto das 

células efetoras ativadas pelo aloantígeno, explicando o aumento observado em ambas 
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populações celulares. Como as DCs maduras possuem uma maior capacidade estimuladora 

de linfócito T naïve, notamos um maior aumento dos linfócitos T ativados nesta condição 

experimental. 

Devido às limitações inerentes ao método utilizado para a depleção de células Treg, os 

dados apresentados devem ser observados cautelosamente. Após a depleção das células 

Treg ainda há uma população contaminante de células CD4+CD25+ (aproximadamente 2%) 

presente na fração de células CD4+CD25-. Sendo assim, é possível que o aumento 

observado na população CD4+CD25+Foxp3+ decorra da expansão desta população 

contaminante. Em acordo com este fato, a menor porcentagem de células 

CD4+CD25+Foxp3+ observada quando as células CD4+CD25+ são depletadas antes da co-

cultura, sugere a expansão das células Treg presentes nos linfonodos de animais naïve 

como o principal mecanismo responsável pelo aumento observado em nossos 

experimentos. Sendo assim, nossos dados sugerem que a geração de novo de células 

CD4+CD25+Foxp3+ a partir de células CD4+CD25- não é responsável por uma parcela 

significativa do aumento na população de células Treg. 

Como explicitado acima, a expansão das células CD4+CD25+Foxp3+ pode indicar a 

expansão da população contaminante CD4+CD25+ presente na fração de células 

CD4+CD25- antes da co-cultura.  Apesar desta limitação experimental, a grande diferença 

observada na população CD4+CD25+Foxp3- demonstra que a depleção alterou os eventos 

que ocorrem durante a co-cultura em nosso modelo, sugerindo fortemente que a presença 

de células Treg no início da co-cultura é importante para que não haja ativação exacerbada 

das células T CD4+ naïve na presença de aloantígenos. 

Apesar do grande volume de trabalhos investigando as interações entre células 

dendríticas e células Treg, há pouco consenso sobre as condições nas quais existe 

preferencialmente geração ou expansão destas células. É possível encontrar na literatura 

trabalhos em que a geração de células Treg  a partir de linfócitos T naïve ocorre em 

condições imunogênicas (Mucida et al, 2005) e em condições não imunogênicas (Apoustolo 
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et al, 2004; Kretschmer et al, 2005). Existem também relatos descrevendo a expansão de 

populações de células Treg na presença de células dendríticas maduras (Yamazaki et al, 

2003; Walker et al, 2003; Tarbell et al, 2004) e na presença de células dendríticas imaturas 

(Fisson et al, 2006). Além disso, existem relatos demonstrando que as células Treg 

proliferam em contato com células dendríticas na presença e na ausência de antígenos 

exógenos (Yamazaki et al, 2003; Fisson et al, 2006). 

Analisando os dados da literatura em conjunto com os dados obtidos neste trabalho, 

podemos inferir que a geração ou expansão de células Treg se dá em condições muito 

diversas, de forma diferente do que ocorre para a geração e expansão de linfócitos T 

efetores. Aparentemente, as células Treg podem ser expandidas e/ou geradas tanto em 

condições desfavoráveis para a ativação de linfócitos T efetores, ou seja, condições em que 

há pouca inflamação, como em condições em que há ativação de linfócitos T efetores. Estes 

mecanismos parecem atuar para manter sempre disponível uma população de células Treg 

capaz de manter em xeque possíveis linfócitos T auto-reativos que não foram eliminados 

durante a seleção tímica e podem, eventualmente, ativar-se. Esta visão encontra suporte em 

trabalhos publicados recentemente demonstrando que a depleção de células Treg presentes 

na periferia de camundongos adultos desencadeia uma síndrome auto-imune derivada da 

ativação de linfócitos T específicos para antígenos próprios (Setoguchi et al, 2005; Kim et al, 

2007).  

Em resumo, nossos resultados demonstram que as células dendríticas, independente do 

seu estado de maturação, são capazes de expandir a população de células Treg. Além 

disso, é interessante notar que há condições em que o aumento da população de células 

CD4+CD25+Foxp3+ é favorecido. O conhecimento mais aprofundado das interações entre 

estes dois tipos celulares, e das condições ideais para a expansão da população de células 

CD4+CD25+Foxp3+, é relevante à medida que a utilização desta população celular seja 

considerada como uma possibilidade terapêutica para conter a ativação exacerbada do 

sistema imune. 
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6. Conclusões 

 

I. O protocolo utilizado permite a obtenção de células dendríticas imaturas que 

podem ser maturadas pelo estímulo com LPS. As células dendríticas imaturas e 

maduras são capazes de fagocitar células alogênicas em apoptose de maneira 

semelhante, sendo que a interação entre estas células não altera o estado de 

ativação das DCs.  

 

II. As DCs obtidas são capazes de  estimular a proliferação de linfócitos T. Quanto à 

produção de citocinas, produzem IL-12, IL-10 e TNF-α quando estimuladas por 

LPS. Tanto as DCs maduras quanto as imaturas produzem TGF-β em 

quantidades semelhantes. 

 

III. A co-cultura de células de linfonodo com DCs induz um aumento na população de 

células CD4+CD25+Foxp3+. Este aumento é mais pronunciado na condição 

experimental em que as DCs estão imaturas e há antígenos alogênicos. 

 

IV. Nossos dados sugerem que o aumento observado na população de células 

CD4+CD25+Foxp3+ se deve, principalmente, à proliferação desta população 

celular após a co-cultura de células de linfonodo com DCs. 
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8. Anexos 
 
Tabela 1. Porcentagens das diferentes subpopulações de células dendríticas obtidas (definidas por 
citometria de fluxo). Dados referentes a 4 experimentos realizados. 

N.R =  Não realizado 
 
 
Tabela 2. Porcentagem de células T CD4+CD25+Foxp3+ (definidas por citometria de fluxo) obtidas após 
5 dias de co-cultura entre células dendríticas e células de linfonodo. Dados referentes a 4 experimentos 
realizados. 
 

 CD4+CD25+Foxp3+ (%) 

 Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4 Media + desvio 
padrão 

LN 8,50 8,67 5,19 9,29 7,91 +  1,84 
 

iDC 20,90 15,16 14,80 25,58 19,11 +  5,13 
 

iDC+APO 27,35 22,34 25,47 27,62 25,69 +  2,43 
 

mDC 19,07 14,38 16,80 16,65 16,72 +  1,91 
 

mDC+APO 17,90 17,50 22,26 18,23 18,97 +  2,21 
 

LN = células de linfonodo. iDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas. iDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em 
apoptose. mDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS. mDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas 
em apoptose. 
 

 Subpopulações de células dendríticas (%) 

 Experimento 1  Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4 Media +  
desvio 
padrão 

CD11c+CD11b+ 72,15 70,45 73,00 82,09 74,42 +  5,22
 

CD11c+CD8+ 0,38 2,22 1,26 1,04 1,22 +  0,76 
 

CD11c+CD4+ N.R. N.R. 0,12 0,17 0,14 +  0,03 
 

CD11c+B220+ 0,51 0,21 2,48 1,14 1,08  +  1,00 
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Tabela 3. Porcentagem de células T CD4+CD25-Foxp3+ (definidas por citometria de fluxo) obtidas após  
5 dias de co-cultura entre células dendríticas e células de linfonodo. Dados referentes a 4 experimentos 
realizados. 
 

 CD4+CD25-Foxp3+ (%) 

 Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4 Media + desvio 
padrão 

LN 5,24 3,31 2,66 4,03 3,81 +  1,10 
 

iDC 2,78 2,08 1,39 1,84 2,02 +  0,58 
 

iDC+APO 2,08 1,59 0,91 0,72 1,32 +  0,62 
 

mDC 5,22 3,16 1,08 1,93 2,84 +  1,79 
 

mDC+APO 3,71 1,11 0,68 1,26 1,69 +  1,36 
 

LN = células de linfonodo. iDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas. iDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em 
apoptose. mDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS. mDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas 
em apoptose. 
 
 
Tabela 4. Porcentagem de células T CD4+CD25+Foxp3- (definidas por citometria de fluxo) obtidas após  
5 dias de co-cultura entre células dendríticas e células de linfonodo. Dados referentes a 4 experimentos 
realizados. 
 

 CD4+CD25+Foxp3- (%) 

 Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4 Media +/- 
desvio padrão 

LN 3,68 0,96 3,90 3,95 3,12 +  1,44 
 

iDC 2,14 2,13 7,17 2,96 3,60 +  2,41 
 

iDC+APO 2,39 3,37 4,06 8,79 4,65 +  2,84 
 

mDC 2,59 5,77 5,32 2,86 4,13 +  1,64 
 

mDC+APO 2,70 8,87 8,91 5,98 6,61 +  2,94 
 

LN = células de linfonodo. iDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas. iDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em 
apoptose. mDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS. mDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas 
em apoptose. 
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Tabela 5. Porcentagem de células T CD4+Foxp3+ (definidas por citometria de fluxo) obtidas após  5 
dias de co-cultura entre células dendríticas e células de linfonodo. Dados referentes a 4 experimentos 
realizados. 
 

 
 

CD4+ Foxp3+ (%) 

 Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4 Media +  desvio 
padrão 

LN 13,74 11,98 7,85 13,32 11,72 +  2,68 
 

iDC 23,68 17,24 16,19 27,42 21,13 +  5,34 
 

iDC+APO 29,43 23,93 26,38 28,34 27,02 +  2,41 
 

mDC 24,29 17,54 17,88 18,58 19,57 +  3,17 
 

mDC+APO 21,61 18,61 22,94 19,49 20,66 +  1,97 
 

LN = células de linfonodo. iDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas. iDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em 
apoptose. mDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS. mDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas 
em apoptose. 
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Tabela 6. Porcentagem de células T CD4+CD25+Foxp3+ (definidas por citometria de fluxo) obtidas após  
5 dias de co-cultura entre células dendríticas e células de linfonodo previamente depletadas de células 
T CD4+CD25+. Dados referentes a 2 experimentos realizados. 
 

 CD4+CD25+Foxp3+ (%) 

 Experimento 1 Experimento 2 Media +  desvio padrão 

LN  
(pós-depleção)* 

2,50* 1,56* 2,03 + 0,66 
 

iDC 7,80 2,89 5,34 + 3,47 
 

iDC+APO 12,63 6,67 9,65 + 4,21 
 

mDC 9,65 3,67 6,66 + 4,23 

mDC+APO 9,40 4,50 6,95 +  3,46 

LN = células de linfonodo. iDC= células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas. iDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em 
apoptose. mDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS. mDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas 
em apoptose. 
 
* A porcentagem de células CD4+CD25+Foxp3+ foi estimada a partir da porcentagem desta população 
celular observada na população CD4+CD25+ total em linfonodos de animais naive. Para este cálculo 
utilizamos a média da porcentagem de células CD4+CD25+Foxp3+ observada na população 
CD4+CD25+ tendo como base os resultados de citometria de fluxo realizados e descritos na tabela 2. A 
porcentagem obtida foi de 71,76%. 
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Tabela 7. Porcentagem de células T CD4+CD25-Foxp3+ (definidas por citometria de fluxo) obtidas após  
5 dias de co-cultura entre células dendríticas e células de linfonodo previamente depletadas de células 
T CD4+CD25+. Dados referentes a 2 experimentos realizados. 
 

 CD4+CD25-Foxp3+ (%) 

 Experimento 1 Experimento 2 Media +  desvio padrão 

LN 
(pós-depleção)  

N.R. N.R. N.R. 

iDC 1,35 1,08 1,21 + 0,19 
 

iDC+APO 0,73 0,64 0,68 + 0,06 
 

mDC 0,93 0,90 0,91 + 0,02 
 

mDC+APO 0,58 0,63 0,60 + 0,03 

N.R =  Não realizado 
LN = células de linfonodo. iDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas. iDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em 
apoptose. mDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS. mDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas 
em apoptose. 
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Tabela 8. Porcentagem de células T CD4+CD25+Foxp3- (definidas por citometria de fluxo) obtidas após  
5 dias de co-cultura entre células dendríticas e células de linfonodo previamente depletadas de células 
T CD4+CD25+. Dados referentes a 2 experimentos realizados. 
 
 

 CD4+CD25+Foxp3- (%) 

 Experimento 1 Experimento 2 Media +  desvio padrão 

LN  
(pós-depleção)* 

0,98* 0,61* 0,79 +  0,26 
 

iDC 3,88 1,64 2,76 + 1,58 
 

iDC+APO 8,11 6,59 7,35 + 1,07 
 

mDC 7,77 3,69 5,73 + 2,88 
 

mDC+APO 14,68 8,13 11,40 +  4,63 
 

LN = células de linfonodo. iDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas. iDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em 
apoptose. mDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS. mDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas 
em apoptose. 
 
* A porcentagem de células CD4+CD25+Foxp3- foi estimada a partir da porcentagem desta população 
celular observada na população CD4+CD25+ total em linfonodos de animais naive. Para este cálculo 
utilizamos a média da porcentagem de células CD4+CD25+Foxp3- observada na população CD4+CD25+ 
tendo como base os resultados de citometria de fluxo realizados e descritos na tabela 4. A 
porcentagem obtida foi de 28,24%. 
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Tabela 9. Porcentagem de células T CD4+Foxp3+ (definidas por citometria de fluxo) obtidas após  5 
dias de co-cultura entre células dendríticas e células de linfonodo previamente depletadas de células T 
CD4+CD25+. Dados referentes a 2 experimentos realizados. 
 

 CD4+Foxp3+(%) 

 Experimento 1 Experimento 2 Media + desvio padrão 

LN  
(pós-depleção) 

N.R. N.R. N.R. 

iDC 9,15 3,97 6,56 +  3,66 
 

iDC+APO 13,36 7,31 10,33 + 4,27 
 

mDC 10,58 4,57 7,57 + 4,24 
 

mDC+APO 9,98 5,13 7,55 + 3,42 
 

N.R =  Não realizado 
LN = células de linfonodo. iDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas. iDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs imaturas incubadas com células alogênicas em 
apoptose. mDC = células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS. mDC+APO = 
células de linfonodo após co-cultura com DCs ativadas por LPS e incubadas com células alogênicas 
em apoptose. 
 
 
 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

