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Gostaria de prestar aqui minha homenagem aos entes queridos que se foram durante 

essa fase de minha vida: 

 

- À minha avó materna Euripa Vicente Ferreira, de infarto fulminante, 5 anos após um 

enfisema pulmonar, ambos decorrentes do longo hábito de fumar, desde os 17 anos de 

idade. Provavelmente por câncer de pulmão, subdiagnosticado em Morrinhos, interior 

de Goiás. 04/01/2002, aos 74 anos de idade. 

 

- Fábio Alex da Silva, colega da XXXIII turma de Biomedicina de Botucatu, 

acometido por um linfoma fulminante, contra o qual pouco ou nada pudemos fazer 

como biomédicos (recentemente, seu irmão, Flávio Alex da Silva, juntou-se a ele). 

Tinha acabado de defender seu mestrado em Histologia pelo ICB-USP. Já havia 

começado sua carreira como docente de Genética nas Faculdades Santa Rita. No auge 

da existência, aos 31/12/2003, há exatos 3 meses do aniversário de 33 anos! Em nossa 

memória, a sua alegria e irreverência transmitidas e pelo menos um paper publicado 

em vida ajudam a imortalizá-lo. Meus pêsames e solidariedade à família! 

 

- À Cleuza Vicente Souza, prima de minha mãe, que também lutou até a morte contra 

um câncer de mama. Entretanto, em sua resistência em fazer cirurgia, após 

refratariedade à quimioterapia, não houve como evitar metástases, que afetaram 

membros superiores e inferiores. Como biomédico, sinto que ainda precisamos lutar 

muito contra a nossa própria ignorância científica e social pra evitar ou pelo menos 

diminuir a morbidade e mortalidade de casos semelhantes. Ficam a sua alegria e força 

de vontade transmitidas como exemplo para seus filhos e primos. 27/08/2006, exatos 

3 anos após meu ingresso no doutorado. 

 

- À minha avó paterna, Geni Martins de Lima, aos 88 anos de idade, em Morrinhos, 
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Goiás, motivo até de entrevista na TV local. Que Deus a mantenha feliz por quanto 

tempo quiser (ela já reclamou que não agüenta mais esperar... já viveu tanto!). Se 

assim ocorrer, ela fará 105 anos em outubro. Exemplo de saúde, força de vontade e 

qualidade de vida, apesar de fisicamente cega desde os 12 anos de idade, permanece 

lúcida como uma criança! Essa sim, sabe o que é não só qualidade, mas também, 

quantidade e intensidade de vida!!! Com o mínimo de estresse possível (risos)! 

 

Uma pequena amostra do por que eu vim parar em um laboratório de 

Imunologia de Tumores e trabalhar com indução de estresse em linfócitos e interação 

com células dendríticas. 
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"O erro não se torna verdade por se difundir e multiplicar facilmente. Do mesmo modo, a 

verdade não se torna erro pelo fato de ninguém a ver." 

 

Mahatma Ghandi 
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Seja Você Mesmo 

 

Dê sempre o melhor... 

E o melhor virá. 

Às vezes as pessoas são egocêntricas, 

Ilógicas e insensatas... 

Perdoe-as assim mesmo. 

Se você é gentil, as pessoas podem 

Acusá-lo de egoísta e interesseiro... 

Seja gentil assim mesmo. 

Se você é um vencedor, terá alguns 

Falsos amigos e alguns inimigos verdadeiros... 

Vença assim mesmo. 

Se você é honesto e franco, 

As pessoas podem enganá-lo... 

Seja honesto e franco assim mesmo. 

O que você levou anos para construir, 

Alguém pode destruir de uma hora para outra... 

Construa assim mesmo. 

Se você tem paz e é feliz, 

As pessoas podem sentir inveja... 

Seja feliz assim mesmo. 

O bem que você faz hoje 

Pode ser esquecido amanhã... 

Faça o bem assim mesmo. 

Dê ao mundo o melhor de você, 

Mas isso pode nunca ser o bastante... 

Dê o melhor assim mesmo. 

E veja você que, no final das contas, 

É entre você e Deus... 

NUNCA SERA ENTRE VOCÊ E AS OUTRAS PESSOAS! 

 

 

Madre Tereza de Calcutá 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.pensador.info/autor/Seja_Voce_Mesmo_%28Madre_Tereza_de_Calcuta%29/
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SE  

 

Se és capaz de manter tua calma, quando, 

todo mundo ao redor já a perdeu e te culpa. 

De crer em ti quando estão todos duvidando, 

e para esses no entanto achar uma desculpa. 

 

Se és capaz de esperar sem te desesperares, 

ou, enganado, não mentir ao mentiroso, 

Ou, sendo odiado, sempre ao ódio te 

esquivares, e não parecer bom demais, 

nem pretensioso. 

 

Se és capaz de pensar - sem que a isso só te 

atires, de sonhar - sem fazer dos sonhos teus 

senhores. Se, encontrando a Desgraça e o 

Triunfo, conseguires, tratar da mesma forma a 

esses dois impostores. 

 

Se és capaz de sofrer a dor de ver mudadas, 

em armadilhas as verdades que disseste 

E as coisas, por que deste a vida estraçalhadas, 

e refazê-las com o bem pouco que te reste. 

 

Se és capaz de arriscar numa única parada, 

tudo quanto ganhaste em toda a tua vida. 

E perder e, ao perder, sem nunca dizer nada, 

resignado, tornar ao ponto de partida.  

 

De forçar coração, nervos, músculos, tudo, 

a dar seja o que for que neles ainda existe. 

E a persistir assim quando, exausto, contudo, 

resta a Vontade em ti, que ainda te ordena: 

Persiste!  

 

Se és capaz de, entre a plebe, não te 

corromperes, e, entre Reis, não perder a 

naturalidade. E de amigos, quer bons, quer 

maus, te defenderes, se a todos podes ser de 

alguma utilidade. 

 

Se és capaz de dar, segundo por segundo, 

ao minuto fatal todo valor e brilho. 

Tua é a Terra com tudo o que existe no mundo, 

e - o que ainda é muito mais - és um Homem, 

meu filho! 

 

IF 

 

If you can keep your head when all about you 

Are losing theirs and blaming it on you, 

If you can trust yourself when all men doubt 

you 

But make allowance for their doubting too, 

If you can wait and not be tired by waiting, 

Or being lied about, don't deal in lies, 

Or being hated, don't give way to hating, 

And yet don't look too good, nor talk too wise: 

 

If you can dream - and not make dreams your 

master, 

If you can think - and not make thoughts your 

aim; 

If you can meet with Triumph and Disaster 

And treat those two impostors just the same; 

If you can bear to hear the truth you've spoken 

Twisted by knaves to make a trap for fools, 

Or watch the things you gave your life to, 

broken, 

And stoop and build 'em up with worn-out 

tools:  

 

If you can make one heap of all your winnings 

And risk it all on one turn of pitch-and-toss, 

And lose, and start again at your beginnings 

And never breath a word about your loss; 

If you can force your heart and nerve and 

sinew 

To serve your turn long after they are gone, 

And so hold on when there is nothing in you 

Except the Will which says to them: "Hold 

on!"  

 

If you can talk with crowds and keep your 

virtue, 

Or walk with kings--nor lose the common 

touch, 

If neither foes nor loving friends can hurt you; 

If all men count with you, but none too much, 

If you can fill the unforgiving minute 

With sixty seconds' worth of distance run, 

Yours is the Earth and everything that's in it, 

And - which is more - you'll be a Man,  

my son! 

Rudyard Kipling 

(Nobel de Literatura, 1907) 
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RESUMO 

 

CARMO, J. P. M. Modulação fenotípica e funcional de células dendríticas 

humanas derivadas in vitro de monócitos por contato com linfócitos pré-

aquecidos e/ou irradiados. 2008. 120f. Tese (Doutorado em Imunologia) – Instituto 

de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2008. 
 

As células dendríticas (DCs) são células especializadas na apresentação de antígenos (Ags) 

para linfócitos T virgens e induzir respostas imunes primárias. Foi demonstrado em células 

murinas que a tolerância periférica imunológica também é induzida por essas células, pelo 

processamento e apresentação de Ags próprios de células que morrem durante processo 

fisiológico de renovação tecidual. A maioria dos trabalhos sobre DCs tolerogênicas foram 

executados com células de animais e trabalhos com células humanas com o objetivo de 

elucidar tais mecanismos e processos ainda são bastante controversos. Assim, o objetivo deste 

estudo foi avaliar o efeito de linfócitos apoptóticos sobre os processos de maturação e 

atividade funcional de DCs humanas. PBMC foram obtidas por aférese de doadores saudáveis 

e plaqueadas para aderência por 2h em frascos de cultura (1) na faixa de concentração 3-

5x10
7
 células por frasco. Os linfócitos foram transferidos para outro frasco (2) de cultura por 

3 dias. No dia 3, linfócitos do frasco 2 foram: 1. mantidos à temperatura de 37
o
C (37ni), em 

atmosfera de 5% de CO2; 2. aquecidos por 30 min à temperatura de 43
o
C em banho-maria 

(43ni); 3. 
137

Cs-irradiados a 2500 rads (37i); 4. aquecidos e 
137

Cs-irradiados (43i). Células de 

cada grupo (3x10
5
) foram coradas com iodeto de propídio (PI) 0, 24 e 48h após irradiação. A 

cinética de apoptose foi avaliada pela intensidade de fragmentação de DNA marcado com PI, 

por citometria de fluxo. A média de apoptose de 37i foi 84,2%7,5 (p<0,01) 48h após 

irradiação, sendo 43i (39,3%8) mais próxima ao controle (37ni=21,5%10,8) que 37i. Estes 

resultados sugerem que o aquecimento de linfócitos a 43
o
C por 30 min antes da irradiação 

parece protegê-los da apoptose induzida pela irradiação. Para geração de DCs, PBMC 

aderentes (frasco 1) foram cultivadas com GM-CSF e IL-4 por 5 dias (iDCs). No 5º dia, as 

iDCs foram transferidas para placas de 12 poços na concentração de 5x10
6
poço e TNF-α foi 

adicionado em 6 poços para maturação. Simultaneamente, 10% (3-6x10
5
) de 37i ou 43i foram 

adicionados às culturas de DCs. No 7º dia, o fenótipo de superfície de DCs foi avaliado por 

citometria de fluxo. A linfoestimulação autóloga (1:10) e alogênica (1:30) das DCs foi 

avaliada 6-7 dias após a fenotipagem. Houve expressão diferencial de CD86 e CD1a nos 

diferentes grupos de DCs. Coculturas iDCs+37i induziram aumento de CD1a, correlacionado 

com altos níveis de IL-10, baixos níveis de IL-12p70 e inibição de proliferação. Coculturas 

mDCs+HAPO apresentaram níveis menores de CD1a (comparados a mDC) e IL-10, 

correlacionados com altos níveis de CD86 e IL-12p70 e maiores índices de proliferação. 

Pode-se concluir que o fenótipo e função de DCs é modulado diferencialmente na presença de 

43i, que induzem ativação de DCs in vitro, enquanto 37i induzem um fenótipo e função 

moduladores das DCs. Em suma, sugerimos que o protocolo de ativação de DCs com 43i 

poderia ser utilizado como um modelo de auto-reatividade in vitro e que a modulação da 

expressão de CD1a pelas DCs com 37i poderia ser utilizada como modelo de 

imunorregulação homeostática in vitro. 

 

Palavras-chave: Células dendríticas; Estresse por aquecimento; Radiação ionizante; Apoptose; 

Citocinas; Tolerância. 
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ABSTRACT 

 

CARMO, J. P. M. Phenotypic and functional modulation of human monocyte-

derived dendritic cells after in vitro interaction with pre-heated and / or 

irradiated lymphocytes. 2008. 120 f. Thesis (PhD in Immunology) – Instituto de 

Ciências Biomédicas – Universidade de São Paulo, São Paulo, 2008. 

 
Dendritic cells are specialized in the function of presenting antigens to naïve lymphocytes and 

induce primary immune responses. Works with animal models have demonstrated that these 

cells have the additional property of inducing immunological peripheral tolerance through 

processing and presentation of self Ags provided by cells which dye during the physiological 

tissue turnover. Works with human cells are scarcer and still quite controversial. Thus, the 

aim of this work was to investigate the tolerogenic potential of DCs, approaching the effect of 

apoptotic cells on maturation and functional activity of human monocyte-derived DCs in 

vitro. PBMC were obtained by leukapheresis of healthy donors and plated for two-hour 

adherence in culture flasks (1) with the concentration range of 3-5x10
7
 cells/flask. Non-

adherent cells (NAdh) were transferred to culture flasks (2) for three days. In the 3
rd

 day, 

Nadh from flask 2 were: 1. Kept at the culture temperature of 37
o
C (37ni), in a 5% CO2 

atmosphere; 2. Heated during 30 min at 43
o
C (43ni); 3. 

137
Cs-irradiated at 2500 rads (37i); 4. 

Heated and 
137

Cs-irradiated (43i). Cells of each group (3x10
5
) were PI-stained 0, 24 and 48h 

after irradiation. Apoptosis kynetics was evaluated in flow cytometry by intensity of PI-

stained, fragmented DNA. Apoptosis mean of 37i was 84,2%7,5, higher than 43i (39,3%8) 

and 37ni (21,5%10,8), 48h after irradiation. These results suggest that heating Nadhs at 43
o
C 

during 30 min before irradiation seems to protect them from apoptosis induced by irradiation. 

To generate DCs, adherent PBMC (frasco 1) were cultured in media containing GM-CSF and 

IL-4 for 5 days (iDCs). In the 5
th
 day, iDCs were transferred to 12-well plates at the 

concentration of 5x10
6
well and received 10% (3-6x10

5
) of 37i or 43i, simultaneously to 

TNF- α addition. In the 7
th
 day, DCs were phenotyped by flow cytometry. Autologous (1:5) or 

allogeneic (1:30) linfostimulation were evaluated by fluorescence intensity of CFSE labelling 

and measured by flow cytometry 6-7 days after DC phenotyping. The most significant DC 

phenotype changes were observed in CD1a and CD86. There was an association between 

higher CD1a expression, high levels of IL-10 and low levels of IL-12p70 secreted by 

iDC+APO and decreased allostimulation compared to iDC, what suggests a role for CD1a as 

a modulatory mechanism of the DC response to apoptotic cells. Moreover, mDC+HAPO had 

an opposite behavior, with high levels of IL-12p70 and CD86 and low levels in CD1a 

expression, compared to mDCs, and higher proliferation index. We conclude that DCs 

phenotype and function is differentially modulated in the presence of 43i, which induce DCs 

activation in vitro, while 37i induce regulatory phenotype and function in DCs. In summary, 

we suggest that our protocol for DCs activation with 43i could be used as a model of in vitro 

auto-reactivity and modulation of DCs with 37i could be used as a model of homeostatic 

immunorregulation in vitro. 

 

Key words: Dendritic cells; Cellular stress; Irradiation; Apoptosis; Cytokines; Immunological 

tolerance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em 1868, Paul Langerhans foi o primeiro a identificar uma população celular 

com características semelhantes a de células dendríticas (DCs) na camada basal da 

epiderme, sendo chamadas de células de Langerhans (LC) (LANGERHANS, 1868; 

VERMAELEN e PAUWELS, 2005). Estas LCs apresentavam uma morfologia 

dendrítica com longos e ramificados prolongamentos entre as células epiteliais. Esta 

morfologia peculiar levou Paul Langerhans a considerar esse tipo celular como um 

neurônio (VERMAELEN e PAUWELS, 2005). 

Somente após quase um século, com a descrição inicial por Steinman e Cohn 

(1973) de “um novo tipo de célula em órgãos linfóides de camundongos”, essas 

células passaram a ser melhor caracterizadas e chamadas pela primeira vez de células 

dendríticas. Atualmente, sendo identificadas por suas características morfológicas e 

funcionais diferentes daquelas presentes em macrófagos, as DCs são vistas 

coletivamente como um grupo diverso de células derivadas do sistema 

hematopoiético, indicando uma população heterogênea, com características 

morfológicas, fenotípicas e funcionais semelhantes, presentes em vários órgãos, além 

da pele, sangue e órgãos linfóides (MORRISSON III et al., 2003). 

A função mais explorada das DCs, ao longo dos anos, e apoiada amplamente 

por um número cada vez mais crescente de pesquisas, é certamente o seu papel como 

célula apresentadora de antígeno (APCs, do inglês Antigen Presenting Cells) para os 

linfócitos T. Além de moléculas codificadas pelo complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC), estas células expressam também, na superfície celular, 

moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80 e CD86) necessárias para a sinalização e 

ativação dos linfócitos T. Deste modo, a natureza de qualquer resposta imune 

específica é influenciada pela interação das APCs com os linfócitos (STEINMAN et 

al., 2003; TROMBETTA e MELLMAN, 2005). 

São consideradas APCs profissionais, os macrófagos, os linfócitos B e as DCs, 

sendo estas as principais APCs, porque são as únicas células capazes de estimular 

linfócitos T virgens (STEINMAN e COHN, 1973; STEINMAN et al., 1974; 

STEINMAN et al., 1975; STEINMAN e WITMER, 1978; STEINMAN et al., 1979; 

BANCHEREAU et al., 2000, GUERMONPREZ et al., 2002; STEINMAN et al., 

2003; TROMBETTA e MELLMAN, 2005). Além destes três tipos celulares, os 
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monócitos, presentes na circulação sangüínea podem, eventualmente, funcionar como 

APCs. Estes monócitos, entretanto, têm um papel mais relevante na apresentação 

antigênica como precursores, tanto de macrófagos como de DCs (CHAPUIS et al., 

1997; SALLUSTO e LANZAVECCHIA, 1994; ZHOU e TEDDER, 1996). 

No sangue periférico humano, duas subpopulações têm sido reconhecidas com 

base na expressão de CD11c. As células CD11c
+
 no sangue expressam marcadores 

mielóides, como CD13, CD33, e CD11b, enquanto células CD11c
- 

não expressam 

níveis significantes de marcadores mielóides (O’DOHERTY et al., 1994). Células 

CD11c
-
 possuem morfologia plasmocitóide com retículo endoplasmático e aparelho 

de Golgi bem desenvolvidos. Portanto, as DCs CD11c
+
 são de maneira geral 

chamadas DCs mielóides com base na expressão de marcadores mielóides, enquanto 

as CD11c
-
 são chamadas plasmocitóides (pDCs) com base em sua morfologia 

semelhante a de plasmócitos no estágio precursor de DCs (GROUARD et al., 1997). 

Além destas células primárias comprometidas com a diferenciação em DCs, já 

está bem estabelecido que monócitos se diferenciam em DCs imaturas na presença de 

GM-CSF e IL-4, ou GM-CSF e IFN-α (SALLUSTO e LANZAVECCHIA, 1994; 

GROUARD et al., 1997; SANTINI et al., 2000). Já foi relatado que DCs mielóides no 

sangue se desenvolvem em morfologia de macrófagos expressando butirato-esterase e 

CD14 em resposta a M-CSF, sugerindo que pelo menos uma subpopulação de DCs 

mielóides sanguíneas é capaz de se diferenciar em macrófagos e assim está 

relacionada às DCs derivadas de monócitos em termos de origem celular (CHAPUIS 

et al., 1997; ROBINSON et al., 1999; KADOWAKI, 2007). 

Durante uma resposta inflamatória, os monócitos migram para sítios de lesão e 

atravessam o endotélio interagindo com moléculas de adesão, incluindo a própria 

CD11c na superfície dos monócitos, atraídos por substâncias produzidas localmente. 

Uma vez nos tecidos, diferenciam-se em macrófagos residentes ou DCs imaturas, com 

capacidade de endocitar Ags estranhos, derivados de patógenos ou Ags próprios, 

provenientes de restos celulares (PALUCKA et al., 1998; KAMATH et al., 2000). 

Essa atividade endocitária das DCs imaturas pode ser mediada por diversos 

receptores de superfície celular, mas também pode ocorrer sem a participação 

específica destes, pela capacidade das DCs de englobar Ags solúveis de fase fluida, 

um processo chamado de macropinocitose (SALLUSTO et al., 1994; NORBURY et 

al., 1997; GUERMONPREZ et al., 2002). Os Ags exógenos endocitados são 
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processados intracelularmente e os peptídios gerados associam-se a moléculas do 

MHC de classe II em vesículas endocíticas, sendo expostos posteriormente na 

superfície da APC. Desta forma, os Ags peptídicos podem ser apresentados em 

seguida aos linfócitos T CD4
+
, células que, na maior parte das vezes, atuam como 

linfócitos T “helper” (Th ou auxiliares), sendo fundamentais na indução e regulação 

da resposta imune (CRESSWELL, 1996). 

As DCs encontradas no sangue e em outros órgãos caracterizam-se por 

expressarem altos níveis de moléculas de classe II, CD11c e baixa ou ausente 

expressão de CD14. Um subtipo pode ser gerado em cultura pela adição de TGF-β e 

GM-CSF aos monócitos, que se diferenciam em LCs (GEISSMANN et al., 1998; 

MOHAMADZADEH et al., 2001). Essas células são caracterizadas pela expressão da 

molécula CD1a e uma lectina conhecida como langerina em sua superfície, além de 

possuírem em seu interior, elementos elétron-densos denominados grânulos de 

Birbeck (BIRBECK et al., 1961; KASHIHARA et al., 1986; LUTZ e SCHULER, 

2002). 

Dependendo de diferentes fatores, ainda não perfeitamente conhecidos, entre 

os quais possivelmente está a interação com DCs, os linfócitos podem assumir 

diferentes padrões de secreção de citocinas, representados, em suas formas polares, 

pelos padrões Th1 e Th2. A IL-12 e o IFN-, quando presentes no microambiente, são 

as principais citocinas indutoras do padrão Th1, enquanto a IL-4 parece ser a principal 

citocina indutora de padrão Th2. É interessante ainda notar que citocinas de um destes 

padrões têm efeitos inibitórios sobre células produtoras de citocinas do outro padrão 

(MURAILLE e LEO, 1998). Além disso, a produção de IL-10 pelas DCs pode 

favorecer o surgimento de linfócitos T reguladores (Treg) CD4
+
, caracterizados pela 

expressão do fator de transcrição FoxP3 e pela produção de citocinas supressoras 

como TGF-β e IL-10 (SHEVACH et al., 2002; FONTENOT et al., 2003; ZOU, 2005; 

DAVIDSON et al., 2007). 

Outra forma pela qual as DCs podem influenciar a resposta imune é através da 

ativação de linfócitos citotóxicos ou citolíticos (CTLs). Moléculas de MHC de classe 

I, que normalmente participam da apresentação de peptídios provenientes de Ags de 

origem endógena em todas as células nucleadas, nas DCs podem também apresentar 

peptídios oriundos do processamento de Ags exógenos, num fenômeno conhecido 

como apresentação cruzada, cujos mecanismos ainda não estão muito bem definidos, 



 26 

mas vêm se delineando aos poucos (BEVAN, 1976; HEATH e CARBONE, 2001; 

ACKERMAN et al., 2005). Dessa forma, pela presença de moléculas de MHC de 

classe I carregadas com peptídios em sua superfície, as DCs participam também da 

ativação de linfócitos T CD8
+
 CTLs, que podem destruir as células por eles 

reconhecidas, p.ex., células infectadas por vírus ou células tumorais (CRESSWELL et 

al., 1999; HEATH e CARBONE, 2001). Há relatos de que a molécula CD1a, citada 

anteriormente, também participa do processo de ativação de linfócitos T CD8
+
 pelas 

DCs (KAWASHIMA et al., 2003; COVENTRY e HEINZEL, 2004; BRIGL e 

BRENNER, 2004; MOODY et al., 2005). 

Tendo, portanto, papel tão relevante no desencadeamento da resposta 

linfocitária, não é surpreendente que as DCs se distribuam amplamente por todo o 

organismo, localizando-se principalmente na pele, nas mucosas, mas também no 

sangue e nos espaços intersticiais de muitos órgãos e tecidos (MAHNKE et al., 2002; 

MARTIN et al., 2003). Este posicionamento, que depende da expressão de uma série 

de moléculas de adesão, quimiocinas e receptores de quimiocinas pelas DCs, é 

estratégico para o mecanismo inato de captura de Ags. Em determinadas situações, a 

modificação destes padrões de expressão permite a migração das DCs para órgãos 

linfóides secundários, onde podem apresentar Ags de forma imunogênica ou 

tolerogênica (FINKELMAN et al., 1996; SALLUSTO et al., 1999; 

LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2000; LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2001a; 

LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2001b; ENGERING et al., 2002; MAHNKE et 

al., 2002). 

De modo geral, descreve-se que as DCs presentes nos tecidos, num estado 

incompletamente maduro, recebem sinais de ativação co-administrados com o Ag. 

Steinman e colaboradores (2003) apresentaram dois modelos principais que têm sido 

propostos para explicar esta dualidade funcional das DCs. O primeiro modelo é o 

proposto por Janeway (1992; JANEWAY, 2003; MEDZHITOV e JANEWAY, 2002) 

e sugere que as DCs possuem receptores de reconhecimento para identificar padrões 

moleculares associados a patógenos - PAMPs, p.ex., LPS e RNA de fita dupla 

(dsRNA). Neste modelo, as DCs, ao reconhecerem um destes PAMPs sofreriam 

ativação e só então se tornariam capazes de desencadear uma resposta linfocitária. O 

segundo modelo, proposto por Matzinger (1994) é mais abrangente que o anterior e é 

referido como modelo de “perigo”. Neste caso, além de reconhecer sinais oriundos de 
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produtos de patógenos, as DCs percebem o perigo na forma de fatores liberados por 

células agredidas durante estresse ou infecções. Estes fatores podem ser proteínas de 

choque térmico (HSPs - “heat-shock proteins”); nucleotídeos ou produtos 

mitocondriais (que normalmente seriam encontrados somente no interior de células); 

intermediários reativos de oxigênio (e.g.: peróxido de hidrogênio [H2O2], ânion 

superóxido [O2
-
]); produtos de lesão de matriz extracelular; NO (óxido nítrico) e 

citocinas (IFN-, TNF-α) (GALLUCCI, 1999; GALLUCI e MATZINGER, 2001). 

Após exposição a estes sinais de maturação, as DCs mudam gradativamente o 

padrão de síntese de receptores (CCRs) para quimiocinas (CCs), aumentando a 

expressão principalmente de CCR7, ligante de SLC (do inglês, Secondary Limphoyd-

Tissue Chemokine), secretada em órgãos linfóides secundários (BANCHEREAU et 

al., 2000). Além de mudar o padrão de expressão de receptores para CCs, as DCs 

também produzem CCs em grandes quantidades após exposição a estímulos de 

maturação, levando a duas conseqüências principais. A primeira seria o recrutamento 

de DCs imaturas, que são importantes para sustentar a amostragem de Ag em 

momentos posteriores. A segunda seria a modulação da expressão de receptores para 

CCs inflamatórias sobre DCs em maturação, o que facilitaria sua saída dos tecidos 

inflamados (LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2000; LANZAVECCHIA e 

SALLUSTO, 2001a; LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2001b; LUTZ e SCHULER, 

2002; MAHNKE et al., 2002). 

Ainda neste estado, várias alterações morfológicas como reorganização do 

citoesqueleto, aquisição de motilidade celular e perda de estruturas adesivas 

acompanham o processo de maturação das DCs, que perdem gradativamente a 

capacidade fagocitária e adquirem propriedades para ativar linfócitos T “naïve” 

(virgens) à medida que migram para os LNs. Entre estas propriedades, estão o 

aumento da expressão de moléculas co-estimuladoras e de MHC de classe I e II; 

secreção de citocinas e expressão de novos marcadores, como o CD83, propriedades 

essas que caracterizariam as DCs como células maduras e/ou ativadas, especializadas 

para apresentação de antígenos, tendo implicações importantes como iniciadores 

naturais de rejeição de transplantes, rejeição de tumores e algumas formas de auto-

imunidade (GALLUCCI et al., 1999; GALLUCCI e MATZINGER, 2001). 

O conceito de que a maturação de DCs como ponto de controle para iniciar a 

resposta imune poderia trazer riscos, emerge quando se considera que as DCs também 
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processam Ags de células próprias, liberados em diferentes condições, patológicas ou 

não (MATZINGER, 1994; GALLUCCI e MATZINGER, 2001). Embora o repertório 

dos linfócitos T sofra mecanismos de seleção, estes mecanismos não podem eliminar 

linfócitos capazes de reconhecer todo e qualquer Ag próprio, uma vez que esta 

seleção depende da presença do Ag no momento da seleção (KIEWSKY e KLEIN, 

2006). Isto cria a possibilidade de que a apresentação por uma DC ativada, de um Ag 

próprio para o qual existe um linfócito T reativo, desencadeie uma reação de auto-

imunidade (MATZINGER, 1994; KRUISBEEK e AMSEN, 1996; KONO e ROCK, 

2008). 

Assim, a manutenção da homeostase requer que as DCs possam apresentar 

peptídeos próprios e não-próprios de maneiras diversas, com os primeiros induzindo 

tolerância, ou pelo menos não induzindo resposta, ao passo que os últimos devem 

induzir imunidade (OHASHI et al., 1991; BOUNEAUD et al., 2000; HEATH e 

CARBONE, 2001; MASON e POWRIE, 2001; SCHEINECKER et al., 2002; KONO 

e ROCK, 2008). Neste contexto, a ocorrência, mesmo na ausência de estímulos de 

maturação, de fluxo migratório basal de DCs e seus precursores para os LNs (IP e 

LAU, 2004; OHL et al., 2004) torna-se significativa, principalmente quando alguns 

trabalhos sugerem que o reconhecimento de complexos MHC/peptídeos próprios 

expressos por essas DCs não completamente maduras poderia induzir tolerância em 

linfócitos (FEURSTEIN, 2000; JONULEIT et al., 2001; LUTZ e SCHULER, 2002; 

MAHNKE et al., 2002; GUERMONPREZ et al., 2002; LIU et al., 2002). 

Este modelo considera a ativação ou não das DCs como fator determinante do 

resultado de sua interação com os linfócitos; ignora, porém, a possibilidade de uma 

“ativação tolerogênica” deste tipo celular. Embora a própria apresentação antigênica 

por uma DC imatura tenha sido associada à indução de tolerância (RONCAROLO et 

al., 2000; STEINMAN et al., 2000) ou de linfócitos Treg / supressores (JONULEIT et 

al., 2001, STEPHENS et al., 2001; SHEVACH, 2002; DAVIDSON et al., 2007), há 

também a possibilidade de que a indução de tolerância dependa de um fenótipo 

específico da DC (FINKELMAN et al., 1996; HAWIGER et al., 2001). 

Neste aspecto vale notar que Liu et al.. (2002) demonstraram que a captura de 

Ags de linfócitos autólogos apoptóticos por DCs murinas e sua apresentação a 

linfócitos T Ag-específicos levava, a princípio, à proliferação destes linfócitos e, em 

seguida, a sua deleção por apoptose, levando a um estado de tolerância periférica. 
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Entretanto, as conseqüências da interação de células apoptóticas com células 

dendríticas e macrófagos não são ainda muito claras. Se por um lado, há outros dados 

na literatura que mostram este efeito “supressor” de células apoptóticas sobre a 

resposta imune (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000; SAUTER et al., 2000), há aqueles 

que sugerem exatamente o contrário (RONCHETTI et al., 1999; FENG et al., 2001; 

FENG et al., 2002; FENG et al., 2003, MASSÉ et al.., 2004). 

Neste contexto, de maneira geral, a apoptose é uma espécie de “suicídio” 

celular executado de maneira programada. Há várias características unificadoras que 

podem ser encontradas na maioria das células que estão passando por esse processo 

de apoptose. Em uma fase inicial, as células expõem o lipídio fosfatidilserina (PS), em 

sua face externa e são opsonizadas por vários ligantes de PS, como MFG-E8; 

glicoproteína plasmática β2gp1 e Gas-6, que medeiam a captação dessas células 

“marcadas” para fagocitose pela interação com receptores de fagócitos através de suas 

integrinas e outros receptores “scavenger” (MAITI et al., 2008, FRANZ et al., 2007). 

Este processo de eliminação suprime as respostas inflamatórias e as reações imunes. 

Se as células apoptóticas escapam da eliminação imediata, elas começam a 

formar pequenas protuberâncias (“blebs”), que eventualmente evoluem para 

corpúsculos apoptóticos e concomitantemente reduzem o volume celular. As células 

encolhidas ligam-se a ligantes adicionais como C1q, proteína C reativa (PCR), 

pentraxina longa (PTX-3) e as proteínas surfactantes A e D (SP-A e D). Estas 

proteínas adaptadoras medeiam uma segunda onda de eliminação para estas células 

que escaparam da fagocitose dependente de PS e ajudam a evitar a entrada de células 

apoptóticas em necrose secundária (BASU et al., 2000; SOMERSAN et al., 2001; 

FRANZ et al., 2007). As opsoninas ligadas às células apoptóticas são então 

reconhecidas por receptores de fagócitos como FcγRIIA, C1qR, CR1, CD91 e 

calreticulina. Células que morrem após grave impacto e células apoptóticas que não 

são eliminadas imediatamente sofrem necrose primária e secundária, respectivamente. 

Em contraste à apoptose, a necrose, especialmente a necrose primária, é pro-

inflamatória e consequentemente, imunoestimuladora (FRANZ et al., 2007). 

Na verdade, as maneiras de se induzir apoptose também variam, podendo 

provocar a expressão de diferentes padrões moleculares nos corpos apoptóticos, 

padrões esses referidos como DAMPS (do inglês Damage-Associated Molecular 

Patterns ou Padrões Moleculares Associados ao Dano celular) por Kono e Rock 
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(2008), em contraposição aos PAMPS de Janeway (1992), já citados. No modelo de 

Matzinger (1994), o evento crucial que controla o início de uma resposta imune não é 

infecção, mas a produção de sinais de perigo (DAMPS) de células estressadas, 

danificadas e∕ou em processo de morte no tecido local. Foi postulado que estes sinais 

agissem nas DCs de maneira que elas também causassem a migração para o tecido 

linfóide e apresentassem Ags de maneira imunoestimuladora. Especulou-se que os 

DAMPs possam ser produzidos em resposta a PAMPs e portanto os DAMPs seriam 

mediadores finais que promoveriam as respostas imunes em todas as situações, 

incluindo infecções. Entretanto, é possível também que DAMPs e PAMPs possam 

alertar o sistema imune para um problema independentemente e ainda possivelmente 

de maneira sinérgica (MATZINGER et al., 1994; KONO e ROCK, 2008). 

Neste contexto, Feng et al.. (2001, 2002) verificaram que células leucêmicas 

apoptóticas da linhagem 12B1-D1, submetidas a choque térmico, expressavam HSP60 

e HSP72 na superfície e quando co-cultivadas com DCs, eram capazes de induzir uma 

forte resposta imune contra o tumor em camundongos. Em contraste, células tumorais 

apoptóticas não estressadas não foram capazes de induzir imunidade, embora seus 

Ags fossem captados de maneira semelhante aos de células estressadas. Neste 

modelo, DCs imunogênicas e não-imunogênicas puderam ser diferenciadas pela 

expressão de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80 e CD86) e pela secreção de 

IL-12 (FENG et al., 2001, 2002). 

Tais dados sugerem que, pelo menos em camundongos, DCs oriundas de um 

mesmo precursor, expostas a condições diversas, podem induzir “resposta” ou 

“tolerância”. Como citado, o processo de apoptose e a expressão de HSPs em células-

alvo parecem fenômenos capazes de afetar a função das DCs, provavelmente pela 

modulação da expressão de moléculas co-estimuladoras e citocinas (FENG et al.., 

2002; FENG et al.., 2003; MASSÉ et al.., 2004). Além destes fatores, a quantidade de 

DCs em relação aos linfócitos T também parece contribuir para a indução de 

tolerância ou “resposta” do sistema imune (RONCHETTI et al., 1999; LIU, 2001). 

No contexto de células tumorais, o papel do sistema imune no reconhecimento 

e eliminação dessas células foi proposto por Paul Ehrlich no início do século passado. 

No final da década de 50, Burnet e Thomas reformularam as hipóteses de Ehrlich e 

propuseram o que hoje é conhecido como Teoria da Vigilância Imunológica 

(BURNET, 1970). Essa teoria propõe que o sistema imune patrulha o organismo à 
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procura de células transformadas, sendo capaz de reconhecer e destruí-las, quando os 

mecanismos internos de reparo celular e tecidual, extremamente eficientes, estão 

prejudicados e a homeostase celular precisa ser garantida no nível tecidual por outras 

células, de maneira semelhante aos mecanismos de tolerância central e periférica que 

ocorreriam para evitar o surgimento de doenças auto-imunes, isto é, por exemplo, pela 

indução de apoptose em células defeituosas ou alteradas ou indução de citocinas 

supressoras, como a IL-10 (MEDAWAR, 1986; ZOU, 2005). 

Entretanto, se há evidências que apontam para a existência de uma resposta 

imune contra as neoplasias, e portanto, para a vigilância imunológica, há dados que 

contradizem essa hipótese, por exemplo, o crescimento de tumores mesmo em 

indivíduos imunocompetentes e o fato de que indivíduos imunodeficientes não 

apresentam aumento da incidência de tumores mais comuns no restante da população 

(PENN, 1991). 

Em outra vertente de pesquisa, nos trabalhos pioneiros de Medawar e Owen 

(MEDAWAR, 1986) na década de 50, foi possível demonstrar que a “tolerância 

poderia ser adquirida ativamente”, pela observação de que homoenxertos de gados 

dizigóticos poderiam ser distinguidos de gados monozigóticos, que não rejeitavam 

enxertos entre si, e este fenômeno era passível de reprodução artificial (MEDAWAR, 

1986). 

Considerando-se que uma célula tumoral é em tese, é uma célula própria 

alterada, transformando-se com o passar do tempo, e das interações com o ambiente, 

de forma que o organismo não o reconhece mais como algo estranho, a ponto de 

destruí-lo quando necessário, é tentador hipotetizar que o tumor se utilizaria dos 

mecanismos de tolerância imunológica para escapar da resposta imune e sobreviver às 

custas de seu “hospedeiro”. De fato, muitos tumores são potencialmente 

imunogênicos, como se confirma pela presença de respostas tumor-específicas in vivo. 

Entretanto, a eliminação espontânea de tumores estabelecidos por mecanismos imunes 

endógenos é rara, apesar da existência de vigilância imunológica (ZOU, 2005). 

Estamos diante portanto, de uma faca de dois gumes, pois, se por um lado, o 

foco da maioria das imunoterapias tumorais é suplementar os elementos 

imunogênicos essenciais para fortalecer a imunidade tumor-específica (ZOU, 2005), 

por outro lado, algumas imunoterapias antitumorais geralmente tem resultado em 

fraca eficiência clínica, o que poderia ser explicado pelo fato crescentemente 
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documentado de que os tumores desenvolvem diversas estratégias para escapar da 

imunidade tumor-específica (ZOU, 2005).  

No caso da imunoterapia com DCs, apesar dos resultados encorajadores 

obtidos com vacinas em alguns casos, possíveis explicações para a baixa eficiência 

clínica em alguns pacientes poderiam ser: a baixa eficiência das DCs geradas (baixos 

níveis de moléculas co-estimuladoras); fatores associados ao sítio tumoral (órgão ou 

tecido acometido pelo tumor) e ao hospedeiro (variação no microambiente tumoral de 

cada paciente); a existência de diferentes subpopulações, caracterizada por uma 

grande heterogeneidade morfológica e funcional das DCs; geração de DCs diferentes 

quando se utiliza precursores de vários indivíduos, devido à grande variabilidade 

genética na população humana (NEVES, 2003; BARBUTO et al., 2004; NEVES et 

al., 2005). 

No contexto da imunologia de tumores, a imunidade antitumoral ou a 

tolerância imune ao tumor significa o sucesso ou a falência, respectivamente, do 

sistema imune em rejeitar um tumor. O microambiente tumoral, que é composto de 

células do sistema imune, células tumorais, células do estroma e matriz extracelular é 

o principal campo de batalha durante o processo neoplásico, facilitando a 

proliferação, sobrevivência e migração de células tumorais. Os tumores podem não 

somente sobreviver e se disseminar, como também mimetizar algumas das vias de 

sinalização do sistema imune para propagar as condições que favorecem a tolerância 

imunológica – condições “tolerizantes” – e então escapar da imunidade tumoral 

(ZOU, 2005).  

Durante a interação entre tumores e sistema imune no ambiente tumoral, 

portanto, a tolerância imunológica começa gradual e localmente, progride e 

finalmente se espalha para o organismo inteiro. Zou (2005) sugere que a tolerância 

imunológica ao tumor é iniciada e mantida por uma interação constitutiva entre 

tumores e sistema imune do hospedeiro, e controlada por modificações variáveis. 

Como citado, é importante ressaltar que muitos dos mecanismos utilizados na 

tentativa de se imunizar um organismo contra determinados tumores são, na maioria 

dos casos, os mesmos utilizados pelo sistema imune ao longo do processo in vivo de 

rejeição de um transplante. 

Ora, se as condições capazes de tornar uma DC humana tolerogênica ou 

moduladora forem bem estabelecidas, é possível vislumbrar sua aplicação clínica, 
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com o desenvolvimento de estratégias para diminuir a resposta imune contra 

alérgenos, aloenxertos ou em doenças auto-imunes (THOMSOM, 2002; MAHNKE et 

al., 2002). Desta forma, como a maioria dos autores citados utilizaram células de 

animais, para o estudo da modulação da resposta imune por DCs, estudos para uma 

melhor compreensão desta resposta induzida por células humanas se fazem 

necessários. Assim, a proposta deste trabalho é o estabelecimento comparativo, em 

células humanas, de condições descritas como capazes de tornar DCs murinas 

tolerogênicas, utilizando um modelo in vitro na ausência de agentes infecciosos ou 

tumorais. 

 

2 OBJETIVO 

 

O objetivo deste trabalho foi o estudo de mecanismos moleculares e celulares 

possivelmente envolvidos na geração de DCs tolerogênicas derivadas in vitro de 

monócitos do sangue periférico humano. Especificamente, pretendeu-se estudar: 

- o papel de diferentes estímulos (células apoptóticas submetidas ou não a 

choque térmico, TNF-α) sobre a ativação funcional de DCs derivadas de monócitos 

do sangue periférico humano, avaliada pela expressão de marcadores de superfície 

(HLA de classe II, CD11c, CD14, CD1a, CD80, CD86, CD83 e CCR7), secreção de 

citocinas (IL-10, IL-12, TNF-α) e capacidade de ativação/inativação de linfócitos 

autólogos e alogênicos; 

- a correlação entre expressão de marcadores de superfície e secreção de 

citocinas pelas DCs e sua atividade linfo-estimuladora ou inibitória; 

- o efeito da concentração relativa de DCs de fenótipo equivalente na indução 

de ativação/inativação de linfócitos. 
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3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Inicialmente, foram realizados experimentos para diferenciação de DCs in 

vitro a partir de PBMCs de bolsas obtidas de aférese de doadores voluntários para 

protocolo de vacinação com DCs, atualmente desenvolvido no Laboratório de 

Imunologia de Tumores do Departamento de Imunologia do ICB-USP (NEVES, 

2003; BARBUTO et al., 2003; BARBUTO et al., 2004; NEVES et al., 2005; NEVES 

et al., 2008), detalhados no item 4 (Material e Métodos) deste relatório. O excedente 

dessas bolsas foi utilizado para padronização dos experimentos de obtenção de células 

apoptóticas. 

Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram incubadas por 

duas horas para aderência de monócitos. Após este período, as células não aderentes 

(CNAs) foram transferidas para frascos de cultura e as células aderentes que restaram 

na placa foram incubadas com R-10 contendo GM-CSF (50ng/mL) e IL-4 (50 ng/mL) 

durante 7 dias, para geração de DCs. A estas culturas, no 5º dia, foram adicionados 

estímulos de maturação conhecidos (TNF-α ou LPS) na presença ou ausência de 

células apoptóticas, previamente estressadas pelo calor (HAPO) ou não (APO), para 

avaliar o efeito destas células apoptóticas estressadas de diferentes maneiras, sobre a 

maturação das DCs. 

À medida que foram sendo padronizadas as condições de cultura e 

estimulação, as DCs obtidas após incubação com os diversos estímulos foram 

avaliadas quanto aos seguintes marcadores fenotípicos de membrana, por análise em 

citômetro de fluxo (FACS Calibur, BD): CD11c, HLA-DR, CD14, CD1a, CD80, 

CD86, CD83, CCR7. Os sobrenadantes das diversas culturas de DCs foram 

armazenados e foram avaliados quanto ao perfil de citocinas presentes, IL-12p70, IL-

10, TNF-α ou IL-4, por ELISA.  

Para análise da atividade funcional das diferentes DCs obtidas, foram 

realizados ensaios nos quais estas células foram irradiadas em fonte de 
137

Cs, com a 

dose de 1250 rads, e em seguida avaliada sua atividade estimuladora para linfócitos T 

autólogos ou alogênicos, em ensaios de proliferação e produção de citocinas.  

Assim, os resultados apresentados no presente trabalho são referentes ao 

algoritmo esquematizado a seguir. 
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Algoritmo do Protocolo de Diferenciação e Maturação de DCs na presença de CNAs 

estressadas de diferentes maneiras: 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Casuística 

 

Foram estudadas as células de 35 indivíduos sadios que concordaram 

previamente em participar da pesquisa, após assinatura do termo de consentimento 

livre e esclarecido. Este estudo foi submetido à avaliação pela Comissão de Ética em 

Pesquisa, desta Universidade e aprovado (parecer em anexo). Como critérios de 

elegibilidade, foram considerados, idade acima de 18 anos, peso maior que 50 kg e 

sorologia negativa para exames realizados rotineiramente em Banco de Sangue. O 

material utilizado neste estudo é o excedente da coleta realizada para o protocolo de 

vacinação, desenvolvido neste laboratório.  

 

4.2 Diferenciação de DCs a partir de PBMCs in vitro 

 

Foram coletados 20 mL de produto de aférese dos indivíduos descritos na 

Casuística. As amostras foram colocadas, individualmente, em tubos cônicos de 50 

mL, e submetidas à centrifugação sobre 12 mL de Ficoll-Paque Plus (Amersham 

Pharmacia Biotech, Upsalla, Suécia, densidade 1,077±0,001 g/mL). O material foi 

centrifugado por 30 min a 805g à temperatura de 18 ºC. A camada de células 

mononucleares (MONO) foi recuperada, transferida para outro tubo juntamente com 

“Hanks Balanced Salt Solution” (HBSS) e as células lavadas 2 vezes em meio RPMI 

1640, pH 7,2 (Gibco Brl, Life Technologies, Grand Island, NY), com centrifugação a 

290g, por 10 minutos cada vez, para eliminação das plaquetas. O botão celular 

(“pellet”) foi coletado, as células quantificadas na segunda lavagem e a viabilidade 

celular avaliada por incorporação de azul de trypan 0,4% em solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) (1,42 g de Na2PO4, 0,36 g de NaH2PO4, 8,2 g de HCl e 

H2O qsp 1000 mL). Em seguida, as células foram ressuspensas em RPMI-1640 

suplementado com 1% de L-glutamina (2mM) e 10% de soro fetal bovino (SBF; 

Gibco Brl, Life Technologies, Grand Island, NY) [R-10] e colocadas em placas de 12 

poços, na concentração de 1x10
7
/mL por poço. As células mononucleares obtidas 

foram enriquecidas para células aderentes por incubação em placas de 12 poços, em 

meio R-10 por 2 horas, em estufa com atmosfera contendo 5% de CO2 e saturada de 
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água, a 37 ºC (estufa de CO2). A concentração inicial de células plaqueadas foi de 

1x10
7
/mL, em um volume final de 1 mL por poço. 

Após esse período, as células não-aderentes (CNAs) foram coletadas e 

congeladas em meio apropriado (30% de SBF e 10% de DMSO), a -70 ºC, por 72h e, 

em seguida, transferidas para N2 líquido, para armazenamento. Para os ensaios de 

apoptose e alguns ensaios de proliferação, as CNAs foram coletadas, transferidas para 

garrafas de cultura e mantidas até o 3º ou 7º dia, respectivamente, em estufa de CO2. 

As células aderentes foram cultivadas por 7 dias em R-10, contendo 50 ng/mL 

(750U/mL) de GM-CSF (Peprotech, Cidade do México, México) e 50ng/mL (1450 

U/mL) de IL-4 (Peprotech), em estufa de CO2 a 37 ºC e este grupo de células foi 

chamado de DCs imaturas (iDCs). 

Nos dois últimos dias de cultura, foi acrescentado TNF-α (ReD Systems, 

Minneapolis, Minnesota, EUA ou Peprotech) na concentração de 50ng/mL a alguns 

poços, e o grupo de células obtido no 7º dia foi chamado de DCs maduras (mDCs). 

 

4.3 Coculturas de iDCs ou mDCs com diferentes grupos de linfócitos, submetidos 

a diferentes condições de estresse celular in vitro 

 

Em outros experimentos, linfócitos (CNAs) alogênicos (Alo) ou autólogos 

(Auto) estressados ou não por aquecimento (H) foram irradiados (vide item 4.5) para 

indução de apoptose (APO). Assim, células H, APO ou não foram divididas em 4 

grupos de CNAs, esquematizados na tabela 1. 

 

Tabela 1: Nomenclatura dos diferentes grupos de linfócitos (CNAs), submetidos a 

diferentes condições in vitro de estresse celular  

 

1. 37ni CNAs não irradiadas, mantidas em estufa de cultura na temperatura 

de 37 ºC (células não estressadas – controle negativo) 

2. 37i (APO) CNAs irradiadas com 2500rads (37i ou, posteriormente, APO: 

células estressadas por irradiação) 

3. 43ni (H) CNAs não irradiadas, aquecidas em banho-maria na temperatura de 

43 ºC por 30 minutos (células estressadas por aquecimento) 

4. 43i (HAPO) CNAs aquecidas em banho-maria na temperatura de 43 ºC por 30 

minutos e em seguida, irradiadas em fonte de 
137

Cs na dose de 

2500rads (43i ou, posteriormente, HAPO: células estressadas por 

aquecimento e irradiação) 
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As CNAs (APO ou HAPO) foram adicionadas às culturas de DCs na 

concentração relativa equivalente a 10% do total esperado de DCs recuperadas. Em 

seguida, foi analisado o efeito de células estressadas de diferentes maneiras sobre o 

processo de maturação das DCs. Ao todo, foram estudados 6 grupos de DCs 

potencialmente diferentes, descritas na tabela 2. 

 

Tabela 2: Nomenclatura dos diferentes grupos de DCs obtidas, após tratadas com os 

diferentes estímulos de maturação (TNF-α, 37i e 43i) 
 

1. iDCs (DCs imaturas) PBMCs aderentes cultivadas por 7 dias em R-10, 

contendo 50 ng/mL de GM-CSF e 50ng/mL de IL-4  

2. iDC+37i Coculturas de iDCs com 37i nos dois últimos dias de 

cultura, na ausência de TNF-α 

3. iDC+43i Coculturas de iDCs com 43i nos dois últimos dias de 

cultura, na ausência de TNF-α 

4. mDCs (DCs maduras) iDCS cultivadas com 50ng/mL de TNF-α nos dois 

últimos dias de cultura  

5. mDC+37i Coculturas de mDC com 37i nos dois últimos dias de 

cultura 

6. mDC+43i Coculturas de mDC com 43i nos dois últimos dias de 

cultura 

 

Após o período de cultura, o meio contendo células não-aderentes (DCs) foi 

removido das placas e estas foram lavadas com R-10 para retirada das células semi-

aderentes. Um experimento foi realizado na presença de Acutase
®
 (Pfizer; 

gentilmente cedida pela Prof
a
. Dra. Maria Regina D’Império Lima), seguida por 

lavagem das células com PBS. 

As células foram centrifugadas a 290 g, por 8 minutos, ressuspensas em meio 

R-10, quantificadas e avaliadas quanto à viabilidade celular por exclusão de Azul de 

Trypan 0,4%. O sobrenadante foi armazenado para dosagem de IL-12 e IL-10. 

Alíquotas das células foram utilizadas para avaliação do fenótipo de membrana em 

citômetro de fluxo (FACSCalibur BD, BD Biosciences) e/ou MLR. 

 

4.4 Análise de marcadores fenotípicos de membrana por Citometria de Fluxo  

 

Para determinação do fenótipo de membrana, as células foram marcadas com 

anticorpos monoclonais (Acs) comerciais (CALTAG Lab/BD Pharmingen) 

específicos, bem como os Acs controles de isótipo, anti-CD11c (marcador de DCs 
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mielóides), anti-CD14 (marcador de linhagem de monócitos, ausente em DCs), anti-

CD80 (B7-1, molécula co-estimuladora), anti-CD86 (B7-2, molécula co-

estimuladora), anti-CD83 (marcador de DCs ativadas), anti-CCR7 (receptor de 

quimiocinas, expresso por células ativadas) e anti-HLA-DR (marcador de células 

apresentadoras de Ags peptídicos) e anti-CD1a (marcador de uma subpopulação de 

DCs e molécula apresentadora de Ags lipídicos) 

Após contagem, alíquotas de 3x10
5 

DCs obtidas das culturas foram colocadas 

em tubos plásticos (Eppendorf) de 1,5mL e centrifugadas por 5 min, a 300 g e 4 ºC 

para obtenção de um “pellet”, ao qual foram adicionados anticorpos específicos (em 

concentrações adequadas) para os marcadores de interesse e o material incubado por 

20 min a 4
o
 C. Após este período, o material foi lavado por 2 vezes (5 min, 1200 g, 4 

ºC) com 500 µL de tampão para citometria (PBS suplementada com 0,5% de 

soroalbumina bovina e 0,02% de azida sódica). Após as lavagens, as células, já 

marcadas, foram ressuspensas em 300 µL de tampão para citometria e analisadas no 

citômetro de fluxo (FACS-Calibur). Os dados obtidos foram analisados usando-se o 

“software” CellQuest (BD) ou WinMDi (Purdue University, EUA - 

www.purdue.edu). Alíquotas de células também foram marcadas com os Acs 

controles de isótipos adequados. Também foi realizada marcação simples dos mesmos 

grupos de DCs com cada um dos Acs de diferentes cores (FL1-FITC, FL2-PE ou 

FL3-Cy-5), para calibração do aparelho e compensação adequada das células 

marcadas, excluindo ou reduzindo células com alta autofluorescência que pudesse 

interferir no resultado de células marcadas com dupla, tripla ou quádrupla marcação 

(quando realizada). Em alguns experimentos foi realizada também compensação com 

auxílio de “beads” magnéticas (CaliBRITE
TM

 3 ou 4, BD, San Jose, Califórnia, EUA) 

marcadas com anticorpos conjugados com fluorocromo adequado (FL1-FITC, FL2-

PE, FL3-Cy-5 e FL-4-APC). 

 

4.5 Análise do conteúdo de DNA nuclear por coloração com Iodeto de Propídio 

(PI) 

 Para a detecção de morte celular (apoptose) de CNAs, foi utilizada a técnica 

de coloração com PI para avaliar a porcentagem de fragmentação de DNA nuclear. 

Para tanto, uma média de 3-5x10
6
 células foram centrifugadas a 240 g por 5 minutos e 

ressuspensas em 300 µL de tampão hipotônico contendo citrato de sódio a 0,1%, 

http://www.purdue.edu/
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50µg/mL de PI e 0,1% de Triton-X (detergente em baixa concentração, para tornar a 

membrana celular levemente permeável). Em seguida, as células foram incubadas por 

um período de no mínimo 2h. A análise foi feita por citometria de fluxo (FACS-

Calibur, BD), sendo monitorada a presença de células apoptóticas ou viáveis 

empregando-se os seguintes métodos: 1. Alterações morfológicas das células (FSC x 

SSC – FRANZ et al., 2007); 2. Análise do conteúdo de DNA que produziu um perfil 

gráfico dependendo da fase do ciclo celular em que as células se encontravam. As 

células apoptóticas são identificadas com núcleos hipodiplóides (ou subdiplóides), 

que aparecem à esquerda do pico G0-G1 (NICOLETTI et al., 1991; 

DARZYNKIEWICZ et al., 1997; MIRAKIAN et al., 2002; SCHILLER et al., 2008). 

 

4.6 Determinação do fenótipo funcional de DCs por Reações Primárias 

Autólogas e Alogênicas de Leucócitos Misturados (MLR) in vitro 

 

Para avaliar a capacidade estimuladora das células geradas, as DCs irradiadas 

(1250 rads) obtidas da cultura (células estimuladoras) foram cocultivadas em placas 

de 96 poços com fundo em U, com células mononucleares alogênicas ou autólogas 

(linfócitos respondedores) obtidos do sangue periférico de indivíduos saudáveis. As 

células foram plaqueadas nas concentrações de 1x10
5
 células respondedoras pra cada 

1x10
4
 células estimuladoras (1:10 DC/linfócito) ou 3,33x10

4
 (1:30 DC/linfócito), 

ambas ressuspensas em meio R-10. Os linfócitos foram corados com CFSE (2µL em 

PBS a 0,1%) por 20 minutos. Após a incubação, os linfócitos foram centrifugados a 

400g por 8 minutos a 20 
o
C, para retirar o excesso de corante que não entrou nas 

células e estas, após quantificação, foram ressuspensos em volume de 1mL de R-10, 

em seguida distribuídos 100 µL da suspensão com linfócitos/poço, nas concentrações 

relativas DC:linfócitos de 1:10 e 1:30. As células foram mantidas por 5 a 7 dias em 

estufa de CO2, a 37 ºC.  

Como controle negativo foram usados poços contendo apenas células 

estimuladoras ou apenas células respondedoras e como controle positivo, células 

respondedoras estimuladas com PHA (fitohemaglutinina A) na concentração de 2 

ng/mL.O índice de proliferação (I) foi determinado pela seguinte equação: 

     I = média geométrica (Geo mean) da intensidade de fluorescência do grupo controle  

           média geométrica (Geo mean) da intensidade de fluorescência do grupo experimental 
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4.7 Separação de linfócitos T por formação de rosetas com hemácias de carneiro 

 

 As hemácias de carneiro foram colocadas em um tubo plástico estéril de 50 

mL e centrifugadas a 400g durante 10 minutos a 20
 o

C, e a seguir lavadas 2 vezes, 

com mesma centrifugação, em tampão PBS (SAXON et al., 1976). Estas hemácias 

foram tratadas com AET (hidrobrometo de 2-amino-etil-iso-tiourânio; Sigma) para 

mudar a carga elétrica da superfície das hemácias, possibilitando uma maior interação 

eletrostática com linfócitos T e a formação de rosetas estáveis. Para tanto, foram 

diluídos 0,5 g de AET em 12,5 mL de água bidestilada e deionizada, com ajuste final 

do pH para 9,0 utilizando-se NaOH 1,0 N. Após passagem em filtro de 0,22 µm 

(Millipore), 8 mL de solução de AET foram acrescentados a cada 2 mL de papa de 

hemácias de carneiro e mantidos durante 20 a 40 minutos a 37
 o

C. A seguir, as 

hemácias foram lavadas (centrifugação a 250 g por 10 minutos, até obtenção de 

sobrenadante claro) com tampão PBS pH 7,2 e ressuspensas finalmente até se obter 

uma suspensão a 4% em R-10.  

 Para a recuperação de linfócitos T das co-culturas, foi preparada uma 

suspensão de linfócitos em concentração máxima de 1x10
7 

células/mL, misturada 

com SFB e hemácias de carneiro pré-tratadas com AET como descrito anteriormente, 

numa proporção de 1:0,5:1, centrifugada a 200 g, por 5 minutos a 4 
o
C e incubada em 

gelo por 1 hora. Após a incubação, as células foram novamente ressuspensas e o 

número de rosetas contado. A suspensão foi submetida à centrifugação sobre Ficoll-

Hypaque (400 g, 4 °C, 35 minutos).  

Após a centrifugação, os linfócitos T restavam no “pellet”, no fundo do tubo, 

formando rosetas com as hemácias de carneiro modificadas. As hemácias foram 

lisadas com tampão de lise (1:10 de TRIS/NH4Cl) e em seguida, os linfócitos T foram 

recuperados após lavagem destas células em meio de cultura (R-10), com 

centrifugação a 200 g, durante 10 minutos a 20 
o
C. Os linfócitos T foram ressuspensos 

em 2 mL de meio R-10, quantificados em câmara de Neubauer e sua concentração 

ajustada para 1,0 x 10
5
 células/mL, para cultura (SAXON et al., 1976). 
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4.8 Detecção da produção de citocinas por Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 

 

O sobrenadante das co-culturas DCs-CNAs irradiadas ∕ aquecidas e irradiadas 

foi submetido a ensaio imunoenzimático (ELISA) para detecção de IL-10, IL-12, 

TNF-α e IFN-γ, utilizando os kits Opteia para citocinas (BD, San Jose, CA, EUA). 

Neste método, placas de 96 poços Maxisorp (Nunc) foram sensibilizadas com 100µL 

por poço de Ac de captura (4 µg/mL) para cada citocina, diluído em tampão PBS (pH 

7,2) e mantidas a temperatura ambiente “overnight”. Após 3 lavagens com 

400µL/poço de tampão de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween 20, pH 7,2), as 

placas foram bloqueadas com 300µL/poço de tampão de bloqueio (PBS contendo 1% 

BSA, 5% de Sacarose e 0,05% de NaN3) por 2h a temperatura ambiente.  

Em seguida, após 3 lavagens, as amostras e a curva-padrão foram incubadas 

por um período de 2h em temperatura ambiente. As amostras para dosagem de IL-12 

e IL-10 foram diluídas 1:2, as amostras para dosagem de TNF-α foram diluídas 1:4 e 

as amostras para dosagem de IL-4 não foram diluídas. A diluição foi feita em tampão 

de diluição (tampão Tris contendo 0,1% de BSA, 0,05% de Tween 20, pH 7,2). Para a 

curva-padrão, as citocinas recombinantes foram incubadas em duplicatas de 50µL por 

poço das diluições seriadas (fator 2 de diluição), conforme recomendações do 

fabricante.  

O período de incubação das amostras e da curva padrão foi de 2h a 

temperatura ambiente. Após três lavagens, foram adicionados 50 µL/poço de Ac de 

detecção (175 ng/mL diluído em tampão de diluição) e em seguida as amostras foram 

incubadas novamente por 2h a temperatura ambiente. Novamente a placa foi lavada 3 

vezes e 50 µL/poço de estreptoavidina diluída em tampão de diluição foram 

adicionados e a placa reincubada por 20 min, no escuro, em temperatura ambiente. 

Após esse período e outra lavagem (3 vezes), 50 µL/poço de substrato (H2O2 e tetra-

metil-benzidina, na proporção de 1:1) foram adicionados, com incubação de 20 min, 

no escuro, em temperatura ambiente. 

Por fim, 50 µL/poço de H2SO4 (2N) foram adicionados para interromper a 

reação e a densidade óptica foi determinada em espectrofotômetro com filtro de 450 

nm. O cálculo das concentrações foi feito com auxílio do “software” Softmax Pro, 

através da equação de regressão linear com base na curva padrão e a análise de dados 

foi executada com auxílio do “software” Prisma. 
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4.9 Análise Estatística 

 

 A análise estatística teve início com a determinação do padrão de distribuição 

dos dados nas amostras, pelo método de Kolmogorov-Smirnov. Quando a distribuição 

era normal (Gaussiana), foi utilizado um teste paramétrico, sendo o teste t pareado o 

escolhido para se verificar diferenças entre DCs imaturas e DCs maduras. Para 

observar o efeito dos diferentes tratamentos sobre a viabilidade celular, a expressão de 

marcadores de superfície de DCs, produção de citocinas e linfoproliferação, os dados 

foram submetidos à análise das diferenças entre as amostras pelo teste ANOVA 

(análise de variância) para Medidas Repetidas paramétrico, quando se tratava de mais 

de duas condições de cultura, seguido de teste de Dunnett para Comparações 

Múltiplas. Em todas as análises, as diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05. Todos os testes foram realizados com o auxílio do 

“software” Graphpad Prism 2.01 (San Diego, Califórnia, EUA). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Caracterização e fenótipo de DCs geradas in vitro a partir de PBMCs 

aderentes (monócitos) de doadores saudáveis, na presença de GM-CSF e IL-4 

por 7 dias 

 

As células obtidas nas culturas de monócitos cultivados por 7 dias com GM-

CSF e IL-4 foram analisadas quanto aos parâmetros: tamanho (FSC), granulosidade 

ou complexidade interna do citoplasma (SSC) e expressão das moléculas de superfície 

CD11c, HLA-DR, CD14, CD80, CD86, CD83 e CCR7. A análise do tamanho foi 

utilizada para exclusão de restos celulares (células pequenas ou debris, incluindo 

corpúsculos apoptóticos), que não condizem com a característica morfológica de DCs 

descrita pela primeira vez por Steinman et al.. em 1973 (BANCHEREAU et al., 2000; 

GUERMONPREZ et al., 2002; STEINMAN et al., 2003 e TROMBETTA E 

MELLMAN et al., 2005). 

Na figura 1, estão representados, à esquerda, “dot plots” de iDCs e mDCs 

adquiridas em citometria de fluxo, mostrando o aspecto morfológico característico de 

DCs de acordo com FSC ou SSC apresentados. A região (R1) escolhida nesta análise 

inclui as células usualmente consideradas como DCs (MACKENSEN et al., 1995). 

Nos “dot plots” seguintes, podem ser observados os fenótipos das DCs imaturas e 

maduras em termos de expressão de moléculas CD11c e HLA-DR. 

A presença de CD11c está de acordo com dados sobre a origem mielóide 

destas células geradas in vitro (GROUARD et al., 1997). A molécula HLA-DR, 

codificada pelo complexo gênico do MHC de classe II, está relacionada à 

apresentação de peptídeos exógenos por APCs para linfócitos T CD4
+
 e a detecção em 

nossos ensaios confirma a diferenciação com GM-CSF e IL-4, uma vez que as DCs 

apresentam constitutivamente este marcador (BANCHEREAU et al., 2000). 

Para facilitar o acompanhamento da figura 1 e análise dos gráficos, serão 

descritos os resultados referentes às iDCs, e em seguida, às mDCs. 

Assim, a fig. 1 mostra a expressão de CD11c e HLA-DR por células humanas 

consideradas como iDCs (R1, Fig 1A). Como pode ser observado na Fig. 1A, >95% 

das células consideradas como DCs em R1 (Fig. 1) expressam HLA-DR. No gráfico 

de HLA-DR por CD11c (Fig.1A), >90% de células são HLA-DR
+
CD11c

+
. 
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A partir destes dados iniciais, pode-se sugerir que, no 7º dia de cultura, a maior 

parte das células presentes no dia 0 diferenciaram-se gradativamente em iDCs na 

medida em que foram cultivados na presença de GM-CSF e IL-4 por 7 dias. 

Entretanto, a análise desses dois marcadores não exclui a possibilidade de 

presença de monócitos/macrófagos contaminantes. Assim, para confirmar esta 

hipótese de presença de DCs em nossas análises, além dos “gates” selecionados, 

analisamos também a expressão do marcador CD14, tanto nas culturas de iDCs 

quanto de mDCs (Fig. 1B). A molécula CD14, além de marcador da linhagem 

monócitos/macrófagos, é ligante do complexo LPS-LBP e é necessária para a ativação 

de macrófagos induzida por LPS, entre outros fatores. Mais recentemente, tem sido 

considerado também um receptor “scavenger” para células apoptóticas (DEVITT et 

al., 1998; LINGNAU et al., 2007). 

Como pode ser observado nos histogramas de CD14 (Fig. 1B), a presença de 

células CD14
+
 pôde ser considerada desprezível. As células presentes em R1 na figura 

1 apresentaram, portanto, baixa ou nenhuma expressão de CD14, e alta expressão de 

CD11c e HLA-DR, o que corresponde ao esperado numa população de DCs geradas a 

partir de precursores sangüíneos CD14
+
 (LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 1994). 

Na figura 1C, é possível observar que as iDCs apresentaram alta expressão da 

molécula co-estimuladora CD86, baixa expressão da molécula co-estimuladora CD80 

e de CD83, condizente com a característica de DC imatura não ativada. Houve 

também uma expressão basal de CCR7 pelas iDCs. 

 Para a caracterização de DCs geradas in vitro a partir de PBMCs aderentes de 

doadores saudáveis, na presença de GM-CSF e IL-4 durante 7 dias e TNF-α nos dois 

últimos dias de cultura (mDCs), os mesmos parâmetros utilizados para a 

caracterização de DCs imaturas foram utilizados. 

Pode-se observar na figura 1A que as populações celulares das culturas de 

mDCs apresentaram maior recuperação de células com características de DCs do que 

as que não foram tratadas com TNF-. Esta observação confirma dados de trabalhos 

anteriores realizados em nosso laboratório (NEVES et al., 2003; NEVES et al., 2005) 

e da literatura (SALLUSTO e LANZAVECCHIA, 1994; LANGENKAMP, 2000; 

MORRISON III et al., 2003) nos quais estas células se diferenciaram e maturaram 

diminuindo gradativamente sua adesividade à placa de cultura, o que condiz com a 

idéia de ganho de características de maturação e migração in vitro para um local 
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distante do local de adesão à placa. Essa maturação foi acompanhada também de 

aumento na expressão de moléculas co-estimuladoras (CD80 e CD86), além de CD83 

e CCR7, em níveis mais elevados que quando da ausência de TNF-α exógeno 

adicionado à cultura. 

            

 

Fig.1. “Dot plots” de FSCxSSC, HLA-DRxCD11c (A) e histogramas de CD14 (B), CD86, CD80, 

CD83 e CCR7 (C) representativos de culturas de células dendríticas (DCs) geradas in 

vitro a partir de monócitos do sangue periférico, cultivadas durante 7 dias com GM-CSF e 

IL-4. No 5º dia, às culturas de iDCs foram acrescidos 50ng/mL de TNF- α (mDCs), como 

estímulo para maturação. As células foram selecionadas (R1) segundo padrões 

característicos de morfologia de DCs em termos de tamanho (FSC) e complexidade ou 

granulosidade (SSC). Dados representativos de 35 experimentos, adquiridos em FACS 

Calibur ou FACS Canto (BD Diagnostics SA, San Jose, California, EUA) no ICB (USP) 

ou no CINTERGEN (UNIFESP), respectivamente. 

A 

B 

C 
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Fig. 2. Viabilidade (%) de células mononucleares (iDCs vs mDCs) recuperadas no 7
o
 dia de 

cultura. iDCs: células cultivadas somente com meio suplementado com GM-CSF e IL-4 

por 7 dias. mDC: iDCs tratadas com 50ng/mL de TNF- α no 5º dia de cultura, como 

estímulo para maturação. 

 

A nossa observação anterior de que parecia haver uma maior recuperação de 

mDCs do que iDCs, sugerida pela fig. 1A, parece ficar mais evidente quando se 

analisa os histogramas de CD14 (Fig. 1B), em que as contagens de eventos, parâmetro 

mostrado no pelo eixo y, apresentam-se maiores do que os seus respectivos controles. 

Poder-se-ia especular que esse “aparente” aumento seria um efeito da intensidade dos 

fluorocromos utilizados. Mas quando se analisa o gráfico de CCR7 (Fig 1C), observa-

se que mesmo os controles mDCs não marcados com esse fluorocromo apresentam 

maior intensidade de fluorescência do que o respectivo controle iDC, não marcado. 

Na tentativa de excluir a possibilidade desses artefatos, as células foram 

quantificadas corando-as com azul de tripan. Assim, a fig. 2 mostra a porcentagem de 

iDCs e mDCs viáveis recuperadas no 7º dia de cultura. O cálculo da porcentagem foi 

feito contando-se primeiramente a quantidade total de células recuperadas no 7º dia de 

cultura. Desse valor, subtraiu-se a quantidade de células que excluíram azul de tripan 

e foram consideradas mortas. O resultado obtido foi dividido pelo total e obteve-se a 

porcentagem representada nos gráficos.  

Assim, foi confirmada a hipótese de maior viabilidade (Fig. 2) das células 

obtidas nas culturas realizadas com o acréscimo de TNF-α (Fig. 1). Embora pequena, 

essa diferença foi bastante significante (p=0,003), talvez indicando que, após a 

diferenciação inicial, induzida por GM-CSF e IL-4, a viabilidade das células começa a 

diminuir com o tempo, ou a diferenciação não se completa, a não ser que lhes seja 

dado um sinal de ativação, o que já é sugerido pela literatura (SÁNCHEZ-SÁNCHEZ 

 * p = 0,003, teste t pareado 

* 
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et al., 2004). Assim, nos experimentos seguintes, no 4º dia de cultura das DCs, GM-

CSF e IL-4 foram adicionados na metade da concentração inicial com o objetivo de 

aumentar o rendimento da culturas. 

A expressão de CCR7, também elevada, oferece suporte a nossa sugestão e a 

de Chen et al., (1998) de que células não tratadas com TNF- passariam a morrer por 

falta de estimulação. Segundo Sánchez-Sánchez et al., (2004), este receptor de 

quimiocinas induz sinalização intracelular dependente de NF-B, inibindo a apoptose 

de DCs. Além disso, já foi bastante documentado de que a aquisição deste receptor é 

um importante fenômeno durante a maturação das DCs, uma vez que permite a 

migração destas células para os LNs (BANCHEREAU et al., 2000; 

GUERMONPREZ et al., 2002;  TROMBETTA E MELLMAN et al., 2005). 

Também foi interessante observar que mesmo iDCs apresentaram um nível 

basal de expressão de CCR7, que aumentou quando as células foram tratadas com 

TNF-. Isso sugere adicionalmente que, numa situação in vivo, haveria também uma 

migração basal de iDCs na ausência de um estímulo de maturação conhecido, 

indicando que mesmo num estado de repouso, as iDCs migrariam ativamente para os 

LNs para induzir tolerância a Ags não perigosos. Estes dados são corroborados por 

trabalhos in vitro de Ip e Lau (2004) e in vivo de Ohl et al. (2004) e apóiam nossa 

hipótese de migração basal e aumentada de DCs. 

Em resumo, pode-se sugerir que à medida em que ocorre o processo de 

maturação das iDCs na presença de TNF-α, aumenta a quantidade de mDCs 

diferenciadas que se soltam espontaneamente da placa de cultura, sem a necessidade 

de qualquer estímulo físico (“cell scrapper”, por exemplo) ou químico (acutase, 

tripsina, EDTA) adicional, o que é confirmado pela contagem de células viáveis por 

exclusão de azul de tripan (Fig. 2). Assim, durante o tratamento com TNF-α, após 

serem tratadas com GM-CSF e IL-4, sugere-se que maior quantidade de precursores 

imaturos que não haviam recebido estímulos para maturação completa (Fig. 1A) agora 

o fizessem na presença de TNF-α, passando a se diferenciar e maturar, adquirindo 

características de DCs maduras (Fig. 1B). Uma maior quantidade de DCs maduras 

expressando CCR7 sobreviveriam e migrariam para os LNs para iniciar as respostas 

imunes, e no caso das iDCs, quando predominantes, na ausência de estímulo pró-

inflamatório, também migrariam, em menor quantidade, mas para induzir tolerância. 
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5.2 Comparação entre macrófagos, DCs imaturas (iDCs) e maduras (mDCs) pela 

expressão de CD14, CD11c e HLA-DR para análise de aderência. 

 

 Uma vez que recuperamos uma maior quantidade de células viáveis quando as 

culturas foram tratadas com TNF-, uma pergunta que surgiu foi se as DCs imaturas, 

que não foram tratadas com essa citocina seriam células aderentes, tendo ficado 

aderidas na placa. Para investigar essa possibilidade, no 7º dia de cultura, retiramos as 

DCs eventualmente presentes, como procedimento padrão e em seguida incubamos as 

células restantes por 20 minutos na presença de acutase, agente liberador de células 

aderentes de culturas (HO et al., 2004), para verificar o fenótipo dessas células. 

 Na tabela 3, estão representados os dados de porcentagem de expressão de 

diferentes marcadores por células recuperadas pelo tratamento com acutase por 20 

minutos, após a realização das culturas de 7 dias.  

 

Tabela 3. Porcentagem de células obtidas de culturas de PBMC, tratadas ou não com 

acutase, expressando diferentes marcadores de superfície. 

Células Ms 
(PBMCs aderentes) 

 

 

       -           Acutase 

iDCs 
(PBMCs aderentes + 

GM-CSF e IL-4 

 / 7 dias)  

-               Acutase 

mDCs 

(iDCs+TNFα) 

 

 

         -             Acutase 

Marcador       

CD11c 96,4 85,5 93,7 95,9 99,2 99,2 

HLA-DR 63,5 51,3 96,3 99,3 98,7 95,8 

CD14 8,1 79,4 8,5 11,0 16,4 19,2 

 

A análise foi feita sempre utilizando o “gate” R1 e o conjunto dos dados da 

tabela 3 mostra que há uma porcentagem maior de células aderentes CD14
+
 (79,4%) 

das culturas de macrófagos do que das outras culturas (mDCs com acutase > mDCs 

sem acutase > iDCs com acutase) após o tratamento com acutase. A presença de 

células CD14
+ 

nas culturas de iDCs e mDCs pode ser explicada tanto pela maior 

recuperação de macrófagos após a utilização de acutase, quanto de células ainda 

incompletamente diferenciadas (iDCs com baixa expressão de CD14, que poderiam se 

tornar completamente diferenciadas na presença de uma maior quantidade de 

estímulos). 

 Lembrando os dados da figura 1, em que mDCs HLA-DR
+
CD11c

+
 não 

tratadas com acutase apresentaram uma baixa expressão de CD14, concluímos que 
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estas células não são aderentes, enquanto que iDCs apresentaram uma expressão 

intermediária entre as 2, condizente com a característica de diferenciação de DCs a 

partir de monócitos. 

A maior expressão de CD14 por mDCs tratadas com acutase, em relação a 

iDCs tratadas ou não com acutase pode ser devida à maior liberação de macrófagos 

tratados com acutase e ativados com TNF-α. Outra hipótese seria a própria ação da 

acutase, que tem um efeito ativador, podendo levar à morte de algumas células (HO et 

al.., 2004), que poderiam ser “limpadas” por células que passariam a aumentar CD14 

para exercer esta função, uma vez que esta molécula também tem a função de receptor 

“scavenger” (DEVITT et al., 1998). 

 

5.3 Cinética de Apoptose de Células Não Aderentes (CNAs) submetidas a 

diferentes condições de estresse celular in vitro 

 

Uma vez determinado o fenótipo das DCs obtidas nas nossas condições de 

cultura, o próximo objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da co-cultura de células 

apoptóticas sobre o fenótipo de membrana das DCs. Antes disso, porém, foram 

realizados experimentos para se avaliar a cinética de apoptose de CNAs submetidas a 

diferentes condições de estresse celular in vitro. 

Assim, para a geração de células apoptóticas, foram padronizados ensaios de 

indução de morte celular, avaliada por trypan blue e iodeto de propídio (PI), como 

descrito no item material e métodos. Os resultados mostrados aqui são de linfócitos 

(CNAs) divididos em 4 grupos (1: 37ni, 2: H, 3: 37i ou 4: 43i) esquematizados na 

tabela 1, página 39 (tabela descrita no item 4.3 de material e métodos). 

A análise foi feita quanto aos parâmetros de FSCxSSC e morte celular, 

avaliada por incorporação de PI pelas CNAs. Após 2h de aderência de monócitos, as 

CNAs foram transferidas para outros frascos de cultura, onde permaneceram por 3 

dias, em uma segunda etapa de aderência. No 3º dia, as CNAs foram removidas dos 

frascos para realização dos procedimentos acima (aquecimento e ou irradiação). 

Assim, as CNAs foram incubadas 0, 24 e 48h depois da irradiação (equivalente aos 30 

minutos após aquecimento). O período 0h equivale ao 3º dia de cultura de CNAs; 24h 

equivale ao 4º dia e 48h equivale ao 5º dia de cultura de CNAs. No final de cada 

período, foram retiradas alíquotas para coloração com PI. Células com DNA diplóide 

(2n) intacto foram ajustadas no citômetro de fluxo para que os picos ficassem em 
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torno de 10
3 

nos histogramas (MIRAKIAN et al., 2002). Eventos corados com PI 

apresentando fluorescência à esquerda do pico diplóide em 10
3
 foram considerados 

células ou corpúsculos apoptóticos. Células à direita do pico são consideradas em 

ciclo. Neste trabalho damos ênfase aos eventos à esquerda do pico (Figuras 3, 4 e 5), 

por isso usamos escala logarítmica, para melhor avaliarmos a presença de células 

apoptóticas, enquanto trabalhos que analisam diferentes fases do ciclo celular o fazem 

a partir de gráficos em escala linear. 

 

5.3.1 0h após irradiação 

 

 
Fig. 3A. Padrão de distribuição de células não aderentes (CNAs) por FSC x SSC em citometria de 

fluxo. B. Histogramas referentes aos respectivos gráficos anteriores. As CNAs foram 

cultivadas em frascos de cultura por 3 dias após aderência de PBMCs. No 3º dia, as 

CNAs foram removidas dos frascos e submetidas a diferentes modos de estresse celular, 

sendo coradas com PI imediatamente após irradiação (t=0) para avaliação do conteúdo 

de DNA fragmentado, indicativo de morte celular por apoptose. Dados representativos 

de 14 experimentos independentes, adquiridos em FACS Calibur do Departamento de 

Imunologia do ICB. Nomenclatura: 1 - 37ni: CNAs não irradiadas (controle), 2 - 37i 

(CNAs irradiadas), 3 - 43ni (CNAs aquecidas e não irradiadas), 4 - 43i (CNAs aquecidas 

e irradiadas). Os números no gráfico representam média +/- desvio padrão. A mesma 

nomenclatura foi mantida nas figuras 4 e 5. 

 

Na figura 3, observa-se o padrão de distribuição em gráficos “dot plots” de 

FSCxSSC das diferentes CNAs obtidas (1. 37ni, 2. 37i, 3. 43ni e 4. 43i) e a respectiva 

porcentagem de morte celular (M1) 0h após a irradiação dos grupos 2 e 4. Apesar de 

não serem detectadas diferenças estatísticas (os desvios-padrão são muito grandes) 

nas taxas de morte celular 0h após a irradiação, quando se analisa os parâmetros 

B 

A 



 52 

FSCxSSC é possível observar que células submetidas a aquecimento por 30 minutos a 

43 ºC (H), independentemente da irradiação, apresentam uma terceira população com 

tamanho aumentado (FSC > 600), em relação aos respectivos controles (43ni vs 37ni 

e 43i vs 37i), nos quais essa população não existe. Consideramos como controles, a 

título de comparação, células com aparência de linfócitos (grupo 37ni: FSC <400, 

SSC<100). 

Em outras palavras, o tamanho observado continua aumentado após irradiação 

das células aquecidas. Os valores nos gráficos representam a média +̸-desvio padrão 

de 14 experimentos independentes, estatística que será melhor analisada na figura 6. 

 

5.3.2 24h após irradiação 

 

 
 

 

Fig. 4A. Padrão de distribuição de células não aderentes (CNAs) por FSC x SSC em citômetro de 

fluxo. B. Histogramas relativos aos gráficos respectivos anteriores. As CNAs foram 

cultivadas em frascos de cultura por 3 dias após aderência de PBMCs. No 3º dia, as 

CNAs foram removidas dos frascos e submetidas a diferentes modos de estresse celular, 

sendo coradas com PI 24h após irradiação (t=24h) para avaliação do conteúdo de DNA 

fragmentado, indicativo de morte celular por apoptose. Dados representativos de 20 

experimentos independentes, adquiridos em FACS Calibur do Departamento de 

Imunologia do ICB. Nomenclatura: 1 - 37ni: CNAs não irradiadas (controle), 2 - 37i 

(CNAs irradiadas), 3 - 43ni (CNAs aquecidas e não irradiadas), 4 - 43i (CNAs aquecidas 

e irradiadas).  

Na figura 4, diferente do observado na figura 3, 24h após irradiação já é 

possível detectar diferenças estatísticas (Fig. 6) nas taxas de morte celular das CNAs, 

em relação ao controle (grupo 1, 37ni = 14+̸-25) com o grupo 2 (37i) apresentando 

taxa de apoptose da ordem de 67,0%+̸-25 (Fig. 4B). Comparando-se o controle não 

irradiado da figura 4 (24h) com o da figura 3 (0h), observa-se distribuição idêntica, o 

60,7+/-25,0 
 

35,8+/-23,4 
 

46,5+/-27,2 
 

14,0+/-5,6 

37ni 37i 43ni 43i 

B 

A 
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que sugere que a incubação das CNAs não irradiadas por 0 ou 24h não altera o padrão 

de tamanho e granulosidade apresentados após aquisição em citometria de fluxo. 

Apesar dos valores numéricos nos gráficos sugerirem uma tendência a 

diferenças na taxa de apoptose entre células aquecidas (3. 43ni = 35,8%+̸-23,4) 

comparadas às CNAs aquecidas e irradiadas (43i = 46,5%+̸-27,2), ou mesmo quando 

ambas são comparadas aos controles, os desvios-padrão da média são muito grandes, 

não permitindo diferenças significativas. Entretanto, em relação aos parâmetros de 

FSCxSSC continua sendo possível observar, da mesma forma que no tempo 0, que as 

células dos grupos 43ni e 43i apresentam uma pequena população de tamanho grande 

(FSC>400) e baixa granulosidade (SSC<200), em relação aos respectivos controles 

(43ni vs 37ni e 43i vs 37i) e em relação à figura 3. Como será verificado a seguir, na 

figura 5, essas populações se mantêm na cultura após 48h. 

É importante ressaltar também que a análise, após 24h de cultura, da 

população de células somente irradiadas (grupo 2), revela um padrão de distribuição 

diferente em relação aos outros grupos celulares, e também em relação ao próprio 

grupo após 0h de cultura. Assim, pode-se observar no gráfico 43i uma população mais 

densa com FSC<200 e SSC<400, o que coincide com características de células 

apoptóticas (tamanho e complexidade pequenos). Ao mesmo tempo, há um aumento 

da granulosidade da população com característica de linfócitos, descrita 

anteriormente, sugerindo que essas populações celulares ou estão sendo ativadas ou 

estão entrando em processo de morte celular, ou ainda, os dois fenômenos podem 

estar ocorrendo simultaneamente. 

A análise de FSCxSSC dos grupos 3 e 4 após 24h de cultura também nos 

fornece detalhes interessantes. Como se pode observar, as populações com tamanho 

>600 são aparentemente menores do que na figura 3. Na verdade, uma observação 

mais cuidadosa nos revela que essas populações estão quase saindo do gráfico, o que 

indica que o tamanho delas é ainda maior que na figura 3. Além disso, temos que 

lembrar que as células não aumentam de tamanho indefinidamente, e que há um limite 

físico, no caso, a membrana plasmática, para esse aumento. Em um determinado 

momento, dependendo da intensidade, do tempo de exposição e do tipo de lesão 

celular causada pela irradiação, a membrana plasmática pode não suportar as 

alterações, tendo como conseqüências, entre outras, aumento de sua permeabilidade. 

Esta, devido à formação de poros e alteração de lipídios da membrana, em associação 
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com sua normalmente elevada pressão osmótica intracelular, mantida às custas da 

bomba de Na
+
K

+
, facilita a entrada de líquidos e a ruptura da membrana. 

No caso de ruptura da membrana, temos aumento da liberação de conteúdo 

celular e formação de debris celulares. Esta descrição parece bastante semelhante aos 

eventos que culminam com a necrose celular (MONTENEGRO e FRANCO, 1999). 

Neste caso, um certo nível de necrose celular é permitido sem que haja grandes 

alterações ou resposta inflamatória excessiva no microambiente local, de forma que os 

debris eventualmente presentes possam ser fagocitados pelas células que não são 

linfócitos, eventualmente presentes na cultura (células com tamanho >600), 

restabelecendo a homeostase da população celular. De fato, a descrição de 

macrófagos xantomatosos, característica de células que fagocitam debris celulares e 

conteúdo lipídico é frequente na literatura (MONTENEGRO e FRANCO, 1999). 

Entretanto, se a lesão celular é extensa, com a ruptura da membrana de várias 

células, a liberação de conteúdo intracelular em grande quantidade pode ser 

prejudicial. O que antes estava escondido e livre da ação das células do sistema 

imune, agora pode ser percebido como perigo (“danger”) (MATZINGER, 1994; teoria 

reformulada por KONO e ROCK, 2008), e suscitar uma resposta pró-inflamatória, 

dependendo da quantidade de células lesadas e conteúdo liberado, como nas hipóteses 

de Janeway (1992) e Matzinger (1994) reunidas em uma só, semelhante ao que 

propomos inicialmente neste trabalho. 

A análise de marcadores de superfície em outros experimentos, 48h após 

irradiação, revelou-nos que parte das células com tamanho aumentado expressa CD14 

(dados não mostrados), o que nos dá margem a uma hipótese alternativa. Como essa 

população de células possivelmente necróticas (trypan blue ou PI positivas e com 

FSC>600) não é muito grande, considerando os gráficos anteriores, a presença de uma 

pequena quantidade destas células CD14 facilitaria a limpeza do meio e o 

restabelecimento de um certo equilíbrio homeostático. De fato, quando analisamos as 

fotos de microscopia óptica dos grupos 1, 2, 3 e 4, verificamos que as células que 

foram aquecidas previamente à irradiação apresentam um aspecto mais “limpo” de 

cultura, isto é, com menos debris celulares do que as células que foram somente 

irradiadas (dados em anexo). Estes dados estão de acordo com dados da literatura que 

mostram o papel de CD14 como “scavenger” e reconhecedor de estruturas de debris e 

de células apoptóticas autólogas, (DEVITT et al., 1998, LINGNAU et al., 2007). Esta 
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hipótese e a implicação para a presença destas células na cultura serão discutidas 

melhor oportunamente. 

5.3.3 48h após irradiação 
 
 
 

 
 

Fig. 5A. Padrão de distribuição de células não aderentes (CNAs) por FSC x SSC. B. Histogramas 

relativos aos gráficos anteriores. As CNAs foram cultivadas em frascos de cultura por 3 

dias após aderência de PBMCs. No 3º dia, as CNAs foram removidas dos frascos e 

submetidas a diferentes modos de estresse celular, sendo coradas com PI 48h após 

irradiação para avaliação do conteúdo de DNA fragmentado, indicativo de morte 

celular por apoptose. Nomenclatura: 1 - 37ni: CNAs não irradiadas (controle), 2 - 37i 

(CNAs irradiadas), 3 - 43ni (CNAs aquecidas e não irradiadas), 4 - 43i (CNAs aquecidas 

e irradiadas). 

 

Na figura 5, observa-se o padrão de distribuição das diferentes CNAs obtidas 

(37ni, 37i, 43ni e 43i) e respectiva porcentagem de morte celular (M1) 48h após a 

irradiação dos grupos 2 e 4. Os dados confirmam a tendência observada já em 24h 

após irradiação (Fig. 12). Assim, 48h após irradiação, o grupo 2 apresenta taxa de 

apoptose da ordem de 84,2%+̸-7,5 (Fig. 5B), que pode ser correlacionada com a 

população mais densa, de pequeno tamanho e pouca granulosidade observada em 

5A2, o que condiz com as características morfológicas de células apoptóticas 

(NICOLETTI et al., 1991; GORCZYNSKA et al., 2000; MIRAKIAN et al., 2002; 

DARZYNKIEWICZ e HUANG, 2004; SCHILLER et al., 2008). 

Além disso, há uma tendência a aumento na taxa de apoptose entre os grupos 

de células aquecidas (43ni = 31,93%+̸-11 vs 43i = 39,3%+̸-18), e ambos os grupos, 

mais uma vez, diferem em relação ao grupo controle não aquecido e não irradiado 

11,6+/-3,3 39,3+/-19,8 84,2+/-7,5 31,93+/-11 

FSC 

43ni 43i 37i 37ni 
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(37ni = 11,6%+̸-3,3). Em relação aos parâmetros de FSCxSSC ainda é possível 

observar que os grupos 43ni e 43i continuam aumentando a quantidade de células 

com tamanho celular maior em relação aos respectivos controles não aquecidos (43ni 

vs 37ni e 43i vs 37i). Entretanto, o aspecto de FSCxSSC do grupo 43i é mais próximo 

do gráfico de 0h do que de 24h, indicando uma possível tendência para 

restabelecimento do equilíbrio homeostático, e que talvez o efeito da irradiação sobre 

as CNAs, na dose utilizada, não seja permanente, mas diferente o suficiente para ser 

utilizada numa cocultura com DCs. 

Vale notar que estes dados se apresentaram como uma surpresa para nós. A 

princípio, esperávamos que o calor e a irradiação se somassem como efeitos 

sinérgicos na indução de apoptose, pelo menos nas condições utilizadas. A análise dos 

dados das figuras 3, 4 e 5 nos mostra que, embora se pudesse supor que as células 

aquecidas e irradiadas tivessem morrido por necrose em cultura, não parece ter sido 

isto o que ocorreu, pois o número de células obtido ao final das 48h desta cultura não 

reflete este fenômeno (células que excluíram trypan blue: Controle = 2,8x10
6
; 37i = 

2,1x10
6
; 43ni = 2,6x10

6
;
 
43i = 2,6x10

6
. Total de células em cada grupo: 3x10

6
), ou 

pelo menos, a quantidade de células necróticas era tão pequena, relativamente à 

quantidade absoluta de células, que não causou impacto muito grande, podendo ser 

eliminadas pelos fagócitos eventualmente presentes (células CD14
+
, dados em anexo). 

Pode-se concluir desses dados que o calor parece ter protegido, pelo menos 

parcialmente, as células da morte celular induzida pela irradiação, o que condiz com o 

descrito por Massé et al (2004), que, utilizando modelo animal, também associaram 

este fenômeno a níveis aumentados de proteínas de choque térmico (HSPs) nas 

células aquecidas. A função descrita in vivo para estas moléculas é impedir a 

agregação de proteínas desnaturadas (como a que pode acontecer durante o 

aquecimento) e favorecer a degradação adequada de proteínas dirigindo-as para o 

proteassomo. Esta estrutura celular citoplasmática está associada à geração de 

peptídeos intracelulares que eventualmente possam ser expressos na superfície das 

células, no contexto de moléculas de MHC (NOESSNER et al., 2002). 

Um dado interessante foi a observação de que, em alguns experimentos, CNAs 

mantidas em cultura por 3 dias (o que chamamos de segunda etapa de aderência in 

vitro) após serem removidas do frasco para aquecimento, apresentaram um pequeno 

aumento na expressão de CD14 (dados em anexo). Acreditamos que essa população 
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reflita a presença de precursores no grupo de CNAs não comprometidas com a 

linhagem de linfócitos, e que, diante do estresse ambiental (aquecimento), passaram a 

expressar CD14 como resposta ao estresse e atuar como células “scavenger” de 

células apoptóticas e debris celulares, uma vez que precursores comprometidos com a 

linhagem monócito/macrófagos foram removidas (pelo menos parcialmente) durante 

o processo de aderência nas primeiras 2h de cultura (o que chamamos de primeira 

etapa de aderência in vitro), e estavam ausentes nos grupos não aquecidos. Entretanto, 

estes dados não foram observados em todos os experimentos, o que nos leva a crer 

que células de indivíduos diferentes possuem respostas adaptativas diferentes ao 

estresse. Além disso, como não foram investigados os mecanismos para esta hipótese, 

pode haver outros mecanismos responsáveis pela atividade “scavenger” observada, 

além de CD14, uma vez que DCs imaturas, que não apresentam este marcador, 

também possuem uma certa capacidade de fagocitar e eliminar células apoptóticas in 

vitro e in vivo. 

 

5.3.4 Cinética de apoptose de CNAs submetidas a diferentes condições de estresse 

celular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ANOVA para Medidas repetidas seguido de Teste de Comparações Multiplas de Dunnett 
Fig. 6A. Porcentagem de CNAs PI-positivas em relação ao tempo pós-irradiação. Após 2h de 

aderência de PBMCs, CNAs foram transferidas para garrafa de cultura. No 3º dia, 

CNAs foram submetidas a diferentes modos de estresse celular e coradas com PI 0, 24 

ou 48h após irradiação e seu conteúdo de DNA fragmentado, indicativo de morte 

celular por apoptose, foi avaliado em FACS Calibur. Dados representativos de 20 

experimentos. Nomenclatura: 1 - 37ni: CNAs não irradiadas (controle), 2 - 37i (CNAs 

irradiadas), 3 - 43ni (CNAs aquecidas e não irradiadas), 4 - 43i (CNAs aquecidas e 

irradiadas). 
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A ausência de significância estatística (Fig. 6) em alguns grupos após 

irradiação pode ser explicada pela variação individual, dado o desvio padrão ter sido 

muito grande, comparando-se os grupos 2 (37i), 3 (43ni) e 4 (43i) ao controle (grupo 

1). Estes dados sugerem que linfócitos de indivíduos diferentes podem ter respostas 

adaptativas diferentes mesmo a pequenas situações de estresse in vitro, considerado 

aqui como pequenas variações ambientais (aquecimento ou irradiação ou ambos), sem 

excluir a possibilidade de variações genéticas individuais da população. 

Em conjunto, estes dados nos levam a concluir que a metodologia utilizada foi 

adequada para a detecção de apoptose nos grupos de células irradiadas. Assim, de 

agora em diante, os termos APO e HAPO serão utilizados para substituir os termos 

37i e 43i, respectivamente, pois nestes casos observamos porcentagem média de 

apoptose >80% e >40%. Foi interessante observar que mesmo em doses baixas, foi 

possível detectar alterações 48h após exposição a uma fonte radioativa, enquanto que 

normalmente leva-se anos para que pessoas expostas com frequência a radiação 

possam começar a sentir os efeitos da exposição, se radiossensíveis. 

 

5.4 Fenótipo de superfície de CNAs submetidas a diferentes condições de estresse 

celular 

 

Em seguida, uma vez padronizados os ensaios de apoptose, foi avaliado o 

fenótipo de superfície das diferentes CNAs obtidas. Como mencionado, as CNAs 

foram removidas após 2h de aderência das PBMCs e transferidas para frascos de 

cultura por 3 dias. No 3º dia, as CNAs foram submetidas aos diferentes procedimentos 

de estresse celular in vitro (Tabela 1, item Material e Métodos) e 48h depois, seu 

fenótipo de superfície foi avaliado quanto a marcadores específicos de linfócitos. 

Assim, até o momento em que foram adicionadas às culturas de DCs, as CNAs 

permaneceram em cultura por 5 dias, quando seu fenótipo foi avaliado. 
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Fig. 7. Expressão de CD3 (A), CD4 (B) e CD8 (C) em CNAs submetidas a diferentes formas de 

estresse. Números ao lado da linha negra indicam valores de MFI (Intensidade Mediana 

de Fluorescência), ao passo que os valores abaixo da linha verde representam MFI do 

controle não marcado com anticorpo conjugado a fluorocromo. Dados representativos de 

3 experimentos independentes realizados em duplicata e adquiridos em FACS Calibur no 

Departamento de Imunologia do ICB – USP, com resultados semelhantes. 

 

Na figura 7A, observa-se que mais de 90% das CNAs controles não irradiadas 

(37ni) expressam o marcador CD3. Este dado demonstra que a maior parte das células 

presentes após 3 dias de cultura e por mais dois dias após procedimento de estresse 

celular in vitro, mantêm a característica de linhagem de linfócitos, quanto à expressão 

de CD3 (além dos parâmetros FSCxSSC mostrados anteriormente na Figura 3). Este 

dado permite que utilizemos o termo linfócitos para nos referir às CNAs 

intercambiavelmente, daqui em diante, ao longo deste trabalho, a menos que 

informação adicional seja expressa. O dado da expressão de CD3 no controle nos 

indicou também que o procedimento de separação de linfócitos T por formação de 

rosetas com eritrócitos de carneiro seria desnecessário, neste momento da 

experimentação, pois obtivemos um bom rendimento de linfócitos T (>90%) nesse 

grupo. 

CD4 

CD8 

CD3 
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Entretanto, após serem submetidas aos diferentes tipos de indução de estresse, 

as CNAs apresentaram crescente diminuição (analisando-se os gráficos da esquerda 

para a direita e a tabela 3) na população CD3
+/hi

 (37ni >90%, 37i = 84,6%; 43ni = 

80,3%), apresentando uma tendência a voltar a aumentar essa expressão novamente 

quando as CNAs foram aquecidas antes de serem irradiadas (43i = 81,8%). Este dado 

parece se correlacionar com o aumento de morte celular verificado no item 3, 

independentemente do tipo (apoptose ou necrose), o que sugere que, à medida que as 

células entram em processo de morte, elas diminuem a expressão de CD3 na 

superfície celular. Essa aparente “recuperação”, apesar de pequena, que se observa no 

grupo aquecido e irradiado parece reforçar o dado anterior de proteção da morte 

celular, induzida pela irradiação, na presença de calor. 

 

Tabela 4: Porcentagens de células expressando marcadores específicos de linfócitos T, 

nas CNAs submetidas a diferentes condições in vitro de estresse celular 

 1. 37ni 

-   + 

2. 37i (APO) 

         -    + 

3. 43ni (H)  

       -       + 

4. 43i (HAPO) 

-   + 

CD3 <10      >90 15,4      84,6 19,7    80,3 18,2      81,8 

CD4 43,7      56,3 51,1      48,9 46,8    53,2 47,4      52,6 

CD8 -  low/dim + 

64,8 18,3 12,9 

-  low/dim + 

79,1 12,4 8,5 

-  low/dim + 

51,5 46,1 2,4 

- low/dim + 

50,3 47,0 2,7 

CD4
+
 ou 

CD8
+ 

(CD3
+*

) 

-      low/dim      + 

<10                 87,5 

-     low/dim     + 

                    69,8 

-   low/dim   + 

                  55,6 

-   low/dim   + 

                       55,3 

*Somente células simples-positivas para CD4 e CD8. Pela tabela, sugere-se que haja um 

aumento da população CD4
-
CD8

-
. 

 

Em relação à expressão de CD4 pelas CNAs, podemos observar que os 4 

grupos apresentaram duas populações bem definidas, uma CD4
+
, e a outra, CD4

-/low. 

Não foram observadas alterações significantes na porcentagem de células CD4
+
 ou 

CD4
-/low presentes nessas duas populações nos grupos 2, 3 e 4. Entretanto, em relação 

ao controle, a razão entre essas populações CD4
+
/CD4

-
 no grupo 2 de células 

estressadas (37i= 51,1% CD4
-
 e 48,9% CD4

+
) é a única que aparece invertida (<1), 

pois nos outros grupos (43ni = 46,8% CD4
-
 e 53,2% CD4

+
; 43i = 47,4% CD4

- 
e 

52,6% CD4
+
, respectivamente), essa razão é ligeiramente maior que 1 (43ni = 1,14; 

43i = 1,11). 
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Assim, os diferentes processos de estresse a que foram submetidas as CNAs 

parecem não alterar significantemente a proporção de células CD4
+
. Apesar disso, há 

uma tendência a aumentar a quantidade de células CD4
- 

no grupo de células 

irradiadas, o que poderia estar correlacionado ao aumento de morte celular verificada 

nesse grupo (Figura 5). Se confirmado, este dado nos sugere que, da mesma forma 

como interpretado anteriormente para CD3, à medida que as células entram em 

apoptose elas diminuem a expressão ou deixam, gradativamente, de expressar estes 

marcadores de linfócitos, embora este efeito seja mais visível para CD3 do que para 

CD4. O fato de que linfócitos T CD4
+ 

são obrigatoriamente CD3
+
 ajudam a apoiar 

essa hipótese. 

Uma interpretação, à primeira vista, que poderia surgir da análise desses dados 

seria um aumento na população CD8
+
, pelo menos no grupo em que houve inversão 

da relação CD4
+
 e CD4

-
, uma vez que parte dessa população CD4

-
 é também CD8

+
. 

Entretanto, o que se observou foi exatamente o contrário, uma diminuição de células 

com alta expressão de CD8
+
 na população de células irradiadas, e um aumento de 

células com baixa expressão de CD8 no grupo de células aquecidas (H), irradiadas 

(43i) ou não (43). 

Em conjunto com os dados da figura 5, estes dados poderiam sugerir também 

uma maior sensibilidade à morte por irradiação dos linfócitos CD3
+
CD4

+
, do que 

monócitos, células que também expressam CD4. De fato, sendo menos sensíveis que 

linfócitos T à irradiação, linfócitos B e monócitos teriam sua sobrevivência 

relativamente aumentada, o que poderia explicar também porque em alguns 

experimentos observamos um pequeno aumento de células CD14
+
 nos grupos de 

células aquecidas. Observamos também aumento de populações CD19
+
 e CD25

+
 

(dados em anexo). 

Como indicado no rodapé da tabela 3, não se pode descartar também a 

hipótese de aumento de populações CD3
+
CD4

-
CD8

- 
ou ainda, de CD3

+
CD4

+
CD8

+
, 

após irradiação, mesmo que em pequenas quantidades deste último subtipo. Uma vez 

que a presença desta subpopulação não é encontrada normalmente no sangue 

periférico de doadores saudáveis, a positividade desta população duplo-positiva no 

controle, menor que 2,5%, pode indicar duas possibilidades: erro de compensação 

durante aquisição no citômetro, podendo resultar em artefatos de calibração, ou 
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“background” devido à marcação inespecífica de células mortas na cultura ou os dois 

fatos, ambos interferindo no resultado, isoladamente ou não. 

Esta possibilidade aumenta quando se observa que foram utilizados nestes 

experimentos fluorocromos CD4-PE e CD8-Per-CP, que apresentam uma 

superposição do espectro de fluorescência, dificultando a calibração do citômetro de 

fluxo e interferindo no resultado.  

Assim, pode-se concluir, da análise conjunta das figuras 5, 6 e 7, que as 

condições de estresse celular (aquecimento e irradiação) a que as CNAs foram 

submetidas in vitro neste trabalho, simultâneas ou não, são capazes de interferir no 

fenótipo destas células, podendo ter consequências diversas, como a interferência no 

processo de morte celular de linfócitos; e a aparente proteção da apoptose induzida 

pela irradiação, conferida pelo processo de aquecimento das CNAs antes da 

irradiação. 

Nesse sentido, os nossos dados até o momento parecem apontar para uma 

desregulação fenotípica e funcional induzida por irradiação in vitro de linfócitos T de 

doadores saudáveis, levando-os à apoptose in vitro. Deste modo, é possível que o 

nosso modelo de linfócitos apoptóticos poderia ser útil para simular o que ocorreria 

durante os processos de seleção positiva e negativa no timo. Este órgão é o 

responsável pela tolerância central, processo que gera linfócitos T maduros até uma 

certa idade, quando começa a regredir até ficar ausente em indivíduos adultos, o que 

torna o acesso a este órgão bastante dificultado para fins de pesquisa sobre 

mecanismos de tolerância in vivo (BOUNEAUD et al., 2000; KIEWSKY e KLEIN, 

2006). 

Após ocorrência do processo de seleção negativa e positiva no timo, os 

linfócitos apoptóticos são fagocitados e eliminados, enquanto que aqueles que não 

foram eliminados e sobreviveram podem ser liberados à circulação para interagir com 

os tecidos periféricos. Caso estes linfócitos sejam autorreativos a Ags próprios 

periféricos, ausentes no timo, cria-se um risco para ocorrência de auto-imunidade. Por 

isso, se fazem necessários mecanismos de tolerância periférica a estes linfócitos que 

eventualmente tenham escapado dos mecanismos de tolerância no timo (LIU et al., 

2000; HAWIGER et al., 2001; BOUNEAUD et al., 2000; LIU et al., 2002; 

KIEWSKY e KLEIN, 2006). 
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5.4.1 Fenótipo de superfície de linfócitos após 48h de cocultura de iDCs com 

CNAs estressadas de diferentes maneiras 

 

Antes de verificarmos o efeito de CNAs estressadas sobre o fenótipo de DCs, 

tivemos interesse em avaliar o efeito da cocultura sobre o fenótipo de linfócitos após 

48h de cocultura. Estes experimentos foram importantes para decidir com que grupos 

experimentais seriam realizadas as coculturas, de forma que no início e no final não 

houvesse diferenças significantes entre os parâmetros observados sobre o fenótipo dos 

linfócitos. Isso seria importante para garantir que o fenótipo de superfície das CNAs 

fosse semelhante entre os diferentes grupos e os efeitos observados sobre as DCs 

pudessem ser devidos somente a alterações nas DCs e não nos linfócitos ou em 

ambos. 

Uma preocupação que tivemos no experimento anterior (Figura 7) foi a 

possibilidade de artefatos de cultura e má compensação no citômetro de fluxo 

pudessem interferir no resultado obtido. Entretanto, como se verá a seguir (Figura 8), 

após cocultura com DCs e uma melhor compensação das amostras no citômetro, com 

anticorpos anti-CD3-PE, anti-CD4-FITC e anti-CD8-APC, que possuem menor 

sobreposição de espectros que no experimento anterior, a calibração e a compensação 

foram facilitadas. 

Assim, para estudar o efeito da cocultura de DCs com CNAs apoptóticas, 

foram adicionados 10% de APO ou HAPO sobre as culturas de DCs, como descrito 

no item material e métodos. Os resultados mostrados a seguir referem-se ao fenótipo 

de linfócitos no gate R2, escolhido pelo tamanho característico da população de 

linfócitos não ativados utilizados como nossos controles (tamanho pequeno, FSC 

entre 240 e 520, aproximadamente). Como se pode observar, houve aumento relativo 

da população de linfócitos CD8
+
 no controle após 48h de cultura (37ni = 26,6%) e 

diminuição relativa da população CD4
-
CD8

- 
(29,73%), comparados ao grupo em que 

houve adição somente de meio (iDC), o total de linfócitos no gate R2 foi de 10,21% 

CD8
+
 e 49,52% CD4

-
CD8

-
. 

Apesar da melhor calibração e compensação com fluorocromos diferentes do 

experimento anterior, compensação com amostras não marcadas e controles de 

isótipo, esta população duplo-positiva era bem menor que no experimento anterior 

(0,08%), provando que a nova estratégia de marcação com fluorocromos foi mais 

adequada. Entretanto, grupos de iDCs com CNAs irradiadas (iDC+37i e iDC+43i) 
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continuavam apresentando população duplo-positiva >1% e maior que a do controle 

que não recebeu quaisquer linfócitos adicionais. 

Estes dados sugerem que, se eventualmente presentes, mesmo nos grupos em 

que supomos ter havido um aumento após irradiação, a quantidade de células duplo-

positivas em relação ao total de linfócitos é menor do que antes da cocultura, 

indicando que parte delas também é eliminada durante a cocultura. Estes dados 

parecem sugerir também que os linfócitos apoptóticos porventura presentes na 

cocultura são eliminados pelas iDCs. 

Nas nossas condições de cultura, células irradiadas mantidas após 48h de 

irradiação em estufa de CO2 a 37 ºC com atmosfera de 5% de CO2 parecem não 

exercer alterações significantes na viabilidade e na fagocitose das DCs. Entretanto, a 

dose utilizada é pequena para indução desses efeitos, se comparada a acidentes 

históricos, como o de Chernobyl e do Césio, em Goiânia, Goiás, ambos na década de 

80, e a indivíduos que receberam altas doses de irradiação após o lançamento da 

bomba de Hiroshima, ou mesmo se comparadas a indivíduos que fazem radioterapia 

contra certos tipos de câncer (MARIN et al., 2007). Entretanto, como citado, mesmo 

após 48h de exposição dos linfócitos a baixas doses de irradiação in vitro, foi possível 

observar alteração no fenótipo e viabilidade dessas células. 

Nos outros grupos, sempre em relação ao grupo iDC, as alterações mais 

significantes foram as seguintes: aumento relativo da população CD8
+
 no grupo 

iDC+43ni (17,72%), embora menor que no grupo iDC+37ni; aumento relativo da 

população CD4
-
CD8

-
 nos grupos iDC+43i (58,27%) e iDC+65ni (58,81%). O grupo 

iDC+TNF pode ser comparado apenas ao grupo iDC, pois ambos não receberam 

linfócitos adicionais como cocultura com DCs. 

Assim, este grupo iDC+TNF apresentou um aumento nas populações CD4
+
 e 

CD8
+
 simples, com diminuição na população CD4

-
CD8

-
, o que parece correlacionar 

com o efeito observado sobre a viabilidade das DCs (Figura 2), aumentando a 

sobrevivência ou diferenciação de precursores de uma maneira geral, não só sobre as 

DCs. Ou ainda, uma maior quantidade de DCs favorece também uma maior presença 

de linfócitos CD4
+
 e CD8

+
 em nossas condições de cultura. Não houve diferenças na 

relação CD4
+
/CD8

+ 
do grupo iDC+TNF (4,01) em relação ao grupo iDC (3,96). 

Entretanto, nos grupos não irradiados (37ni e 43ni), essa relação é <2, exceto no 

grupo iDC+65ni, cuja relação é 3,25. 
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Em conjunto, estes dados indicam que as populações de CNAs dos grupos 

iDC+37i, iDC+43i na cocultura com DCs ou iDC+TNF tendem a apresentar um 

padrão de expressão semelhante ao controle, não excedendo a 11,19% (iDC+TNF, 

próximo do controle, iDC, de 10,21%) do total de linfócitos quanto à presença de 

células CD8
+
, e mantendo a relação CD4

+
/CD8

+
 mais próxima de 4, como nos 

controles sem adição de linfócitos. Os grupos iDC+37ni e iDCs+43ni foram excluídos 

porque apresentaram aumento na população de células CD8
+
, indicando que o 

processo de cultura in vitro pode ter sido responsável pela alteração do fenótipo destas 

células. 

 

 

Fig. 8. Expressão de CD4 e CD8 em CNAs presentes após 48h de coculturas com DCs. Os valores 

no quadrante superior direito representam a porcentagem de expressão dos marcadores 

relativos aos respectivos quadrantes. R1 representa “gate” de DCs. Os valores fora dos 

quadrantes representam a porcentagem linfócitos presentes no “gate” R1 em relação a 

população total. Dados representativos de 3 experimentos independentes realizados e 

adquiridos em FACS Calibur no Departamento de Imunologia do ICB – USP, com 

resultados semelhantes, e confirmados no FACS Calibur do Departamento de 

Dermatologia do Hospital Charité, Universidade Humboldt, Berlim. iDC = somente 

iDCs+meio. iDC+37ni=iDCs+linfócitos não irradiados. iDC+37i = iDCs+linfócitos 

irradiados. iDC+43ni = iDCs+linfócitos aquecidos e não irradiados. iDCs+43i = 

iDCs+linfócitos aquecidos e irradiados. iDCs+65ni = linfócitos aquecidos a 65 ºC por 1h e 

não irradiados (controle de necrose). iDCs+TNF = iDCs+somente TNF (controle de 

maturação).  

 

Como no experimento anterior (Figura 8) os dados desses dois grupos 

aumentariam a complexidade do sistema em estudo e poderiam interferir nos 

resultados dos próximos experimentos, dificultando uma interpretação mais cuidadosa 
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e detalhada dos dados e com a possibilidade de criação de artefatos de cultura ou de 

experimentação, utilizamos somente os grupos de linfócitos 37i e 43i, decidindo com 

base em dois critérios: 1. o padrão de apoptose apresentado por esses grupos 

celulares; 2. a manutenção da relação CD4
+
/CD8

+
 mais próxima dos controles em que 

não foram adicionados quaisquer linfócitos às coculturas, considerados por nós como 

controles de expressão de marcadores de linfócitos. 

 

5.5 Efeito da cocultura CNAs estressadas/DCs sobre a viabilidade celular 

 

Padronizados os experimentos de cinética de apoptose de linfócitos e 

verificadas alterações nos fenótipos dessas células, escolhemos o grupo onde foi 

detectada a maior taxa de apoptose (2. 37i ou APO, Figura 5) para verificar o nosso 

próximo objetivo, que foi avaliar o efeito dessas células apoptóticas sobre o processo 

de maturação das DCs, na presença ou ausência de TNF-α. 

Escolhemos também o grupo 4 (43i ou HAPO) porque estas células 

apresentaram, como mencionado, um comportamento surpreendente para nós, uma 

vez que a apoptose dessas células induzida pela irradiação foi inibida, embora 

parcialmente, pelo aquecimento prévio a 43ºC por 30 minutos. A nossa hipótese parte 

do princípio de que tínhamos em mão um poderoso modelo de células próprias 

alteradas, que poderia mimetizar in vitro o previsto por Janeway (1992) e Matzinger 

(1994) em suas teorias sobre PAMPs e perigo, respectivamente, reforçadas hoje pelos 

conceitos de DAMPs propostos por Kono e Rock (2008), e que também ajudam a 

reforçar a nossa proposta. Este grupo seria interessante também porque forneceria um 

controle de quantidade de células apoptóticas presentes, uma vez que sua 

porcentagem foi praticamente a metade da obtida no grupo somente irradiado. 

Assim, para estudar o efeito da cocultura de DCs com CNAs apoptóticas, 

foram adicionados 10% de APO ou HAPO sobre as culturas de DCs, como descrito 

no item material e métodos. Para comparar os diferentes grupos de DCs obtidas, o 

“gate” R1 foi utilizado em todas as análises. Os controles de células não irradiadas 

(37ni) ou somente aquecidas (43ni ou H) foram realizados em alguns experimentos e 

estão representados em anexo. 

A figura 9A mostra a porcentagem de células viáveis recuperadas após 7 dias 

de cultura ou cocultura com APO/HAPO autólogas, na presença ou ausência de TNF-

α. Observou-se que a média da porcentagem de viabilidade de iDCs+APO não foi 
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diferente da observada nas culturas de iDCs somente, indicando que a presença de 

uma pequena quantidade de células irradiadas a partir do 5º dia de cultura de DCs não 

é suficiente para alterar a viabilidade das DCs. Entretanto, nas coculturas 

iDC+HAPO, a viabilidade das células recuperadas foi menor em relação a iDCs (p< 

0,05), indicando que o tratamento de iDCs com células irradiadas pré-aquecidas é 

capaz de gerar uma forma de estresse diferente da irradiação somente, e que é capaz 

de alterar a viabilidade das células na cocultura com DCs. 

Para excluir o efeito da autofluorescência das células apoptóticas sobre a 

marcação das DCs, realizamos alguns experimentos em que todas as células do grupo 

foram coradas com um marcador de morte celular, EMA (monoazida de etídio), que é 

lido em canal FL2 do citômetro de fluxo, mesmo canal de leitura de PI. As células 

também foram marcadas com CD14-PerCP para diminuir a interferência da 

fluorescência do canal FL3 sobre FL2, uma vez que esses dois canais apresentam 

superposição dos diferentes comprimentos de onda, o que poderia também interferir 

nos resultados. Assim, células CD14
+
 positivas e células mortas, EMA

+
, foram 

selecionadas em um novo gate, chamado “dump”, e foram excluídas de nossa análise 

(dados em anexo). 

Os resultados demonstraram que não houve grandes alterações na viabilidade 

das DCs após as coculturas com CNAs, e que o risco de “background” causado pelas 

CNAs mortas que poderia interferir nos resultados foi reduzido com essa estratégia. 

Entretanto, esse tipo de análise só poderia ser feito em FACS com 6 cores ou mais, 

como o LSR II utilizado nesses experimentos na Alemanha. Assim, interpretamos que 

a alteração de viabilidade nas coculturas de DCs, apresentada na figura 9, é relativa 

somente às CNAs acrescentadas à cocultura, e não às DCs, como já sugerido por 

alguns gráficos da figura 8. 
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Fig. 9. Gráfico de dispersão da porcentagem de células viáveis presentes no 7º dia de culturas de 

iDCs e mDCs e respectivas co-culturas com APO ou HAPO autólogas (A) ou alogênicas 

(B). A viabilidade foi avaliada por contagem de células que excluíram trypan-blue, 

dividindo-se o número de células trypan-blue negativas pelo total de células. Linha e 

asteriscos à direita indicam comparação em relação a iDC (controle). Linha e asteriscos à 

esquerda indicam comparação em relação a mDC. Dados representativos de 25 

experimentos independentes. *=p<0,05. ANOVA para Medidas Repetidas, seguido de 

Teste de Dunnett para Comparações Múltiplas 

 

Em relação a mDCs, observou-se um aumento da viabilidade em relação a 

iDCs, confirmando dados de nossos experimentos anteriores e de outros trabalhos da 

literatura em que a presença de TNF-α correlacionou-se com maior recuperação de 

células das placas de cultura (SÁNCHEZ e SÁNCHEZ et al., 2004). Já as coculturas 

de mDCs com APO ou HAPO não apresentaram diferenças de viabilidade em relação 

a iDCs. Entretanto, se compararmos este grupo de células ao grupo mDC, observamos 

que a viabilidade mDCs+HAPO também foi menor que o seu respectivo controle, de 

A 

B 

* * 
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maneira semelhante ao efeito de HAPO sobre iDCs, indicando haver células ou 

fatores solúveis presentes neste grupo que são diferentes dos controles não irradiados 

e do grupo APO, sendo ambos perceptíveis de maneiras diferentes pelas iDCs e 

mDCs. 

Como houve menor taxa de apoptose neste grupo HAPO do que no grupo 

APO (Figura 5), sugerimos que após o processo de irradiação e no momento da 

contagem no 7º dia de cultura, algumas destas células HAPO podem ter passado 

durante as 48h de cocultura com DCs, para fase tardia de apoptose e, eventualmente, 

entrado em estágio de necrose secundária. Neste caso, com as células entrando em 

necrose secundária, a eliminação silenciosa pelas iDCs ficaria dificultada ou atrasada, 

facilitando a liberação de alguns fatores solúveis. Estes fatores, como os DAMPS, 

propostos por Kono e Rock (2008), poderiam tanto funcionar como adjuvantes 

endógenos, como HSPs, ácido úrico ou HMGB (KONO e ROCK, 2008) ou induzir 

morte celular in vitro nas células de alguns doadores (CHEN et al., 2007). 

Em relação ao grupo de iDCs cocultivadas com CNAs alogênicas, observamos 

comportamento semelhante ao descrito para CNAs autólogas. Entretanto, para o 

grupo de mDCs não observamos significância estatística, apesar do padrão de 

viabilidade celular ser semelhante em ambos os casos. Este dado indica pelo menos 

duas possibilidades. A primeira hipótese seria a de que as CNAs alogênicas aquecidas 

e irradiadas foram ativadas de forma que parte das que não foram mortas pelos 

processos de indução de apoptose não só sobreviveram como proliferaram a uma taxa 

desconhecida até que a quantidade de células viáveis fosse igual ao do controle 

(mDCs). A segunda possibilidade seria simplesmente o fato de que o tamanho 

amostral foi menor do que o grupo de CNAs autólogas, por isso não houve quantidade 

de repetições suficientes para se alcançar significância estatística. 

 

5.6 Efeito da cocultura DCs/CNAs apoptóticas sobre a expressão de marcadores 

de superfície de DCs 

 

5.6.1 Expressão de CD14 após cocultura com 37i (APO) ou 43i (HAPO) 

 

Já foi visto anteriormente (Tabela 3) que a expressão de CD14 pôde ser 

correlacionada como fenótipo diferencial entre células aderentes (macrófagos CD14
+
) 

e células não aderentes (DCs CD14
-/low

). Investigamos então, a expressão de CD14 
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para avaliar o fenótipo das células de coculturas de DCs com CNAs autólogas ou 

alogênicas (APO ou HAPO) após 48h, dentro de R1 (considerando que a maioria 

(>90%) das células nesta região é HLA-DR
+
CD11c

+
, característica fenotípica de DCs. 

A figura 10 mostra dados de 4 experimentos realizados independentemente, tanto de 

culturas de DCs com células apoptóticas autólogas quanto alogênicas. 

Esperávamos que as diferenças observadas no fenótipo de superficie das 

CNAs estudadas, apesar de significantes entre elas, não contribuíssem para alteração 

do fenótipo das DCs, uma vez que foram adicionadas às culturas de DCs quantidades 

de CNAs equivalentes somente a 10% da quantidade total esperada de DCs 

recuperadas no 7º dia de cultura. 

Assim, como se pode observar na figura 10, tanto em culturas de DCs com 

CNAs autólogas quanto com alogênicas, houve diminuição na população de células 

CD14
+ 

nos diferentes grupos, indicando que a diferenciação de monócitos em DCs foi 

efetiva, exceto no grupo de iDCs tratadas com células apoptóticas autólogas, onde 

essa tendência foi mais sutil, não alcançando significância estatística em relação aos 

outros grupos. Já no grupo de iDCs com APO alogênicas, a diferença é significante, 

em relação a iDCs. Os outros grupos alogênicos permanecem com padrão de 

comportamento semelhante aos grupos autólogos. 

A primeira impressão que estes gráficos nos dão, se levarmos em consideração 

que esta molécula é também um “scavenger” para células apoptóticas, além de ligante 

de LPS (DEVITT et al., 1997), podemos sugerir que as iDCs com APO autólogas 

tendem a permanecer num estado mais imaturo, com diminuição na expressão de 

CD14 mais lenta do que nos outros grupos. Já no grupo de iDCs tratadas com APO 

alogênicas, parece que ocorre maturação das DCs mais significante do que com APO 

autólogas. Em relação a mDCs, no grupo autólogo não houve diferenças significantes 

na porcentagem de células expressando CD14, enquanto que no grupo alogênico 

houve uma tendência a aumento de CD14. Estes dados parecem indica uma regulação 

diferencial dependendo da fonte das CNAs, se autólogas ou alogênicas, e talvez 

dependente de diferenças no MHC. 

Entretanto, a interpretação destes dados deve ser mais cuidadosa. Se 

observarmos que mDCs de grupos “autólogos” e “alogênicos” também apresentaram 

diferenças, quando comparadas entre si, podemos sugerir a possibilidade de artefato 

das culturas, uma vez que a esses grupos não foram acrescentados quaisquer CNAs 
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autólogas ou alogênicas. Uma melhor análise seria beneficiada com o aumento do 

tamanho amostral. 
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Fig. 10. Gráficos de dispersão da porcentagem de células CD14
+
 presentes no 7º dia de culturas 

de iDCs e mDCs e respectivas co-culturas com APO ou HAPO autólogas (A) ou 

alogênicas (B). Linhas indicam comparação em relação a iDC (ANOVA para Medidas 

Repetidas, Teste de Dunett para comparações múltiplas). *= p<0,05 em B. 
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5.6.2 Expressão de CD86 após cocultura de DCs com 37i (APO) ou 43i (HAPO) 
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Fig. 11. Gráficos de dispersão da porcentagem de células CD86

+
 presentes na região R1 de 

análise por citometria de fluxo de culturas de 7 dias de iDCs e mDCs e respectivas co-

culturas com APO ou HAPO autólogas (A) ou alogênicas (B). Linhas indicam 

comparação em relação a iDC (ANOVA para Medidas Repetidas, Teste de Dunett para 

comparações múltiplas). **=p<0,01 em A ou p<0,05 em B. *=p<0,05; ***=p<0,001. 

ANOVA para Medidas Repetidas, seguido de Teste de Dunnett para Comparações 

Múltiplas. 
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A figura 11 mostra a porcentagem de expressão de CD86, molécula na 

superfície de DCs e outras APCs com função co-estimuladora de linfócitos T. Pode-se 

observar, em relação a células autólogas, que há aumento na porcentagem de células 

expressando CD86 em todos os grupos, exceto no grupo tratado com APO, o que 

parece correlacionar com os dados de CD14, mostrados anteriormente. 

Em relação aos experimentos com CNAs alogênicas, esse padrão não é 

observado, apesar de haver uma tendência para aumento na expressão de CD86, 

exceto no grupo tratado com APO. Há aumento significativo de células expressando 

CD86 somente no grupo de DCs tratadas com TNF na presença de HAPO, com 

mDC+APO apresentando padrão semelhante ao de iDCs+APO, embora esta 

observação não seja significante. Este dado parece sugerir que mesmo em DCs 

maduras (tratadas com TNF-α), a adição de células irradiadas (37i ou APO), na 

ausência de aquecimento prévio (43i ou HAPO), é capaz de inibir o processo de 

maturação, o que não acontece quando a quantidade células irradiadas é menor, ou na 

presença de fatores solúveis endógenos, como o que pode ter acontecido na presença 

de HAPO. 
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5.6.3 Expressão de CD1a após cocultura de DCs com 37i (APO) ou 43i (HAPO) 

autólogas 
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Fig. 12. Gráficos de dispersão da porcentagem (A) e MFI (B) de células CD1a
+
 presentes na 

região R1 de análise por citometria de fluxo de culturas de 7 dias de iDCs e mDCs e 

respectivas co-culturas com 37i ou 43i autólogas. (ANOVA para Medidas Repetidas, 

seguido de Teste de Dunett para comparações múltiplas, seguido de teste de Bonferroni 

para comparação iDC+APO vs iDC). p<0,05. 
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5.6.4 Expressão de CD1a após cocultura de DCs com 37i (APO) ou 43i (HAPO) 

alogênicas 
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Fig. 13. Gráficos de dispersão da porcentagem (A) e MFI (B) de células CD1a
+
 presentes na 

região R1 de análise por citometria de fluxo de culturas de 7 dias de iDCs e mDCs e 

respectivas co-culturas com 37i ou 43i alogênicas. (ANOVA para Medidas Repetidas, 

seguido de Teste de Dunett para comparações múltiplas, seguido de teste de Bonferroni 

para comparação iDC+37i vs iDC). p<0,05. 

 

 Em nossa abordagem experimental, utilizamos a molécula HLA-DR como 

marcador de APC, função que a DC desempenha muito bem. Tivemos interesse 

A 

B 

iDC iDC+37i iDC+43i mDC mDC+37i mDC+43i
0

10

20

30

40

50



 76 

também em investigar outros marcadores associados à apresentação de antígenos, 

como as moléculas CD1. Apesar das moléculas CD1 terem sido as primeiras a serem 

descritas no sistema de nomenclatura de CDs em 1982, ainda se sabe pouco sobre os 

seus papéis funcionais. Essas moléculas foram identificadas como uma família de 

moléculas MHC-não clássicas associadas à apresentação antigênica, tendo 

considerável homologia estrutural com moléculas de MHC de classe I e II, e estão 

envolvidas na ativação e regulação de respostas de linfócitos T a lipídios e 

glicolipídios microbianos (COVENTRY e HEINZEL, 2004; MOODY et al., 2005; 

BURDIN e KRONENBERG, 1999; PORCELLI e MODLIN, 1999). 

 Em humanos, 4 proteinas CD1 (CD1a-d) foram identificadas, enquanto que 

em camundongos somente CD1d foi identificada até o momento (BANCHEREAU et 

al., 2000; COVENTRY e HEINZEL, 2004). CD1a é expressa predominantemente por 

DCs e por poucos outros tipos celulares. A densidade de DCs CD1a
+
 tem sido 

diretamente associada com resultado clínico em vários tumores. Este fato é intrigante 

e sugere uma possível associação entre expressão de CD1a e a capacidade para 

apresentação de moléculas associadas a tumores. Também levanta a possibilidade de 

inibição específica da expressão de CD1a por fatores derivados de tumores como 

mecanismo potencial para a incompetência da resposta imune antitumoral 

(COVENTRY e HEINZEL, 2004; BRIGL e BRENNER, 2004; MOODY et al., 

2005). Tanto lipídios endógenos quanto exógenos podem ser apresentados por esta 

via, que pode contribuir não só para as respostas antitumorais como também para as 

respostas auto-imunes e contra transplantes. 

Neste contexto, avaliamos a expressão de CD1a nas diferentes coculturas 

autólogas e alogênicas, representadas na figura 11, onde podemos observar que não há 

diferenças significantes na porcentagem de expressão de CD1a nos diferentes grupos 

de DCs estudados, tanto de coculturas de DCs com CNAs autólogas quanto com 

CNAs alogênicas. Entretanto, quando analisamos a intensidade de fluorescência 

(MFI) das células avaliadas, observamos que houve um aumento na MFI somente no 

grupo de iDCs tratadas com APO autólogas, em relação a iDCs, indicando que a 

remoção de células apoptóticas na cultura, feita principalmente por células CD14
+ 

e 

por DCs imaturas, pode ter alguma relação com o aumento da expressão de CD1a. 

Nos outros grupos não houve diferenças signifcantes, em relação ao controle. 
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Sobre os dados de coculturas de DCs com APO e HAPO alogênicas não 

podemos tirar maiores conclusões porque o tamanho amostral é muito pequeno, 

embora o padrão de intensidade de fluorescência de CD1a seja semelhante ao de DCs 

cultivadas com APO e HAPO autólogas. 

É interessante observar que estes dados foram confirmados em experimentos 

realizados na Alemanha (dados em anexo). Na ocasião, observamos diminuição da 

população CD1a
+
 e aumento da população CD1a

-
, embora não houvesse perda total da 

expressão deste marcador,
 
à medida em que as células foram tratadas com coquetel de 

citocinas para maturação (JONULEIT et al., 2001; FEUERSTEIN et al., 2000), 

utilizado em protocolos de vacinação de pacientes com carcinoma renal e melanoma. 

Outros dados da literatura também parecem indicar diminuição da população 

CD1a
+
 quando tratadas com LPS, mas os resultados variam dependendo da espécie de 

bactéria utilizada. Embora se pudesse pensar que células maturadas com 

lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano aumentassem a expressão de CD1a pelas DCs, 

pela própria natureza lipídica do LPS, o oposto foi observado (dados em anexo; 

HOREWICZ et al., 2008, manuscrito em preparação). Assim, a ativação com LPS 

diminuiu a expressão de CD1a, aumentando a maturação das DCs in vitro, de maneira 

semelhante aos nossos dados. 

Estudos recentes (MOLENKAMP et al., 2005) relataram aumento de 

migração preferencial de células CD1a
+
 maduras (com expressão menor de CD1a que 

as imaturas) para os linfonodos de pacientes com melanoma, correlacionado com 

aumento de expressão de CCR7, semelhante aos nossos dados de expressão de CCR7 

(Figura 1). Enquanto isso, MIRANDA et al.. (2007) demonstraram que DCs CD1a
+
 se 

acumulam no local das lesões provocadas por Mycobacterium leprae na derme e 

epiderme. Estes trabalhos sugerem que células CD1a
+
 podem ter destinos, funções e 

respostas diferentes, dependendo da fonte do estímulo lipídico, se próprios, no caso 

do melanoma, ou não-próprios, como no caso do M. leprae e outras micobactérias. 

É interessante ressaltar que a molécula CD1a está relacionada a apresentação 

de antígenos lipídicos, tendo homologia funcional com as moléculas do complexo 

MHC, que apresentam antígenos peptídicos para linfócitos T; e estrutural por 

compartilhar a cadeia β2-microglobulina, que é codificada por um gene não 

relacionado ao MHC e, portanto, é não-polimórfica. Esta é uma das principais 

características que diferem a molécula CD1a das moléculas do MHC. As moléculas 
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do complexo gênico do MHC são altamente polimórficas, característica que está 

relacionada à própria sobrevivência da espécie humana, uma vez que diferentes 

haplótipos de MHC estão mais ou menos relacionados a suceptibilidade ou resistência 

a diversas doenças auto-imunes, infecciosas e, mais recentemente, determinados tipos 

de câncer (WALKER et al., 2002; ROBBINS et al., 2003; CASTELLI et al., 2008). 

De modo contrastante com essa idéia, as moléculas da família CD1 de maneira 

geral apresentam reduzida variabilidade, o que talvez possa refletir a menor variação 

de moléculas lipídicas, comparando-se a variedade de proteínas e peptídeos que 

podem ser gerados e associados a moléculas do MHC. Se por um lado, seria possível 

imaginar que as variações individuais observadas no fenótipo de membrana de 

diferentes indivíduos fossem devidas a esses polimorfismos, e portanto, refletindo 

alterações genéticas, o que se observa é que, diferente das moléculas do MHC que 

conferem resistência ou susceptibilidade a determinadas doenças, as moléculas da 

família CD1a apresentam baixa freqüência de polimorfismos nas populações 

estudadas (MOODY et al., 2005). 

Nossa hipótese é apoiada pela visão recente de Moody et al.. (2005). Por causa 

de crescentes evidências de que as proteínas CD1 estão envolvidas no resultado de 

doenças infecciosoas e auto-imunes, energia considerável tem sido devotada para o 

entendimento das funções precisas da regulação imune restrita a CD1. A maiorida dos 

modelos propõe que linfócitos T CD1-restritos, especialmente células NKT CD1-d 

restritas atuem como “guardiões” durante os estágios iniciais da resposta imune, 

controlando a subsequente maturação das DCs, a ativação de células NK e a 

polarização restrita ao MHC (MOODY et al.., 2005). Em contraste, a literatura sobre 

linfócitos T CD1a-restritos é escassa. 

Moody et al.. (2005) propõem um modelo em que há um aparecimento de 

proteínas do grupo 1 de CD1, depois do grupo 2 e depois as proteínas de MHC de 

classe II sobre as DCs. CD1d é expresso constitutivamente sobre precursores de 

monócitos, mas essa expressão é influenciada por estímulos locais. Em contraste, a 

transição de monócitos para DCs imaturas envolve uma mudança “nada-para-tudo” na 

expressão de CD1 do grupo 1 na superfície. Enquanto a expressão de MHC de classe 

II na superfície é substancialmente regulada pelo tráfego redirecionado de proteínas 

preformadas para a superfície celular, a expressão de proteínas do grupo 1 ocorre 

através de nova tradução. Este modelo idealizado e a maioria dos modelos de cinética 
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de expressão baseiam-se na ativação com altas doses de GM-CSF e IL-4, mas outros 

estudos investigaram que estímulos mais fracos, mas naturais, podem regular a função 

de CD1 in vivo. Já a capacidade de DCs ativarem linfócitos T restritos a MHC de 

classe II é regulada por transições funcionais envolvendo captura do antígeno bem 

como a presença de moléculas co-estimuladoras (BANCHEREAU et al., 2000; 

STEINMAN et al., 2003; MELLMAN et al., 2005). 

 

5.7 Efeitos linfoestimulador e linfoinibidor de DCs 

 

5.7.1 DCs estimuladas com APO ou HAPO autólogas na relação 1:10 e 

reestimuladas com linfócitos autólogos viáveis na relação 1:5 

 

Nesse sentido, o nosso próximo objetivo foi verificar se as DCs geradas de 

diferentes maneiras, na presença ou ausência de APO ou HAPO autólogas seriam 

capazes de modular a resposta proliferativa de linfócitos T autólogos. 

 

 

Fig. 14. Histogramas representativos de MLR autólogas. DCs foram estimuladas com APO ou 

HAPO por 48h, irradiadas por 1250 rads e estimuladas com linfócitos autólogos. 

(ANOVA para Medidas Repetidas, seguido de Teste de Dunett para comparações 

múltiplas). p<0,01, p<0,05. 

 

Como mostra a figura 12, DCs não tratadas com TNF mas tratadas com APO 

(iDCs+APO) não induzem aumento do índice de proliferação de linfócitos T 

autólogos na relação 1:5. Na verdade, o que parece ocorrer é uma inibição dessa 

resposta, comparada ao controle. Já o grupo iDC tratadas com HAPO induzem 
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resposta semelhante ao grupo mDC. Estes dados parecem apresentar uma correlação 

inversa com as médias de intensidade de fluorescência de CD1a apresentadas na 

figura 11, indicando talvez que antígenos lipídicos de células apoptóticas estão sendo 

apresentados para linfócitos T e tendo participação ativa no mecanismo de inibição da 

resposta proliferativa apresentada. 

Em relação a DCs tratadas com TNF, há significância estatística apenas para 

os grupos mDC e mDC+HAPO, o que também correlaciona com os menores níveis de 

CD1a, em relação ao controle iDC. Mesmo não tendo significância estatística, 

observa-se uma tendência para o grupo mDC+APO, comparado ao seu respectivo 

controle, mDC, de ter um perfil de resposta semelhante ao de iDC+APO comparado 

ao seu controle respectivo, iDC. Este resultado parece ser uma evidência indireta de 

que, mesmo durante o processo de maturação com TNF, antígenos lipídicos 

provenientes de células apoptóticas, apresentados por CD1a para linfócitos T, são 

capazes de mediar a inibição de proliferação desses linfócitos T, comparada à 

proliferação induzida por DCs tratadas com TNF, embora essa inibição seja menor 

que a induzida pelo tratamento de iDC com APO na ausência de TNF. Além disso, as 

médias dos índices de proliferação dos diferentes grupos sugerem que a capacidade 

proliferativa de linfócitos T induzida por mDC+APO seja intermediária a de ambos os 

controles, iDC e mDC. 

Por outro lado, tanto iDCs quanto mDCs tratadas com HAPO apresentaram 

médias de índices de proliferação próximos aos de mDC, indicando que iDCs não 

tratadas com TNF sofrem maturação na presença de HAPO e essa resposta parece 

correlacionar com o aumento de CD86 observado nos grupos de células mDC e 

mDC+HAPO. Esses dados parecem confirmar também a nossa hipótese de que 

células estressadas por calor, liberando DAMPS como fatores solúveis ou através de 

interação de superfície com as DCs ou outras células em cultura são capazes de 

induzir a maturação das DCs. 

É importante ressaltar que tínhamos observado apenas um pequeno aumento 

na expressão de HLA-DR (MFI) ou de células expressando HLA-DR (%) quando 

tratadas com TNF, uma vez que as DCs apresentam este marcador constitutivamente, 

o que foi confirmado em nossos experimentos (Figura 1 e Anexos). Dessa forma, 

como sugerido também por MOODY et al.. (2005), a densidade de superfície de 

MHC de classe II nem sempre correlaciona com a habilidade de primar linfócitos T. 
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A aquisição de propriedades ativadoras de linfócitos T ocorre cedo na diferenciação 

das DCs, e para a expressão de CD1 do grupo 1, pode correlacionar no tempo com o 

primeiro aparecimento destas proteínas na superfície (MOODY et al., 2005), como 

demonstramos para o aparecimento de CD1a na superfície das DCs na presença de 

células apoptóticas. 

 

5.7.2 DCs estimuladas com APO ou HAPO autólogas na relação 1:10 e 

reestimuladas com linfócitos alogênicos viáveis na relação 1:30 

 

Avaliamos em seguida, a capacidade linfoestimuladora ou linfoinibidora 

alogênica das DCs geradas de diferentes maneiras, na presença ou ausência de APO 

ou HAPO autólogas. Foram feitas padronizações com várias relações (1:2, 1:5, 1:10, 

1:20, 1:30, 1:60). Diferente das MLRs autólogas, a melhor relação em que se 

observou reprodutibilidade dos resultados foi utilizando a relação 1(DC):30(linfócitos 

T). 

Como observado na figura 15 a seguir, houve aumento significante do índice 

de proliferação de linfócitos cocultivados com DCs somente no grupo mDCs+43i 

(mDC+Alo), embora todos os índices observados fossem maiores que os observados 

nas coculturas autólogas de 7 dias. Em um experimento representado na figura 15, 

houve aumento de proliferação em todos os grupos em relação a iDC, embora estes 

dados não se repetissem nos outros indivíduos analisados. Estes dados sugerem que o 

comportamento de linfócitos alogênicos seja diferente ao de linfócitos autólogos na 

cocultura com DCs, o que poderia ter implicações importantes numa resposta 

alogênica in vivo. 
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Fig. 15. Histogramas representativos de MLR alogênicas. DCs foram estimuladas com APO ou 

HAPO por 48h, irradiadas por 1250 rads e estimuladas com linfócitos autólogos. de 

células CD1a
+
 presentes na região R1 de análise por citometria de fluxo de culturas de 7 

dias de iDCs e mDCs e respectivas co-culturas com APO ou HAPO autólogas ou 

alogênicas. (ANOVA para Medidas Repetidas, seguido de Teste de Dunett para 

comparações múltiplas). p<0,01,  p<0,05. 
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5.8 Presença de IL-12p70 no sobrenadante das culturas de DCs com diferentes 

estímulos. 
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Fig. 16. Gráfico de dispersão individual da produção de IL-12p70 no sobrenadante de células 

dendríticas derivadas in vitro de monócitos de doadores saudáveis na presença de 37i ou 

43i autólogas por 48h (ANOVA para Medidas Repetidas, seguido de Teste de Dunett 

para comparações múltiplas vs iDC). p<0,01, p<0,05. 

 

5.9 Presença de IL-10 no sobrenadante das culturas de DCs com diferentes 

estímulos. 

 

iDC iDC+37i iDC+43i mDC mDC+37i mDC+43i
0

100

200

300

*

*p
g

/m
L

 

 

Fig. 17. Gráfico de dispersão individual da produção de IL-10 no sobrenadante de células 

dendríticas derivadas in vitro de monócitos de doadores saudáveis na presença de 37i ou 

43i autólogas por 48h (ANOVA para Medidas Repetidas, seguido de Teste de Dunett 

para comparações múltiplas vs iDC). p<0,01 vs iDC ou vs mDC. 

 

O nosso próximo objetivo foi analisar se as DCs poderiam ser moduladas 

diferentemente nas coculturas com 37i ou 43i, através da produção de citocinas 

moduladoras, como a IL-10 ou pró-inflamatórias, como a IL-12. Como se pode 

observar na figura 16, houve um aumento significante da produção de IL-12p70 no 

grupo de mDCs+HAPO, havendo uma tendência para presença dessa citocina no 

grupo mDC+APO, que no entanto, não se revelou estatisticamente significante. Em 
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contraste, quando se analisou o sobrenadante das mesmas culturas para a presença de 

IL-10, observou-se que houve predominância dessa citocina nos grupos não tratados 

com TNF ou tratados somente com TNF, sugerindo uma correlação inversa com os 

níveis de IL-12p70 presentes no sobrenadante dessas coculturas. É interessante notar 

que os níveis significantemente elevados de IL-10 no grupo iDC+37i 

correlacionaram-se com os níveis aumentados de CD1a e baixos níveis de IL-12p70. 

Em conjunto, os resultados de expressão de moléculas de superfície e de 

produção de citocinas são uma evidência indireta de que houve eliminação de células 

apoptóticas do meio, provavelmente por fagocitose. A menor expressão de CD14 nas 

diversas culturas de DCs apresentadas indica que a remoção dessas células 

apoptóticas pode ter ocorrido por mecanismos independentes da expressão de CD14. 

Como será discutido posteriormente, há vários receptores “scavenger” que poderiam 

estar envolvidos nesse processo. Os resultados sugerem também que, mesmo com 

uma taxa de apoptose das HAPO (<40%) menor do que APO (>80%), a quantidade de 

linfócitos apoptóticos acrescentados, em torno de 10%, não interferiu com a 

capacidade das iDCs de eliminarem essas células apoptóticas da cultura. 

Entretanto, quando as DCs foram tratadas com TNF-α, as células apoptóticas 

aquecidas presentes não foram capazes de impedir a produção de IL-12 no meio, 

sugerindo que o processo de fagocitose e eliminação destas células teria ficado 

prejudicado na presença de DCs maduras, uma vez que estas células têm menor 

capacidade fagocitária que as imaturas (BANCHEREAU et al., 2000; STEINMAN et 

al., 2003; MELLMAN et al., 2005). Sugerimos que esse efeito poderia ser 

correlacionado à própria alteração fenotípica e de membrana das CNAs aquecidas e 

irradiadas (Figuras 5, 6 e 7), o que faria com que elas fossem detectadas de maneira 

diferente das CNAs somente irradiadas. Entretanto, mesmo na presença de TNF, estas 

células apoptóticas pareceram capazes de modular a diferenciação de DCs induzindo 

proliferação dos linfócitos T, porém, induzindo liberação de níveis menores de IL-12 

que o grupo mDC+HAPO, o que parece correlacionar com os níveis de IL-10 

presentes nos sobrenadantes no 7º dia de cultura.  

Outra hipótese alternativa para explicar estes dados poderia ser simplesmente a 

quantidade de células apoptóticas presentes nesse grupo, equivalente a cerca de 50% 

das células apoptóticas presentes no grupo APO, indicando haver um limiar de 

fagocitose de células apoptóticas para que as DCs possam “decidir” se maturar em 
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resposta a estímulos pró-inflamatórios (TNF-α, ou outros liberados no meio pelas 

células aquecidas que eventualmente possam se romper) ou manter-se imaturas, pelo 

menos temporariamente, para continuar a função de limpeza do ambiente pela 

eliminação de células apoptóticas por fagocitose. Contribui para esta hipótese o fato 

de que detectamos TNF na cocultura iDCs+HAPO, não verificada nos grupos iDC ou 

iDC+APO, uma vez que nestes grupos não houve adição de TNF para maturação, 

enquanto que nos grupos em que adicionamos TNF, a presença desta citocina foi 

detectada (dados em Anexo). 

Não podemos descartar também a hipótese de que ambos os fatores, diferentes 

alterações fenotípicas de CNAs estressadas de diferentes maneiras e quantidades 

diferentes de células apoptóticas presentes nesses dois grupos, possam estar 

associados e tenham efeito sinérgico sobre a maturação das DCs. 

Os diferentes resultados mostrados (fenótipo de superfície, expressão de 

CCR7, indução de proliferação e secreção de citocinas) parecem indicar que DCs 

continuam apresentando características de maturação mesmo na presença de células 

apoptóticas, mas que essa maturação fornece características fenotípicas e funcionais 

diferentes dependendo do grupo em questão. Estes resultados refletem a 

heterogeneidade fenotípica das DCs, a diversidade de subpopulações presentes e a 

plasticidade das DCs de responder diferencialmente aos diversos estímulos no 

microambiente de cultura e, provavelmente, também no microambiente tecidual in 

vivo, como proposto e já bastante estabelecido na literatura para DCs humanas em 

modelos de infecção e câncer e respectivos protocolos imunoterapêuticos 

(BANCHEREAU et al., 2000; STEINMAN et al., 2003). Agora, mais recentemente, 

estes dados são reforçados cada vez mais claramente pelas evidências de que 

estruturas próprias alteradas podem influir na resposta imune, na ausência de um 

agente patogênico conhecido, como demonstramos aqui, e como relatado por Kono e 

Rock (2008). 

Como já mencionado e será melhor discutido adiante, defeitos na eliminação 

de células apoptóticas, sugeridos por nossos experimentos, já foram demonstrados por 

HUNDT et al., (2002), que estudaram pacientes com Síndrome Linfoproliferativa 

Auto-imune (ALPS). Esses defeitos, associados à nossa detecção de aumento na 

produção de IL-12, por sua vez associada à presença de DCs (NAKAMURA et al., 

2004), estão relacionados ao desencadeamento de doenças auto-imunes, como Lúpus 
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Eritematoso Sistêmico (LES; HERRMANN et al., 1998) e tireoidite auto-imune 

(NAKAMURA et al., 2004), e imunodeficiências, como ALPS. 

É possível que as moléculas CD1a estejam participando ativamente deste 

processo de regulação ou modulação, mas a baixa freqüência de polimorfismos desta 

molécula sugere que boa parte das variações observadas sejam moduladas pela 

variação ambiental, como por exemplo, pela composição dos lipídios da dieta 

individual, do soro ou do meio de cultura. 

Em resumo, nossos resultados sobre a correlação inversa de IL-10 com os 

outros parâmetros medidos, associados a dados de literatura sobre a alterações no 

fenótipo e na presença de linfócitos T reguladores (HUNDT et al., 2002; 

NAKAMURA et al., 2004), reforçam e apóiam a nossa proposta de desenvolvimento 

de um modelo de auto-imunidade humana in vitro. 
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6 DISCUSSÃO GERAL 

 

O objetivo deste trabalho foi, inicialmente, avaliar a cinética de apoptose de 

linfócitos induzida por irradiação; o efeito do pré-aquecimento desses linfócitos sobre 

a apoptose induzida pela irradiação e em, seguida, o efeito das diferentes 

subpopulações celulares obtidas sobre os processos de diferenciação e maturação de 

células dendríticas derivadas in vitro de monócitos do sangue periférico de doadores 

saudáveis. 

Resumidamente, observamos que, após análise dos resultados de ensaio de 

incorporação de PI, realizado 0, 24 e 48h após irradiação de linfócitos em fonte de 

137
Cs, os linfócitos apresentaram uma porcentagem média de apoptose acima de 80%, 

e ao contrário do que esperávamos, quando estes linfócitos foram pré-aquecidos in 

vitro na temperatura de 43ºC, apresentaram uma redução na porcentagem de apoptose 

observada, cuja média (39,3%+/-19,8, figura 4) ainda permaneceu maior do que a 

observada nos controles (11,6+/-3,3), após o período de 48h. Estes resultados foram 

validados e confirmados por experimentos realizados nos laboratórios do 

Departamento de Dermatologia do Hospital Charité da Universidade Humboldt 

(Berlim, Alemanha), pela marcação intracelular com caspase-3 (dados em anexo). 

Esta é uma enzima importante nos eventos iniciais de desencadeamento da cascata de 

apoptose e, sua presença pôde ser correlacionada com a marcação de PI utilizada em 

nossa metodologia. Consideramos assim, nossas células em estágio inicial de 

apoptose após 48h de irradiação in vitro. 

Assim, podemos concluir, em relação aos experimentos sobre a cinética de 

apoptose, que a metodologia escolhida foi útil para detectar apoptose, como avaliado 

também por Nicoletti et al., 1991; Gorczyca et al., 1997; Mirakian et al., 2002, 

Darzynkiewicz e Huang, 2004; Franz et al., 2007, Schiller et al., 2008. Nosso 

trabalho, entretanto, é o único, ao nosso conhecimento, pelo fato de ter sido o 

primeiro a avaliar o efeito da irradiação γ ionizante de origem em fonte 
137

Cs sobre 

linfócitos do sangue periférico humano, enquanto que a maioria dos trabalhos citados 

avaliou os efeitos da radiação ionizante ultravioleta (UVA e UVB) (SCHILER et al., 

2008) ou radiação X sobre linfócitos (FRANZ et al., 2007), neutrófilos (FRANZ et 

al., 2007), timócitos (NICOLETTI et al., 1991), tireócitos (MIRAKIAN et al., 2002) 

ou células de animais (MASSÉ et al., 2004). 



 88 

As alterações celulares provocadas pela irradiação e os mecanismos 

responsáveis são descritos a seguir. Seja direta ou indireta, a interação entre a 

radiação ionizante e o DNA provoca perda de bases e danos a essas moléculas, quebra 

em um ou ambos os esqueletos de pentose-fosfato da hélice do DNA, dentre outros 

mecanismos. A radiação ionizante também interage com outras estruturas celulares, 

em geral interferindo em vias metabólicas de lipídeos e proteínas, prejudicando 

seriamente a célula. Um exemplo ocorre na membrana plasmática: a radiação 

ionizante ativa a enzima esfingomielinase, que como o nome sugere, provoca a quebra 

do lipídio esfingomielina de membrana de neurônios, sendo portanto, um importante 

mensageiro de estresse e que promove a morte celular (MONTENEGRO e FRANCO, 

1999; ROBBINS et al., 2003; MARIN et al., 2007). 

Os danos causados no nível molecular alertam a célula para ativar sua 

maquinaria de reparo, uma vez que essas alterações podem comprometer seu 

funcionamento normal e a integridade do organismo. Em resposta imediata à 

radiação, a célula, portanto, escolhe um dentre três destinos. Dependendo do tipo de 

célula, do seu estado, do nível de dano e das condições do meio ela pode: (1) 

interromper temporariamente o ciclo celular para tentar reparar os danos; (2) 

interrompê-lo definitivamente sem, no entanto, morrer; ou (3) entrar em apoptose 

(MARIN et al., 2007). 

Logo após a incidência de radiação, há células que entram em apoptose 

imediata. No caso de células de tecidos normais, isso ocorre com timócitos, 

esplenócitos, progenitores hematopoiéticos, células do folículo capilar e células da 

parede do intestino delgado. Outro grupo de células opta por interromper 

temporariamente o ciclo celular, com o intuito de reparar os danos moleculares. Caso 

essa tentativa seja bem sucedida, a célula volta a funcionar normalmente. Caso o dano 

seja irreparável, a célula pode tanto (1) ficar com o ciclo celular permanentemente 

interrompido (ou seja, ela não se divide mais) ou (2) tentar dividir-se mesmo com os 

danos. Nessa tentativa de divisão, quando os danos irreparáveis não são letais, a célula 

continua a multiplicar-se, acumulando mutações, o que aumenta o risco de 

desenvolvimento de câncer. Já quando os danos são muito graves, a célula realiza 

uma mitose mal-sucedida, entra em catástrofe mitótica e morre. Ainda quando está 

com o ciclo celular temporariamente interrompido e o dano é irreparável e letal, a 
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célula pode entrar em apoptose, mas não se sabe ao certo se isso pode ocorrer sem que 

haja uma divisão (MARIN et al., 2007). 

Em meio a todas essas decisões que a célula pode tomar, muitos mecanismos 

de resposta ao estresse genotóxico são ativados. Uma molécula-chave, que participa 

de grande parte dessas vias de resposta, é a proteína p53. A participação da p53 

começa quando os danos no DNA induzidos pela radiação ionizante ativam uma série 

de proteínas quinases, que, por sua vez, fosforilam, ativam e acumulam a p53. Após a 

incidência de radiação, a p53 é quem direciona a célula para os diferentes caminhos 

mencionados acima. Quando expostas à radiação ionizante, células hematopoiéticas e 

embrionárias quase sempre respondem com apoptose. Por outro lado, os fibroblastos, 

mesmo quando as doses de radiação são muito altas, quase sempre respondem com a 

interrupção do ciclo celular (MARIN et al., 2007). 

O sucesso do reparo depende de alguns fatores, somados com a influência da 

p53 para a interrupção do ciclo celular, mencionada no item anterior. Um dos mais 

importantes é o estágio do ciclo celular em que a célula se encontra no momento que é 

irradiada. A mitose é o período em que as células estão mais sensíveis. Isso porque, 

nesse momento, a cromatina está mais sujeita a um grande estresse de torção e quase 

não há chance de reparo do DNA (até que as cromátides se separem na anáfase). O 

momento de máxima resistência à radiação varia de acordo com o tipo celular, mas 

em geral é na fase S da interfase. Isso ocorre, provavelmente, porque o reparo do 

DNA acontece, de maneira geral, quando a maquinaria de replicação do DNA está 

ativa (MARIN et al., 2007). 

Além da fase do ciclo celular em que a célula se encontra, o sucesso de 

reparação das lesões do DNA depende também, do grau do dano, do tipo celular, de 

se a célula terá tempo suficiente para garantir um reparo efetivo e da taxa de 

proliferação. Por exemplo, quebras cromossomais irreparáveis que seriam letais para 

células em constante divisão seriam toleráveis para as células que não se dividem por 

longos períodos, como os neurônios Ainda não está muito claro se a decisão de 

interromper o ciclo celular, provocada pela incidência de radiação, é tomada 

imediatamente após a danificação do DNA (ou seja, juntamente com a decisão por 

apoptose) ou depois de várias tentativas de reparo frustradas (MARIN et al., 2007). 

Em outros estudos, pesquisadores começaram a perceber que células tumorais 

tratadas com quimioterapia e radioterapia sofriam apoptose mediada pela p53 apenas 
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quando as células dos tecidos de origem normalmente já eram susceptíveis à esse tipo 

de apoptose. Isso é o caso de tecidos hematopoiéticos e tecidos reprodutivos (MARIN 

et al., 2007). 

Então, tendo em vista todos esses resultados, pesquisadores concluíram que a 

apoptose pode ser um fator importante para a susceptibilidade dos tumores em 

estágios iniciais, mas que tem um papel muito pequeno para a maioria dos tumores 

quanto à sensibilidade ao tratamento - já que durante o desenvolvimento, as células 

perdem seus mecanismos pró-apoptóticos. As células que não são sensíveis à 

apoptose, serão selecionadas, uma vez que as que fazem a apoptose serão eliminadas 

por esse processo (MARIN et al., 2007; CHEN et al., 2007; ROCK e KONO, 2008). 

Quando o tratamento é baseado na emissão de doses fracionadas de radiação 

ionizante, ele explora todas essas diferenças de controle do metabolismo entre as 

células normais e cancerosas do corpo do paciente. Sob essas condições, o dano de 

cada uma das doses é relativamente baixo para as células normais, uma vez que é 

potencialmente curável pelo seu sistema de reparo. Na nossa abordagem 

experimental, não observamos situações características de câncer, por exemplo, 

células CD4
+
CD8

+
 que são comuns em alguns tipos de linfomas, porque a presença de 

DCs parece ter sido suficiente para eliminar células com esse fenótipo (<2%, Fig. 8) 

eventualmente apoptóticas ou com mecanismo de reparo desregulado. Já as células 

cancerosas, que não possuem esse mecanismo de reparo em bom funcionamento, 

ficam susceptíveis à morte mitótica. É nesse princípio que se baseia a maioria dos 

tratamentos com radioterapia anticâncer, que envolvem múltiplas doses fracionadas 

com 24 horas de intervalo entre elas (MARIN et al., 2007). 

Já está bem estabelecido que a eliminação de células apoptóticas e debris 

celulares provenientes de células tumorais, células infectadas, ou ainda, por células 

irradiadas; por fagócitos representa um meio evolutivamente conservado de prevenir a 

exposição do tecido circundante aos conteúdos celulares potencialmente citotóxicos, 

imunogênicos ou inflamatórios. A resolução da inflamação depende não só da 

remoção efetiva de células apoptóticas bem como da supressão ativa da produção de 

mediadores inflamatórios (HERRMANN et al., 1998; ROCK e KONO, 2008). Estes e 

vários outros dados da literatura corroboram a nossa hipótese a partir dos dados em 

que detectamos produção de IL-10 e supressão ativa da produção de IL-12, que foram 

correlacionados com expressão de CD1a e inibição de proliferação nas culturas de 
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DCs com células apoptóticas. Nossos dados sugerem que as APO foram eliminadas 

de maneira eficiente, mesmo que parcial, pelos processos de reparo feito por iDCs.  

Por outro lado, aberrações nestes mecanismos estão associadas com condições 

inflamatórias crônicas e doenças auto-imunes. Estudos em modelos animais tem 

começado a investigar algumas moléculas importantes na eliminação de material 

potencialmente antigênico da circulação, como DNAse I (NAPIREI et al., 2000), 

componente amilóide sérico P (SAP) (BICKERSTAFF et al., 1999) e proteína C-

reativa (CRP, DU CLOS et al., 1994). Neste contexto, já foi relatada a fagocitose 

prejudicada de células apoptóticas por macrófagos no lúpus eritematoso sitêmico 

humano (LES) (HERRMANN et al., 1998). Essa eliminação prejudicada de células 

apoptóticas, resultando num acúmulo de células em estágio tardio de apoptose ou 

necrose secundária, incluindo oligossomos e debris celulares, poderiam levar a uma 

ativação de linfócitos T autorreativos (VOLL et al., 1997). 

O processo de remoção de células é executado por uma ampla variedade de 

tipos celulares e envolve múltiplos receptores, incluindo receptores “scavenger”, 

receptores de lipoproteínas de baixa densidade oxidadas (ox-LDL), CD14, CD68, 

CD36, receptor de vitronectina, receptores de complemento, e receptor de 

fosfatidilserina (PSR), que interage com seus ligantes, como a fosfatidilserina (PS), 

expressa em células apoptóticas (SAVILL e FADOK, 2000). 

Neste contexto, as células que estão passando pelo processo de apoptose, em 

uma fase inicial, expõem o lipídio fosfatidilserina (PS), em sua face externa e são 

opsonizadas por vários ligantes de PS que medeiam a captação dessas células 

“marcadas” para fagocitose pela interação com receptores de fagócitos através de suas 

integrinas e outros receptores “scavenger” (MAITI et al., 2008, FRANZ et al., 2007). 

Este processo de eliminação suprime as respostas inflamatórias e as reações imunes. 

Se as células apoptóticas escapam da eliminação imediata, elas começam a 

formar pequenas protuberâncias (“blebs”), que eventualmente evoluem para 

corpúsculos apoptóticos e concomitantemente reduzem o volume celular. As células 

encolhidas ligam-se a ligantes adicionais como C1q ou outras proteínas adaptadoras, 

que medeiam uma segunda onda de eliminação para estas células que escaparam da 

fagocitose dependente de PS e ajudam a evitar a entrada de células apoptóticas em 

necrose secundária (BASU et al., 2000; SOMERSAN et al., 2001; FRANZ et al., 

2007). 
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As opsoninas ligadas às células apoptóticas são então reconhecidas por 

receptores de fagócitos como FcγRIIA, C1qR, CR1, CD91 e calreticulina. Células que 

morrem após grave impacto e células apoptóticas que não são eliminadas 

imediatamente sofrem necrose primária e secundária, respectivamente. Em contraste à 

apoptose, a necrose, especialmente a necrose primária, é pro-inflamatória e 

consequentemente, imunoestimuladora (FRANZ et al., 2007). 

Nosso modelo parece apontar para tipos de morte celular modulando 

diferencialmente o reconhecimento por DCs, levando a ativação ou modulação destas 

células. Assim, como as maneiras de se induzir apoptose também variam, seja pela 

indução de estresse por calor ou irradiação ou ambos, elas podem provocar a 

expressão de diferentes padrões moleculares nos corpos apoptóticos, padrões esses 

referidos como DAMPS por Kono e Rock (2008), em contraposição aos PAMPS de 

Janeway (1992), já citados. No modelo de Matzinger (1994), o evento crucial que 

controla o início de uma resposta imune não é infecção, mas a produção de sinais de 

perigo (DAMPS) de células estressadas, danificadas e∕ou em processo de morte no 

tecido local. Assim, a presença de DAMPs ou PAMPS seriam as responsáveis pela 

ativação das DCs em nosso modelo, com aumento da produção de IL-12 e inibição de 

IL-10, fatores correlacionados com indução de linfoproliferação. 

Já foi relatado um acúmulo de DCs e macrófagos infiltrantes na tireóide de 

pacientes com tireoidite auto-imune (NAKAMURA et al., 2004). Entretanto, os 

autores não discutem o fenótipo destas DCs, se imaturas ou maduras. A presença de 

macrófagos sugere a imaturidade das células presentes. Entretanto, há uma 

enormidade de trabalhos que associam a presença de DCs a doenças auto-imunes 

(TRINCHIERI et al., 1995; VOLL et al., 1997; MANOUSSAKIS et al., 2007). 

Os nossos dados em que observamos um pequeno aumento da população CD4
-

CD8
-
 (Tabela 3 e Figuras 7 e 8) 48h após irradiação das CNAs em nosso modelo de 

estresse celular in vitro, se tornam particularmente interessantes quando se observa na 

literatura relatos de acúmulos de populações de linfócitos T duplo-negativos para 

CD4 e CD8 presentes no sangue periférico de pacientes portadores de Síndrome 

Auto-imune Linfoproliferativa (ALPS), aos quais está associada também uma 

deficiência na eliminação de células apoptóticas (Apud HUNDT et al., 2002). Já foi 

relatada também presença de populações de linfócitos CD4
+
CD8

+/dim
 no sítio tumoral 

de pacientes com síndrome de Sézary, um tipo raro de linfoma T (BAGOT et al., 
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1998), e de macrófagos/DCs CD4
+
CD8

+/dim
. No nosso modelo experimental, essas 

células estiveram presentes em baixa quantidade (<2%, fig. 8), mas sugerimos que, 

numa situação in vivo, em que as DCs sejam moduladas positivamente de forma que 

não tenham mais a capacidade de fagocitose, a eliminação desses linfócitos ficaria 

prejudicada, favorecendo a ocorrência de auto-imunidade ou o aparecimento de 

linfomas.  

Em ambos os casos, a presença destes subtipos populacionais de linfócitos T 

aparentemente anormais, com fenótipo imaturo ou alterado, no sangue periférico de 

pacientes, indicam alterações no processo de regulação desses linfócitos T, seja por 

falha nos sistemas de eliminação durante o processo de seleção negativa no timo dos 

pacientes, no caso de pacientes com doenças auto-imunes ou imunodeficiências, no 

primeiro caso (HUNDT et al., 2002) ou linfomas (BAGOT et al., 1998). Dessa forma, 

essas alterações poderiam refletir um defeito in vivo nos processos de tolerância 

central, no primeiro caso; ou por interação de linfócitos T com o ambiente tumoral, no 

segundo caso (BAGOT et al., 1998), refletindo deficiências nos mecanismos de 

tolerância periférica. É interessante observar que neste estudo (BAGOT et al., 1998), 

os linfócitos T CD4
+
 e CD4

+
CD8

+
 presentes no infiltrado cutâneo tumoral 

apresentaram também atividade citotóxica restrita à classe I do MHC, em contraste ao 

relatado na maioria dos trabalhos, em que a atividade citotóxica é restrita a MHC de 

classe I a células CD8
+
 simples (BEVAN, 1976; ZINKERNAGEL e DOHERTY, 

1979; CRESSWELL, 1996; ; ZINKERNAGEL e DOHERTY, 1997; CRESSWELL et 

al., 1999; HEATH e CARBONE, 2001; ACKERMAN et al., 2005). 

Nakamura et al., (2004), por sua vez, utilizaram amostras de pacientes com 

tireoidite auto-imune, demonstrando que a maioria dos monócitos/DCs sanguíneos 

são somente CD4
+
, enquanto que nas biópsias de tireóide auto-imune, tanto na doença 

de Gravis quanto na tireoidite de Hashimoto, cerca de 60% dessas células 

mononucleares infiltrantes eram macrófagos/DCs, sem alteração na população CD8
+
 

simples. Estes dados indicam que, dependendo do tecido em que se encontram, 

células com mesmo fenótipo podem ter implicações e comportamentos diferentes, 

sugerindo que a interação dos linfócitos com o microambiente tecidual fora do timo, 

seja por interação com citocinas ou com outras células, como as tumorais, outros 

linfócitos ou com as próprias DCs, também é importante para o desenvolvimento de 

auto-reatividade ou tolerância periférica. 
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Mais do que isso, Manoussakis et al.. (2007) recentemente correlacionaram a 

presença de IL-12, avaliada por imunohistoquímica, em glândulas salivares de 

pacientes de Síndrome de Sjögren, com a presença de macrófagos/DCs, aumento da 

glândula e risco de desenvolvimento de linfoma, confirmando nossos achados em que 

houve aumento de IL-12 nas coculturas de DCs maduras com linfócitos irradiados ou 

aquecidos e irradiados (Figura 20), e a possível presença de linfócitos CD4
+
CD8

+
 nas 

culturas de CNAs aquecidas e irradiadas (Figura 7). 

Assim, nossos resultados sobre a alteração fenotípica e funcional de linfócitos 

in vitro poderiam fornecer uma explicação mecanística para doenças auto-imunes em 

que há um defeito na eliminação de células apoptóticas ou funcionalmente 

desreguladas. O favorecimento da maturação das DCs nesse caso, nem sempre 

poderia ser benéfica ao hospedeiro, sendo desejável a modulação, por exemplo, com 

células apoptóticas, como a que realizamos em nossos experimentos, para a obtenção 

de uma resposta menos inflamatória e, numa situação in vivo, provavelmente menos 

deletéria, ocorrendo no sentido de restabelecer um equilíbrio homeostático, o que se 

deseja que ocorra em situações de transplante e doenças auto-imunes, por exemplo. 

No sentido de buscar uma explicação mecanística para os resultados obtidos, 

como já foi citado, procuramos detectar algumas citocinas que possuem importantes 

papéis na etiologia e patogênese de muitas doenças auto-imunes. A IL-12, por 

exemplo, sendo produzida primariamente por macrófagos e DCs, é uma citocina 

chave que liga as respostas imunes inatas às adaptativas, e também as respostas 

humorais às celulares de defesa imunológica do hospedeiro (TRINCHIERI et al., 

1995). Acredita-se que a captura de células apoptóticas por macrófagos, DCs e outros 

fagócitos suprima o desenvolvimento de respostas imunes através da liberação de IL-

10, TGF-β, PAF e PGE-2, e inibição da produção de TNF-α, GM-CSF, IL-12, IL-1β e 

IL-18 (VOLL et al., 1997). Nossos achados estão de acordo com esses dados, em que 

houve produção de IL-10 e inibição de IL-12p70 na cocultura com células 

apoptóticas. 

Entretanto, nossos resultados sugerem que esta inibição ocorra somente 

quando as DCs encontram-se num estado imaturo, uma vez que quando as DCs foram 

cocultivadas com HAPO simultaneamente à adição de TNF-α (portanto, consideradas 

maduras em nosso modelo), houve aumento significante na produção de IL-12p70, e 

também foi observada uma tendência para produção dessa citocina no grupo de mDCs 
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tratadas com células somente irradiadas. Desse modo, propomos que o nosso sistema 

utlizando DCs maduras cocultivadas com linfócitos T autólogos aquecidos e 

irradiados pode ser um importante modelo para estudo de doenças auto-imunes 

humanas in vitro, como já relatado por Trembleau et al. (1995a e 1995b) e Leonard et 

al. (1997) em camundongos, nos quais a citocina IL-12 foi uma importante mediadora 

de auto-imunidade induzida por linfócitos T. 

Especificamente, a administração de IL-12 exacerba os fenômenos auto-

imunes induzindo a diferenciação de linfócitos T autorreativos (LEONARD et al., 

1997), onde a ausência de IL-12p40 nos camundongos geneticamente deficientes ou 

tratados com anticorpo anti-IL12 interrompeu doenças em modelos experimentais de 

auto-imunidade, como a diabete dependente de insulina (IDDM) em camundongos 

NOD (ROTHE et al., 1997), encefalite alérgica experimental (EAE) (LEONARD et 

al., 1995), uveíte auto-imune experimental (EAU) (YOKOI et al., 1997) e artrite 

induzida por colágeno (CIA) (McINTYRE et al., 1996). Níveis aberrantes de IL-12 

são produzidos por macrófagos isolados de camundongos jovens susceptíveis a LES 

(MRL e NZB/W) (LIU e BELLER, 2002). Em pacientes humanos com SLE, níveis 

elevados de IL-12 (ou IL-12p40) e IL-18 são observados (WONG et al., 2000) e 

níveis séricos mais elevados de IL-12 estão correlacionados com febre, mas não com 

doenças renais (SPADARO et al., 2002). 

A modulação da resposta funcional induzida pelas DCs, verificada em nossas 

análises pelos ensaios de linfoproliferação autóloga e alogênica, parece estar 

correlacionada diretamente com a produção de citocinas detectadas em nossos 

ensaios, no 7º dia de cultura de DCs com os linfócitos estressados de diferentes 

maneiras. Assim, onde houve maior linfoproliferação, também foi detectado um 

aumento de IL-12p70 antes da realização do ensaio, sugerindo, de maneira 

semelhante ao demonstrado por Leonard et al. (1997), em seu modelo murino, que a 

presença de IL-12 é importante para a exacerbação da resposta de linfócitos T 

autorreativos. Propomos, com esses dados, que a citocina IL-12 seja utilizada como 

parâmetro de autorreatividade pela interação intercelular. Entretanto, os mecanismos 

intracelulares responsáveis pela aumento na produção e atuação da IL-12 ainda estão 

por ser elucidados. 

Nesse sentido, Kim et al.. (2004) verificaram elegantemente que a fagocitose 

de células apoptóticas por macrófagos inibiu a transcrição dos genes p35 e p40 de IL-
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12 e investigaram os mecanismos pelos quais a interação entre fagócitos e células 

apoptóticas tiveram impacto na expressão desses genes. Eles demonstraram que o 

contato celular com células apoptóticas foi suficiente para induzir profunda inibição 

na produção de IL-12 por macrófagos ativados. Os autores sugeriram ainda que o 

lipídio fosfatidilserina (PS) poderia mimetizar o efeito inibitório, que não envolveu 

ações parácrinas ou autócrinas de IL-10 ou TGF-β. Adicionalmente, eles relataram a 

identificação, purificação e clonagem de um novo fator nuclear dedo de zinco, 

chamado por eles de proteína ligadora de GC (GC-BP), que foi induzido em seguida à 

fagocitose de células apoptóticas por macrófagos ou por tratamento com PS. GC-BP 

inibiu seletivamente a transcrição do gene p35 de IL-12 ligando-se ao seu promotor in 

vivo e in vitro, diminuindo assim a produção de IL-12. O bloqueio de GC-BP por 

RNA de interferência restaurou a transcrição de IL-12p35 e a secreção de IL-12p70. 

Além disso, GC-BP sofreu significante autodesfosforilação de tirosina em resposta a 

células apoptóticas. 

Nos experimentos em que houve inibição da resposta proliferativa na presença 

de DCs tratadas com células apoptóticas, alguns mecanismos poderiam ser sugeridos, 

como a indução de morte de linfócitos pelas DCs, a geração de linfócitos T 

reguladores ou simplesmente a indução de anergia, todas formas reconhecidas como 

indutoras de tolerância ou DCs tolerogênicas (SHEVACH, 2002; STEINMAN et al.., 

2003; DAVIDSON et al.., 2007). Entretanto, mesmo nos grupos em que houve 

aumento de proliferação, embora não significativa, é possível especular que houvesse 

geração in vitro de linfócitos T reguladores, uma vez que nem todos os linfócitos 

proliferaram com a mesma intensidade, como se pôde verificar nos gráficos das 

figuras 14 e 15. Estes linfócitos reguladores são caracterizados pela expressão do fator 

de transcrição FOXP3 (FONTENOT et al.., 2003). 

As principais aplicações de FOXP3 na imunologia humana requerem o uso de 

reagentes marcados diretamente. Estes têm estado disponíveis comercialmente por um 

tempo limitado, e os usuários têm experimentado dificuldades em aplicá-los 

consistentemente, levando a variações interlaboratoriais nos resultados (ZOLLA et 

al., 2007). Bons reagentes estão agora disponíveis a partir de vários fornecedores, 

embora o uso cuidadoso dos protocolos ainda seja importante. No caso de FOXP3, a 

abordagem alternativa para identificar Tregs é a amplamente utilizada co-expressão 

de CD25 com CD4. Entretanto, a expressão de CD25 é induzida por vários estímulos 
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(ROBB et al., 1981) e é portanto, não restrita a Tregs. A expressão de CD25 detectada 

em linfócitos T não estimulados provenientes do sangue periférico varia com o 

protocolo de marcação e o anticorpo utilizado (ZOLA et al., 1989a; JACKSON et al., 

1990). CD127 apresenta sua expressão diminuída em Tregs (LIU et al., 2006; 

SEDDIKI et al., 2006), fornecendo um marcador para melhor identificação e 

isolamento de Treg (BANHAM, 2006). De maneira interessante, a citocina IL-7 

também tem sido descrita como um fator de sobrevivência para Tregs em um modelo 

murino (HARNAHA et al., 2006), o que torna a situação provavelmente mais 

complexa. 

 Considerando-se que a maioria dos tumores aparece na idade senil, quando há 

um acúmulo de lesões oxidativas causado por acúmulo de radicais livres nos meios 

intra- e -extracelular, nossos dados se juntam ao crescente número de trabalhos na 

literatura científica relacionados com o envelhecimento celular e imunossupressão 

sistêmica causada por tumores. Basta observar com atenção a extensa literatura sobre 

indivíduos que foram expostos à irradiação por tempo consideravelmente prolongado, 

ou a altas doses, como os indivíduos envolvidos no acidente com a cápsula de 
137

Cs, 

em Goiânia, Go (1987), os indivíduos no acidente radioativo de Chernobil ou os 

japoneses e descendentes que sofreram diretamente os efeitos nocivos da bomba de 

Hiroshima. 

Assim, cremos que com a irradiação in vitro conseguimos adiantar muitos dos 

processos ultramicroscópicos de envelhecimento celular, cujos efeitos seriam 

observados somente com o passar dos anos de vida, quando os efeitos seriam visíveis 

somente em nível macroscópico, o que dificultaria (e dificulta) nosso trabalho, pois 

nesse momento, poderia já ser tarde demais para uma tentativa de intervenção 

imunológica. 

O aumento de CD1a pelas DCs, observado em nossas condições de estresse 

por irradiação, faria com que as iDCs permanecessem mais tempo em seu estado 

imaturo, gerando uma maior quantidade ou funcionalidade de células reguladoras 

(linfócitos Treg CD4
+
CD25

+
), com conseqüente aumento de secreção de IL-10 no 

microambiente, que ajudariam a regular a resposta e os excessos prejudiciais de uma 

lesão oxidativa extensa. Entretanto, esse limite desconhecido a que nos referimos 

anteriormente pode ser tênue a ponto de alterar o padrão de resposta, uma vez 

superado. Com a conseqüente subversão da resposta, atingido esse limiar de ativação 
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e o aumento de maturação das DCs na presença de estímulos pró-inflamatórios, como 

as citocinas TNF-α e IL-12, concomitante à presença de outros sinais de perigo 

autólogos não infecciosos como os DAMPs, as DCs teriam impedido o aumento da 

expressão de CD1a em sua superfície, induzindo um padrão de resposta mais 

destrutivo que protetor. Em outras palavras, o padrão de resposta destrutivo seria 

interessante quando se pensa em uma célula infectada por qualquer espécie de 

patógeno, ou quando se tem uma célula tumoral, que também pode expor antígenos 

próprios, porém alterados. Nenhum dos dois casos é interessante para o restante do 

grupo de células. Entretanto, qual seria esse o limite? O que faz com que as células de 

um mesmo indivíduo expostas a suas próprias células, em um determinado momento 

são ignoradas, em outro momento passam a responder de forma destrutiva contra suas 

companheiras? 

Se estamos próximos ou longe de alcançar este limite desconhecido, não 

sabemos. Isso, contudo, não nos desanima. Sabemos, entretanto, que precisamos 

continuar investigando e procurando o “cálice sagrado” (The Holy Grail) se não para 

satisfazer nossa curiosidade científica, ao menos, interpretá-lo corretamente, e 

entendê-lo, de forma a contribuir num futuro, quiçá breve, para a diminuição do 

sofrimento humano. 

 Os modelos de doenças auto-imunes (Lúpus Eritematoso Sistêmico, tireoidite 

auto-imune), Imunodeficiências (ALPS) e câncer (Síndrome de Sézary ou linfoma T) 

aqui discutidos fornecem bases para o desenvolvimento de métodos para o estudo dos 

mecanismos envolvidos na etiopatogênese dessas doenças na ausência de um agente 

infeccioso conhecido. 

 Este trabalho parece apontar também para um mecanismo comum entre esses 

diversos tipos de doenças, o que pode suscitar mudanças ou no mínimo revisão de 

nossos “pré-conceitos” dogmáticos sobre a Fisiologia do Sistema Imune e 

Imunopatologia. 

 Os resultados deste trabalho poderiam fornecer também uma alternativa ao 

estudo de pacientes sem que haja comprometimento destes, em caso de dificuldade de 

retirada de sangue ou de timo de pacientes hospitalizados, por exemplo, abrindo 

novos horizontes para pesquisa e desenvolvimento de novas imunoterapias neste 

campo tão desafiador e instigante. 
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 Em relação aos mecanismos, ressaltamos e propomos que pode haver um 

mecanismo comum, até então desconhecido, de desregulação do sistema imune, 

particularmente dos linfócitos T, que poderia ser mediado por metabolismo oxidativo 

alterado ou em excesso (induzido por irradiação, por exemplo), e que simularia o 

acúmulo de radicais livres que acontece na senescência, quando o surgimento de 

tumores é favorecido na maior parte da população idosa. 

Há vários candidatos possíveis para esse mecanismo, mas todos, em maior ou 

menor grau, parecem envolver alterações no sistema de reparo, realizado 

principalmente pela proteína p53, de mutações e/ou outras alterações de DNA (como 

as induzidas com a metodologia que utilizamos). Concomitantemente às alterações no 

sistema de reparo de DNA, outras moléculas também poderiam estar sujeitas a 

deficiências no reparo subcelular. Lipídios de membrana plasmática, nuclear ou de 

retículo endoplasmático, por exemplo, podem sofrer peroxidação lipídica (alteração 

celular difícil de ser reparada e que pode levar à morte celular) com conseqüente 

exposição de conteúdo lipídico, como a fosfatidilserina, de forma anormal na 

membrana externa. O aumento de lipídios próprios na superfície de linfócitos 

apoptóticos, até um certo limite desconhecido, mas considerado homeostático, poderia 

sinalizar as células dendríticas imaturas para reconhecimento e fagocitose dessas 

células apoptóticas, favorecendo a manutenção da integridade do sistema. 

Se por um lado, a proteína p53 é considerada uma proteína “supressora” de 

tumores ou de reparo celular, podemos sugerir, pelos resultados apresentados, que as 

DCs também atuam como um mecanismo de reparo intercelular, pelo contato com 

outras células como os linfócitos, e até extracelular, pela produção de citocinas que 

atuam nas células-alvo vizinhas ou à distância, patrulhando o organismo ou o 

ambiente tecidual em que se encontra, para a detecção de perigo, seja ele endógeno ou 

exógeno, e desencadeamento de mecanismos para eliminação dessa ameaça em 

potencial. A busca por lipídios que poderiam estar envolvidos nesta resposta, 

induzindo uma resposta tolerogênica pela interação de DCs CD1a
+
 com linfócitos T 

CD1-restritos, além de PS utilizada para detecção de células apoptóticas, merece uma 

investigação mais detalhada. 
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7 CONCLUSÕES 

- Populações de linfócitos irradiados in vitro (37i) apresentaram taxa média de 

apoptose > 80%, enquanto que as populações de linfócitos aquecidos e irradiados in 

vitro (43i), apresentaram taxa média de apoptose equivalente à metade da apresentada 

pelas 37i, aproximadamente 40%; 

- O fenótipo de iDCs HLA-DR
+
CD11c

+
CD14

- 
derivadas de monócitos do 

sangue periférico de doadores saudáveis foi caracterizado pela expressão de baixos 

níveis de CD86, CD83 e CD80, ao passo que o fenótipo de mDCs HLA-

DR
+
CD11c

+
CD14

- 
derivadas de monócitos do sangue periférico de doadores 

saudáveis foi caracterizado pela expressão de níveis elevados de CD86, CD83 e 

CD80. 

- Linfócitos 37i, com características de células apoptóticas, induzem fenótipo 

modulador em iDCs, induzindo aumento de IL-10 e inibição de IL-12p70 na cocultura 

com iDCs e inibição de linfoproliferação na cocultura com linfócitos autólogos 

viáveis, ao passo que linfócitos 43i, com características de células apoptóticas 

estressadas, induzem aumento de IL-12p70 na cocultura com mDCs e 

linfoestimulação na cocultura com linfócitos autólogos e alogênicos viáveis. 

- Todas as DCs estudadas, na presença ou ausência dos diferentes estímulos 

(TNF-α, 37i/APO ou 43i/HAPO) expressaram CD1a, que foi diferencialmente 

modulada por esses estímulos. 

- iDCs tratadas com 37i/APO apresentaram níveis mais elevados de CD1a do 

que os outros grupos, correlacionados com níveis elevados de IL-10 e inibição de 

linfoproliferação, enquanto que mDCs tratadas com 43i/HAPO apresentaram níveis 

elevados de CD86, correlacionados com níveis elevados de IL-12p70 e alta 

linfoestimulação alogênica. 

- Nossos dados sugerem um modelo diferencial de modulação funcional e 

fenotípica de DCs imaturas e maduras na presença de linfócitos aquecidos e ou 

irradiados in vitro, mediada por uma complexa rede de moléculas de superfície e 

secretadas, que parece ser dependente da interação com lipídios próprios de 

membrana e independente de um agente infeccioso conhecido. Assim, este trabalho 

fornece contribuições para estudos mecanísticos, da interação dessas células com 

outras in vitro, podendo ser eventualmente manipuladas para a regulação positiva ou 
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negativa da resposta imune in vitro, com aplicações potenciais in vivo, na saúde e na 

doença. 
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ANEXOS 

 

 
1. Estratégias alternativas de “gating” para DCs. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Histograma representativo da expressão de CD11c (FL-3 Cy) por PBMCs 

tratadas com GM-CSF e IL-4 durante 7 dias de cultura. B. Gráfico (“dot-plot”) de 

CD11c por tamanho celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Histogramas representativos da expressão de CD14 (FL-1 FITC) por PBMCs 

tratadas com GM-CSF e IL-4 durante 7 dias de cultura. A. iDCs B. mDCs.  

 

 
Fig. 3. Aspecto morfológico do produto de cultura de DCs geradas in vitro a partir de 

PBMCs aderentes de doadores saudáveis, na presença de GM-CSF e IL-4 por 7 dias e 

TNF- α nos dois últimos dias de cultura. Neste experimento foram adquiridas 12401 

células, das quais 84,2% (10437) foram consideradas morfologicamente como DCs 

(“gate” R1). 
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Fig. 4. Gráfico (“dot-plot”) de FL-1 (Anti-HLA-DR FITC) por FL-3 (CD11 Cy-5) de 

PBMCs tratadas com GM-CSF e IL-4 durante 7 dias de cultura e estimuladas com 

TNF-α nos dois últimos dias de cultura. Foi utilizado para análise “gate” semelhante ao 

da figura 1. 8575 (97% das células consideradas como DCs em R1) são HLA-

DR
+
CD11c

+
 (69,2% do total).  

 

 

Fig. 5. Gráfico (“dot-plot”) de FL-1 (Anti-HLA-DR FITC) por FL-3 (CD11 Cy-5) de 

PBMCs tratadas com GM-CSF e IL-4 durante 7 dias de cultura e estimuladas com 

TNF-α nos dois últimos dias de cultura. Foi utilizado para análise “gate” R1. B. 

Histograma representativo da expressão de CD14 (PE) pelas células HLA-DR
+
CD11c

+
 

(Figura 8A). Foram consideradas como positivas (%) as células dentro do marcador M1. 
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iDCs+LPS: Controle Positivo 

 

 
Fig. 6. DCs tratadas com LPS apresentaram alta expressão de CD11c, CD86 e CD80, 

com simultânea e baixa expressão de CD14, e, apesar de presente, relativamente biaxa 

expressão de CD1a. 
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Fig. 7. Expressão de CD25 (A), CD19 (B) e CD14 (C) em CNAs submetidas a diferentes formas 

de estresse. Números ao lado da linha negra indicam valores de MFI (Intensidade 

Mediana de Fluorescência), ao passo que os valores abaixo da linha verde representam 

MFI do controle não marcado com anticorpo conjugado a fluorocromo. Dados 

representativos de 3 experimentos independentes realizados em duplicata e adquiridos 

em FACS Calibur no Departamento de Imunologia do ICB – USP, com resultados 

semelhantes. 
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Atividade de Caspase-3 aumentada em CNAs somente irradiadas (37i) e pré-

aquecidas (43i) 
 

 

 
 

 

Fig. 8. “Dot-plots” e histogramas de CNAs submetidas a diferentes formas de estresse e avaliadas 

quanto à atividade de caspase-3, indicativa de células em apoptose. Após 2h de aderência de 

PBMCs, CNAs foram removidas e no 3º dia de cultura de DCs, CNAs foram submetidas a 

diferentes modos de estresse celular e coradas com caspase-3 48h após irradiação (3300 rads) 

para avaliação de morte celular por apoptose. Dados representativos de 3 experimentos, 

adquiridos em FACS Calibur no Departamento de Imunologia do ICB. 

 

   
Fig. 9. Microfotografias de culturas de iDC+37i (A) e iDC+43i (B). As culturas tratadas com 

células aquecidas (HAPO, B) apresentaram um aspecto mais “limpo” do que as culturas tratadas 

somente com células apoptóticas (APO, A). Sugerimos que o aumento de expressão de HSPs, que têm 

como receptor o “scavenger” de células apoptóticas, CD14, poderia ser um mecanismo envolvido nessa 

resposta. 
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Fenótipo de DCs tratadas de diferentes maneiras. Aquisição no LSR II. 
 

 
 

 

Fig. 10. Fenótipo de DCs adquiridas em Citômetro de Fluxo LSR II no Centro Alemão 

de Pesquisas Reumatológicas (DRFZ – Deutsch Rheuma Forschung Zentrum), Core 

Facility do Instituto Max Planck, Hospital Charité, Humboldt University, Berlim, 

Alemanha. Nomenclatura: DCM: Dendritic Cell Media (iDC tratada somente com 

meio). iDC+LPS: iDC maturada com LPS, adicionado à cultura no 5º dia.  
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Fig. 11. iDCs ou mDCs tratadas com CNAs 37i (APO) ou 43i (HAPO) são capazes de 

induzir proliferação de linfócitos T autólogos CD3
+
 pré-estimulados com anti-

CD3/CD28, na relação 1:10, independentemente da presença de TNF-α. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12. Gráfico das % de DCs positivas para diferentes marcadores, avaliados por 

citometria de fluxo no LSR II. As legendas referem-se às diferentes combinações de 

marcadores para diferentes grupos de células. As barras amarelas indicam células CD1a-. 

O gráfico sugere que o tratamento com coquetel de citocinas (m= TNF+IL-6+IL-1+PGE2) 

aumenta a quantidade de células dendríticas CD1a-, além de aumentar a população 

CD86+CD83+ (barras vermelhas). Nos grupos não tratados com o coquetel, observa-se 

ativação das iDCs na presença de 43i, semelhante ao tratamento com LPS ou TNF, 

confirmando os dados dos experimentos realizados no Brasil. 
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
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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
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