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RESUMO 

 

Weinlich R. Regulação do CD95L por PGE2 e seu impacto na morte de linfócitos T [Tese de Doutorado 

- Imunologia]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2008. 

 

Células apresentadoras de antígeno (APCs) controlam as respostas de linfócitos T por múltiplos 

mecanismos, que incluem a expressão de moléculas co-estimuladoras, a produção de citocinas e 

outros mediadores. Estes mecanismos exercem influência não só na proliferação, diferenciação e 

polarização dos linfócitos T, mas também interferem na sobrevivência destas células. No presente 

trabalho, foi demonstrado que fator(es) solúvel(eis) produzido(s) por APCs ativadas via receptores do 

tipo Toll (TLRs) suprimem a morte  induzida por ativação (AICD) de linfócitos T. Este efeito foi 

observado em APCs não estimuladas, porém foi significativamente maior após estimulação das APCs 

com lipopolissacarídeo (LPS). Através do uso de diferentes camundongos nocautes, foi mostrado que 

a produção do fator protetor induzida por LPS é dependente da via de TLR4/MyD88 e independente 

de TLR2 e CD14. Este fator foi identificado como prostaglandina E2 (PGE2) e foi demonstrado que os 

sobrenadantes derivados de APC e a PGE2 sintética bloqueiam a expressão de CD95L em linfócitos T 

estimulados via TCR/CD3. A inibição da expressão de CD95L reduz tanto a AICD como a morte de 

macrófagos, alvos do ataque citotóxico dos linfócitos T ativados. Foi demonstrado também que, ao 

invés de bloquear a via do CD95, a PGE2 potencializa a morte induzida por anticorpos anti-CD95 

agonistas. Os receptores de PGE2, EP2 e EP4, parecem ser os responsáveis por mediar os efeitos 

supressores da PGE2 na AICD, já que a estimulação farmacológica destes receptores mimetiza o 

efeito protetor da PGE2 e seus respectivos antagonistas interferem com a proteção conferida pelos 

sobrenadantes de APCs e pela PGE2 sintética. A ativação do EP2 e do EP4 age sinergicamente na 

ativação das vias dependentes da PKA e de EPAC, que contribuem para a inibição da AICD. Por fim, a 

ativação dos principais fatores de transcrição envolvidos com a expressão de CD95L (NFAT, AP-1 e 

NF-κB) não é bloqueada por PGE2. Por outro lado, PGE2 induziu a expressão de ICER, um repressor 

transcripcional, através da ativação de CREB. Em conjunto, estes resultados indicam que as APCs 

podem modular os níveis de expressão de CD95L através da secreção de PGE2 em resposta ao LPS, 

através de uma via dependente de TLR4 e MyD88, com conseqüências tanto para a morte de 

linfócitos T quanto para a sua própria sobrevivência. 

 

Palavras-Chave: Linfócito T; Apoptose; FasL/CD95L; Receptor de Morte; LPS - Lipopolissacarídeo; 

Receptor do Tipo Toll.  



 
 

ABSTRACT 

 

Weinlich R. CD95L downregulation by PGE2 and its impact on T lymphocyte death [PhD Thesis - 

Immunology]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2008. 

 

Antigen-presenting cells (APCs) control T-cell responses by multiple mechanisms, including 

the expression of co-stimulatory molecules and the production of cytokines and other mediators that 

control T-cell proliferation, survival and differentiation. In this present work, it was demonstrated 

that soluble factor(s) produced by Toll-like receptor (TLR)-activated APCs suppress activation-induced 

cell death (AICD). This effect was observed in non-stimulated APCs, but it was significantly increased 

after lipopolysaccharide (LPS) treatment. Using different KO mice, it was found that the LPS-induced 

protective factor is dependent on TLR4/MyD88 and independent of TLR2 and CD14. The protective 

factor was identified as prostaglandin E2 (PGE2) and it was shown that both APC-derived supernatants 

and PGE2 prevented CD95L upregulation in T cells in response to TCR/CD3 stimulation, thereby 

avoiding both AICD and activated T cell killing of target macrophages. It was also demonstrated that 

instead of blocking CD95 pathway, PGE2 enhanced T cell death induced by agonistic anti-CD95 

antibodies. The PGE2 receptors, EP2 and EP4, appear to be involved in AICD suppression since 

pharmacological stimulation of these receptors mimics the protective effect on T cells and their 

respective antagonists interfere with the protection induced by either APCs derived or synthetic 

PGE2. The engagement of EP2 and EP4 synergistically activates protein kinase A (PKA) and exchange 

protein directly activated by cAMP pathways to prevent AICD. Finally, the activation of the main 

transcription factors involved in CD95L expression (NFAT, AP-1 and NF-κB) is not avoided by PGE2. On 

the other hand, PGE2 induces the expression of ICER, a transcriptional repressor of CD95L, through 

CREB activation.  Taken together, these results indicate that APCs can regulate T-cell levels of CD95L 

by releasing PGE2 in response to LPS through a TLR4/MyD88-dependent pathway, with consequences 

for both T cell and their own survival. 

 

Keywords: T Lymphocyte; Apoptosis; FasL/CD95L; Death Receptor; LPS; Toll-like Receptor. 
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1 Introdução 

1.1 Considerações Gerais 

 

A correta ativação dos linfócitos T é um evento fundamental na obtenção de uma 

resposta imune eficiente contra patógenos e tumores e também importante para evitar 

efeitos colaterais indesejados, tais como o desenvolvimento de processos auto-imunes. Este 

processo tão refinadamente controlado ocorre em órgãos linfóides periféricos, que 

fornecem um micro-ambiente especial para uma interação totalmente concertada entre 

diversos tipos celulares e moléculas do sistema imune (Huang et al., 2004). Nestes locais, na 

presença de antígenos, células apresentadoras de antígeno (APCs) e seus produtos solúveis, 

que incluem uma grande variedade de citocinas, quimiocinas e mediadores lipídicos, os 

linfócitos T são ativados através da estimulação de seus receptores de antígeno (TCR) e 

moléculas co-estimuladoras. Como resultado, os linfócitos T começam a proliferar, se 

diferenciam em células efetoras ou de memória, exercem suas funções, sendo que grande 

parte destas células acaba morrendo ao final deste processo (Lenardo, 1996). 

A deleção de linfócitos T auto-reativos é um dos principais mecanismos envolvidos na 

manutenção da tolerância periférica, que ajuda a impedir o aparecimento de desordens 

auto-imunes (Hildeman et al., 2002). Da mesma forma, a eliminação de linfócitos T 

cronicamente estimulados que potencialmente podem ser prejudiciais para o organismo 

pela produção de níveis anormais de citocinas inflamatórias é outra característica de um 

sistema imune eficiente e bem-regulado (Van Parijs et al., 1998). Finalmente, a morte dos 

linfócitos T efetores no final de uma resposta imune é um mecanismo homeostático muito 

importante para reduzir a população que foi expandida durante a resposta imune e que não 

é mais necessária (Lenardo, 1996). Essa população expandida, se não reduzida, poderia 

competir por fatores de sobrevivência e de crescimento com clones de linfócitos T recém-

ativados, impedindo a correta iniciação de uma nova resposta imune. Em todos os três 

casos, a morte acontece através de um programa geneticamente controlado denominado 

apoptose (Amarante-Mendes e Green, 1999). Pelo menos nos casos da eliminação de 

linfócitos T auto-reativos ou cronicamente estimulados, a apoptose ocorre por interação 

entre o CD95 e seu ligante CD95L, em um processo denominado morte celular induzida por 

ativação (AICD = activation-induced cell death) (Van Parijs et al., 1998; Zhou et al., 2002). Na 

redução da população linfocitária ao final da resposta imune, quando não há mais o 
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antígeno, a morte via CD95/CD95L também pode ocorrer. Porém a via mediada por Bim 

parece ser ainda mais ativa e importante (Green, 2008). De fato, mutações deletérias nos 

genes de CD95L ou CD95 causam uma síndrome linfoproliferativa fortemente associada a 

processos auto-imunes tanto em modelos animais quanto em humanos (Bidere et al., 2006; 

Rieux-Laucat et al., 2003; Rieux-Laucat et al., 1995) e, se combinada com deficiência em Bim, 

os efeitos são muito mais severos, com graves e múltiplas doenças auto-imunes (Hutcheson 

et al., 2008). 

Macrófagos e células dendríticas (DCs) agem como uma ponte entre o sistema imune 

inato e o adaptativo, dado que funcionam como sensores de produtos microbianos e sinais 

de perigo e também como células apresentadoras de antígeno. A estimulação de receptores 

de reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PPRs) por seus ligantes 

induz a ativação de macrófagos, bem como a maturação de DCs e a migração destas células 

dos tecidos periféricos para os linfonodos drenantes, onde irão interagir com os linfócitos T, 

ativando-os e induzindo a proliferação dos clones antígeno-específicos (Iwasaki e Medzhitov, 

2004). Entre os receptores PPRs, a família dos receptores do tipo Toll (TLR = Toll-like 

receptors) tem um papel fundamental na iniciação e desenvolvimento das respostas imunes, 

já que, aparentemente, as células dendríticas só se tornam completamente maduras e ativas 

com capacidade de conduzir a correta ativação e diferenciação dos linfócitos T após a 

estimulação através de ligantes de TLRs (Pasare e Medzhitov, 2005; Sporri e Reis e Sousa, 

2005). Sendo assim, resta saber se as células apresentadoras de antígeno e seus produtos 

solúveis produzidos após a percepção de ligantes de TLRs possuem a capacidade de não 

somente mediar a correta ativação e diferenciação dos linfócitos T, mas se também são 

capazes de modular a sobrevida destas células durante e após uma resposta imune. 

 

 

1.2 Ativação de macrófagos e células dendríticas e a interação com linfócitos T 

 

 A ativação, proliferação e diferenciação de linfócitos T somente ocorrem se estas 

células reconhecerem antígenos através da interação do TCR com fragmentos peptídicos 

apresentados por moléculas chamadas MHC (major histocompatibility complex). Os 

linfócitos T CD4+ reconhecem antígenos apresentados por MHC classe II, presente em células 

apresentadoras de antígeno, enquanto que os linfócitos T CD8+ reconhecem antígenos 

associados a moléculas de MHC classe I, presente em praticamente todas as células 
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nucleadas. Porém, para que haja a completa ativação dos linfócitos T, estas células precisam 

de sinais co-estimuladores durante o reconhecimento de antígenos complexados ao MHC. 

Caso o reconhecimento do antígeno+MHC ocorra na ausência dos co-estímulos, 

normalmente as células adquirem um estado anérgico (irresponsível), levando-as, em alguns 

casos, à morte (Gimmi et al., 1993; Rathmell et al., 1998). Antígenos próprios, que não 

causam inflamação e nem a ativação das células apresentadoras de antígeno, são 

apresentados aos linfócitos T na ausência das moléculas co-estimuladoras, limitando sua 

ativação e proliferação. Por isso, este mecanismo é considerado central na manutenção da 

tolerância periférica ao próprio (Appleman e Boussiotis, 2003). A quebra da tolerância aos 

auto-antígenos não está ainda totalmente elucidada, mas normalmente esta associada a 

algum processo inflamatório ou infeccioso, que faz com que este antígeno seja apresentado 

aos linfócitos T específicos numa situação de alta co-estimulação (Mataki et al., 2007; Wan 

et al., 2006). 

 O sinal co-estimulador, ou também chamado segundo sinal, melhor descrito até hoje 

é a interação entre o CD28, constitutivamente expresso em linfócitos T, e o B7.1 (CD80) ou 

B7.2 (CD86) em APCs. A expressão de CD80 e o CD86 responde positivamente e de forma 

rápida e intensa à estimulação via ligantes de TLRs ou outros sinais de perigo e depende da 

via mediada pelo fator de transcrição NF-κB (Ghosh et al., 1998). Além da interação entre 

CD28 e CD80/CD86, existem diversas pares de moléculas que podem transduzir sinais co-

estimuladores, tais como CD40L/CD40, CD2/LFA3 e TIM-1/TIM-4 (Armitage et al., 1993; 

Meyers et al., 2005; Selvaraj et al., 1987). As moléculas de adesão, integrinas e selectinas 

também são importantes para a correta ativação dos linfócitos T porque estabilizam o 

contato entre as APCs e os linfócitos T, permitindo que estas células interajam melhor e por 

mais tempo. 

A ativação das APCs não só aumenta a capacidade de apresentação de antígeno e a 

expressão de moléculas de co-estimulação, mas também altera significativamente o perfil de 

produção e secreção de moléculas solúveis. Entre estas moléculas, algumas estimulam a 

proliferação, diferenciação e migração de linfócitos T, como a IL-12 e algumas quimiocinas, 

algumas estão envolvidas na atividade pró-inflamatória, como a IL-1, o TNF-α e o PAF, e 

outras atuam aumentando a própria atividade microbicida destas células, como a iNOS 

(Iwasaki e Medzhitov, 2004).    
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1.3 Receptores do Tipo Toll (TLRs) 

 

 A ativação das APCs pela presença de patógenos ocorre por diversos mecanismos, 

com a participação de diferentes receptores denominados PRRs (pattern-recognition 

receptors). Dentre eles, destaca-se um conjunto de receptores denominados de receptores 

do tipo Toll (TLR = Toll-Like Receptors), que possuem a capacidade de se ligar a padrões 

moleculares freqüentemente associados a patógenos (PAMPs), tais como vírus, bactérias e 

fungos (Akira et al., 2006). Os TLRs são proteínas transmembrânicas compostas de um 

domínio extracelular N-terminal rico em repetições de leucina, responsável pela interação 

com os ligantes, um domínio transmembrânico de passagem única e uma região intra-

citoplasmática que contém um domínio TIR (Toll/IL-1 receptor), que é necessário a 

sinalização intracelular (Akira et al., 2006; Bowie e O'Neill, 2000).  

Foram descritos, até o momento, treze diferentes receptores desta família em 

camundongos e dez em humanos, sendo que cada um deles reconhece padrões moleculares 

distintos (Kawai e Akira, 2007). Por exemplo, TLR4 reconhece lipopolissacarídeo (LPS) de 

bactérias Gram-negativas (Hoshino et al., 1999). TLR2, em heterodímeros formados ou com 

TLR1 ou TLR6 reconhecem diferentes componentes de bactérias, incluindo peptideoglicanos 

e lipoproteínas, além de zimosan derivado de fungos (Sato et al., 2003; Takeuchi et al., 

2000). Diacilglicerol e triacilglicerol podem ser reconhecidos por TLR2/TLR6 e TLR2/TLR1, 

respectivamente (Takeuchi et al., 2001). TLR3 se liga a RNA viral dupla-fita enquanto que 

TLR7 reconhece RNA de simples-fita (Alexopoulou et al., 2001; Diebold et al., 2004). TLR5 se 

liga a flagelina e TLR9 reconhece DNA rico em seqüências CPG (Hayashi et al., 2001; Hemmi 

et al., 2000). Recentemente, componentes não associados a patógenos, inclusive moléculas 

endógenas estão sendo descritos como ligantes de TLR (Smiley et al., 2001; Vabulas et al., 

2002). Porém, a relevância fisiológica deste reconhecimento ainda não foi muito esclarecida. 

Interessantemente, os receptores associados a reconhecimento viral, TLR3, TLR7 e TLR9 

estão expressos em endossomos enquanto que os outros estão localizados na superfície 

celular (Akira et al., 2006). 

Após a interação com seu ligante, os TLRs se dimerizam e sofrem mudanças 

conformacionais que permitem o recrutamento das moléculas adaptadoras para o domínio 

intracelular TIR. Existem quatro diferentes moléculas adaptadoras, sendo elas MyD88, 

Mal/TIRAP-1, TRIF/Ticam-1 e TRAM (Oshiumi et al., 2003; Yamamoto et al., 2002; Yamamoto 

et al., 2002). As diferenças nas respostas encontradas pela ativação de TLRs distintos podem 
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ser explicadas, em parte, pelo uso seletivo destas moléculas adaptadoras. MyD88 e TRIF são, 

por exemplo, responsáveis pela indução de duas vias distintas, sendo que a via do MyD88 

ativa preferencialmente NF-κB, resultando na produção de citocinas pró-inflamatórias e no 

aumento da expressão de moléculas co-estimuladoras e a via do TRIF ativa principalmente a 

expressão de interferons do tipo I (Kawai e Akira, 2007; Yamamoto et al., 2002). 

 A via dependente de MyD88 é central para a sinalização de todos os TLRs, com 

exceção do TLR3. Com a ativação do TLR, ocorre o recrutamento de MyD88 para o receptor 

via domínio TIR (Medzhitov et al., 1998; Muzio et al., 1998), permitindo o recrutamento da 

proteína IRAK4, que se ativa e fosforila IRAK1 (Wesche et al., 1997). Após dissociação do 

receptor, a IRAK1 é capaz de ativar TRAF6 (Cao et al., 1996) que, com o auxílio de NEMO e 

TAK-1, ativa a IKKβ e também as quinases p38 e JNK (Takeuchi et al., 2000). O aumento da 

atividade da IKKβ ativa a degradação da molécula inibitória IκB, ativando o fator de 

transcrição NF-κB, responsável pela expressão de diversos genes pró-inflamatórios (Deng et 

al., 2000). No caso de TLR2 e TLR4, a MyD88 necessita da molécula adaptadora TIRAP-1 para 

interagir com o domínio TIR destes receptores (Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2002). 

Dentre os genes regulados pela via dependente de MyD88, destacam-se as citocinas pró-

inflamatórias IL-12, a IL-1, o TNF-α, a IL-6, as enzimas das vias da metabolização de ácido 

aracdônico, tais como a Cox-2 e a PGES-1 e as moléculas envolvidas na apresentação de 

antígenos e co-estimulação, como o MHC classe II, CD80, CD86, além de enzimas envolvidas 

na via microbicida, tais como a iNOS (Kawai et al., 1999).  

 Apesar da via do MyD88 ser a principal via de sinalização dos TLRs, existe uma via 

independente desta molécula adaptadora que é iniciada por TRIF (em TLR4 é necessária 

também a molécula adaptadora TRAM) (Yamamoto et al., 2003), que ativa os fatores de 

transcrição IRF3 e/ou IRF7  (Kawai et al., 2001), culminando na expressão de genes da família 

do IFN do tipo I, como IFN-β e quimiocinas (Yamamoto et al., 2002). 

  

 

1.4 Subpopulações de Linfócitos T CD4+ 

 

Uma resposta imune eficiente depende da ativação de compartimentos específicos 

de seu sistema de acordo com a natureza do patógeno presente. A orquestração desta 

diferenciação de resposta é mediada principalmente pelos linfócitos T CD4+, que durante a 
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iniciação de uma resposta imune, se diferenciam em Th1 e Th2 dependendo, sobretudo, das 

citocinas presentes no microambiente. E são principalmente as células apresentadoras de  

antígeno que modificam o microambiente, produzindo perfis de citocinas distintos de 

acordo com o patógeno percebido (Iwamoto et al., 2007; Kadowaki et al., 2001; Moser e 

Murphy, 2000). A polarização para um perfil Th1 ocorre principalmente em altas 

concentrações de IL-12 e/ou IFN-γ e baixas concentrações de IL-4 e a polarização para Th2 

acontece na condição oposta, ou seja, altos níveis de IL-4 e baixos níveis de IFN-γ/IL-12 

(Seder e Paul, 1994). Além dessas duas subpopulações celulares, recentemente foi descrita 

uma terceira população de T CD4+ efetoras, denominada Th17, por ter como principal 

característica a secreção de IL-17. Sua diferenciação em camundongos ocorre na presença 

de IL-6 e TGF-β ou IL-6, IL-1 e IL-23 em humanos (Steinman, 2007). A polarização entre estas 

três subpopulações parece ocorrer de forma mutuamente excludente, já que as citocinas 

essenciais para determinada população inibe a diferenciação das outras como, por exemplo, 

o IFN-γ, que inibe tanto o aparecimento de Th2 como de Th17 e a IL-17/IL-23, que inibe Th1 

(Harrington et al., 2005) . 

 As células Th1 estão envolvidas na ativação de macrófagos e linfócitos T citotóxicos, 

produção de anticorpos da classe IgG e, portanto, essenciais ao combate a infecções por 

patógenos intracelulares. A exacerbação destas respostas mediadas por Th1 estão 

relacionadas às principais doenças auto-imunes, tais como lúpus e diabetes tipo I e 

hipersensibilidades do tipo tardia. Os linfócitos Th2, por sua vez, estão associados a 

respostas contra helmintos e organismos extracelulares, principalmente por sua capacidade 

de promover a produção de IgE. São responsáveis também pelo desenvolvimento de 

quadros atópicos. Já as Th17 são importantes personagens na resposta a determinados tipos 

de fungos e também na ativação e recrutamento de neutrófilos, amplificando a inflamação 

tecidual. Estão fortemente associadas a diversas síndromes autoimunes, que anteriormente 

eram descritas como conseqüência da desregulação de linfócitos Th1, tais como a artrite 

reumatóide, doença de Alzheimer e colite (Cooke, 2006). 

Além dos mecanismos que regem a diferenciação e polarização dos linfócitos T CD4+, 

a manutenção e a retração destas diferentes subpopulações de linfócitos T CD4+ efetores 

tem um grande impacto no estabelecimento de uma resposta imune focada e eficiente na 

eliminação dos patógenos e também para a manutenção desta resposta dentro de níveis 

não deletérios para o organismo. Um dos mecanismos responsáveis pela retração 

populacional dos linfócitos previamente ativados e expandidos durante uma resposta imune 
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é denominada AICD. Originalmente descrita em hibridomas de linfócitos T (Brunner et al., 

1995), esta via de apoptose logo foi encontrada tanto em Th1 como em Th2 (Ramsdell et al., 

1994) e mais recentemente também em Th17 (Zhang et al., 2008). 

 

 

1.5 Morte Celular Induzida por Ativação  

 

Morte celular induzida por ativação (AICD = activation-induced cell death) foi o nome 

dado para o processo de apoptose de linfócitos T desencadeado pela re-estimulação via 

TCR/CD3, sendo inicialmente descrito em hibridomas de linfócitos T (Brunner et al., 1995; 

Shi et al., 1989). Posteriormente, o mesmo mecanismo foi encontrado em linfócitos T 

maduros pré-ativados e em todas as sub-populações de linfócitos T CD4+ (Ashwell et al., 

1987; Russell et al., 1991).  A principal via de AICD é dependente de um aumento dos níveis 

de CD95L e da interação desta molécula com seu receptor CD95 na superfície das células 

alvo, seja de maneira autócrina, isto é, na própria célula que passou a expressar CD95L, ou 

de maneira parácrina, caracterizando o chamado fratricídio de linfócitos T (Brunner et al., 

1995; Dhein et al., 1995). 

Camundongos MRL/lpr e MRL/gld, que possuem uma deficiência na expressão de 

CD95 e CD95L, respectivamente, apresentam um fenótipo bastante semelhante, com 

linfadenopatia e esplenomegalia causada pelo acúmulo de linfócitos ativados (Andrews et 

al., 1978; Roths et al., 1984; Watanabe et al., 1991; Watson et al., 1992). A incidência de 

doenças auto-imunes nestes camundongos é bastante aumentada e ocorre em múltiplos 

órgãos, indicando que o acúmulo de células ativadas que deveriam estar morrendo por AICD 

via CD95/CD95L não é só um problema de aumento dos órgãos linfóides, mas também um 

distúrbio grave nos processos de tolerância periférica (Nagata e Suda, 1995). Estes animais 

normalmente morrem de nefrite ou artrite em torno do quinto mês de vida (Cohen e 

Eisenberg, 1991). Em humanos, a ALPS (autoimmune lymphoproliferative syndrome) é uma 

doença linfoproliferativa, com hepatoesplenomegalia e linfadenopatia, como alta incidência 

de linfomas, causada principalmente por deficiências na expressão de CD95 e/ou CD95L ou 

por moléculas da via de sinalização desencadeada, tais como a caspase-8 e o FADD 

(Poppema et al., 2004; Rieux-Laucat et al., 1995). 

Apesar da AICD ter sido descrita nas três sub-populações de linfócitos T CD4+, 

algumas diferenças na susceptibilidade e nas vias bioquímicas utilizadas durante o processo 
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da AICD foram prontamente demonstradas. Inicialmente, notou-se que Th1 era muito mais 

susceptível que Th2 e diversas diferenças foram encontradas entre estes dois tipos celulares, 

como a expressão diferencial de caspase-8 e CD95L, a expressão de perfis diferentes de 

glicosilação, a expressão de moléculas inibidoras de caspases (SPI-2A), entre outras (Liu et 

al., 2004; Ramsdell et al., 1994; Toscano et al., 2007). Porém, mais do que diferenças na 

modulação da mesma via bioquímica, demonstrou-se que as próprias vias de execução da 

AICD são diferentes. Enquanto Th1 depende majoritariamente da expressão de novo da 

molécula de CD95L, que se liga ao seu receptor cognato, ativando a caspase-8 e assim 

desencadeando uma cascata de ativação de caspases, células Th2 são mais dependentes da 

degranulação e liberação interna de Granzima B (GrB) (Devadas et al., 2006). Linfócitos Th2 

derivados de camundongos deficientes para GrB são totalmente refratários à AICD enquanto 

linfócitos Th1 continuam sensíveis a este tipo de morte (Devadas et al., 2006). Da mesma 

forma, linfócitos Th1 de camundongos deficientes em CD95L são insensíveis à AICD. Este 

padrão de resistência à morte se reflete diretamente nos fenótipos encontrados nestes 

animais deficientes. Enquanto o camundongo deficiente em CD95L desenvolve múltiplas 

desordens autoimunes, o que sugere um padrão Th1 de resposta (Nagata e Suda, 1995), o 

camundongo deficiente em granzima B desenvolve asma mais grave, mostrando um 

favorecimento do perfil Th2 de resposta imune (Devadas et al., 2006). Quanto aos 

mecanismos envolvidos na AICD de Th17 há somente um único trabalho científico, publicado 

em julho do ano corrente, que mostra que a principal via envolvida na morte destas células é 

mediada por CD95L e CD95, de forma similar a que ocorre em linfócitos Th1 (Zhang et al., 

2008). Este dado é concordante com os apresentados pelo grupo do Prof. Galli, que mostra 

que o perfil de expressão de moléculas de superfície, tais como CD95, PDL-1 e CD153, nos 

linfócitos Th17 é mais similar ao apresentado por Th1 do que por Th2 (Nakae et al., 2007). 

Todos estes dados em conjunto levaram os pesquisadores a formular uma teoria na 

qual a população de linfócitos T expandida após uma resposta imune seria contraída através 

deste mecanismo de morte dependente de CD95L e CD95 denominado AICD. Na ausência 

desta eliminação, as células ativadas se acumulariam, e a produção exacerbada de citocinas 

facilitaria a quebra da tolerância, gerando síndromes auto-imunes, o que explicaria o 

fenótipo encontrado nos animais deficientes de CD95L e CD95 e nos pacientes com ALPS 

(Rieux-Laucat et al., 1995). 

Porém, algumas observações feitas não encaixavam corretamente na teoria, sendo 

que a principal crítica que existia era que a população de células expandidas em animais 
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deficientes de CD95L e CD95 era uma população não-convencional, TCRαβ+ B220+ CD3+ CD4- 

CD8-, que não ocorre normalmente durante uma resposta imune. Outro ponto é que, 

dependendo do patrimônio genético do camundongo deficiente em CD95, como por 

exemplo, em C57Bl/6, o acúmulo de linfócitos T, a produção de auto-anticorpos e o 

aparecimento de distúrbios auto-imunes eram bem menores (Theofilopoulos e Dixon, 1985). 

O desenvolvimento de um camundongo nocaute para Bim, uma molécula da família 

Bcl-2, desafiou a importância da AICD, mostrando que a deleção de linfócitos T periféricos 

seria muito mais dependente de Bim do que da via dependente de CD95 (Hildeman et al., 

2002). O Bim é um gatilho da via de apoptose mediada pela mitocôndria e tem um papel 

central na morte de linfócitos T causada pela deprivação de citocinas (O'Connor et al., 1998). 

Portanto, a contração clonal após a resposta imune parecia ser mais ligada à falta de fatores 

de sobrevivência e crescimento do que a um estímulo via receptores de morte. 

 Recentemente, publicações utilizando camundongos duplo nocaute para CD95 e Bim 

mostraram que ambas as vias são complementares e sinérgicas, tanto para conter o 

aparecimento de síndromes auto-imunes como na contração de populações expandidas. O 

grupo do Prof. Perlman mostrou que, nestes camundongos, o desenvolvimento dos 

distúrbios auto-imunes foi muito mais precoce e grave, ocorrendo já na 16ª semana de vida 

(Hutcheson et al., 2008).  Já o grupo do Prof. Bouillet mostrou que a contração da população 

expandida por uma infecção aguda com o vírus HSV-1KOS era totalmente dependente da via 

do Bim, mas que a morte dos linfócitos T expandidos pela infecção crônica com o vírus MHV-

68 dependia de ambas as vias (Hughes et al., 2008).  Por fim, a infecção com o vírus LCMV 

Armstrong, que causa uma infecção relativamente aguda, levava a uma deleção clonal 

dependente tanto de Bim como de CD95/CD95L (Weant et al., 2008). 

Portanto, a teoria mais aceita atualmente sobre a participação da via de CD95 e do 

Bim na redução de populações de linfócitos T expandidas leva em consideração a forma e 

duração da apresentação dos antígenos patogênicos. Se a infecção é rapidamente eliminada 

e a apresentação de antígenos pelas células dendríticas fica rapidamente limitada, 

provavelmente a concentração dos fatores de sobrevivência e seus receptores se tornam 

limitantes e a via preferencial de morte é a via mediada por Bim. Porém, quando o antígeno 

persiste por causa de uma infecção crônica, os linfócitos T recebem continuamente 

estímulos, evitando assim a ativação da via mediada por Bim. Porém, nesta situação, o 

estímulo crônico pelo antígeno leva à expressão de CD95L, que acaba por matar a célula por 

AICD. Neste caso, a expressão de CD95L pelos linfócitos T pode também matar as células 
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dendríticas, o que limitaria a apresentação de antígeno, diminuindo a quantidade de sinais 

de sobrevivência, desencadeando nos linfócitos T o acúmulo de Bim e a morte por esta via 

(Green, 2008). 

 

 

1.6 Regulação do CD95L 

 

Por ser um evento central na regulação de vida e morte de diversos tipos celulares, 

inclusive linfócitos T maduros, a modulação da transcrição gênica do CD95L foi 

extensamente estudada. Com o seqüenciamento da região 5’ do gene do CD95L e seu 

promotor, vários sítios de ligação consenso para diferentes fatores de transcrição foram 

descritos e validados. Entre os principais fatores de transcrição capazes de interagir com a 

região promotora do CD95L, estão o NFAT (nuclear factor of activated T cells), o NF-κB 

(nuclear factor kappa B), AP-1 (activator protein-1), os Egr (early growth response genes), c-

Myc, SP-1 (secretory protein-1) e os IRFs (interferon regulatory factors) (Zhang et al., 2004). 

 O NFAT é um fator de transcrição ativado pela estimulação do complexo TCR/CD3 e 

parece ser o principal regulador da expressão de CD95L. A primeira prova formal que o NFAT 

estava envolvido com a transcrição do CD95L foi através do uso da ciclosporina A (CsA), que 

inibe a ativação do NFAT por impedir sua desfosforilação dependente de calcineurina (Loh et 

al., 1996). Foram identificados dois domínios de interação com o NFAT no promotor de 

CD95L (Latinis et al., 1997) e experimentos com plasmídeos repórteres mostraram que o 

NFAT quando se liga aos seus sítios de ligação consenso é capaz de induzir transcrição gênica 

(Holtz-Heppelmann et al., 1998). Camundongos mutantes para NFAT apresentam expressão 

deficiente de CD95L e em alguns modelos causam doenças linfoproliferativas (Hodge et al., 

1996).  A indução de CD95L por NFAT requer a cooperação de AP-1 (Fos/Jun) e pode ser 

potencializada por SP-1 (Peterson et al., 1996). A expressão ectópica do dominante-negativo 

de AP-1 diminui drasticamente a expressão de CD95L dependente de NFAT (Baumann et al., 

2003). 

A família dos fatores de transcrição Egr parece ser importante na expressão de CD95L 

em linfócitos, apesar da deficiência de Egr1 não causar desordens linfoproliferativas comuns 

à deficiência da expressão do CD95L. São os únicos fatores de transcrição produzidos de 

novo durante a indução da AICD (Ashwell et al., 2000). A potente indução do CD95L mediada 

por Egr2 e/ou Egr3 é bloqueada pela ação da ciclosporina A (Mittelstadt e Ashwell, 1998), 
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sendo que estudos posteriores demonstraram que a expressão tanto de Egr2 como de Egr3 

são dependentes do NFAT. Sendo assim, o estímulo via TCR/CD3 ativa o NFAT que, por sua 

vez, induz a expressão de Egr2 e/ou Egr3 (Rengarajan et al., 2000). Estes fatores de 

transcrição agem sinergicamente, através de sítios de ligação consenso justapostos no 

promotor (Norian et al., 1998). A expressão de Egr3 é maior em células Th1 do que em 

células Th2, o que pode estar na origem da diferença de susceptibilidade destas células à 

AICD (Rengarajan et al., 2000). 

Outro fator de transcrição bastante descrito na indução de CD95L em vários tecidos é 

o NF-κB. Apesar do promotor de CD95L apresentar um único domínio consenso de ligação 

com este fator de transcrição, o NF-κB parece mediar diversos estímulos apoptóticos que 

utilizam a via do CD95/CD95L, como o etoposídeo (Baldwin, 1996), a deprivação de timina 

(Harwood et al., 2000), além da própria AICD (Kasibhatla et al., 1999). 

O c-Myc dimeriza com seu parceiro Max após estimulação do TCR/CD3, tornando-se 

um complexo transcripcionalmente ativo (Kasibhatla et al., 2000). Seqüências anti-senso 

para o gene do c-myc abolem a expressão deste fator de transcrição, bloqueando a AICD em 

diversos hibridomas de linfócitos T (Shi et al., 1992). A expressão de CD95L também está sob 

a influência direta da família dos receptores IRF. A deleção ou mutagênese do sítio de 

ligação para IRF resulta na expressão de CD95L e ensaios de gel shift demonstraram a ligação 

específica do IRF-1 e IRF-2 ao promotor (Chow et al., 2000).   

 Além de fatores de transcrição que regulam positivamente a transcrição do CD95L, 

há também a participação de fatores repressores de transcrição, como é o caso do GILZ 

(Glucocorticoid-induced leucine-zipper), um gene regulado por glicocorticóides, capaz de 

bloquear o aumento de CD95L em hibridomas, interferindo com o processo de apoptose por 

AICD (D'Adamio et al., 1997). 

 Em 1993, foi descrito um repressor transcripcional, denominado ICER (Inducible 

cAMP early repressor), que é formado através do uso de um promotor intrônico do gene do 

CREM (cAMP responsive element modulator) (Molina et al., 1993). É composto 

essencialmente do domínio de ligação ao DNA (DBD) deste gene, sendo induzido rápida e 

fortemente pelo aumento nos níveis de AMPc (Molina et al., 1993). Este pequeno repressor 

trancripcional pode agir formando heterodímeros inativos com CREB (cAMP responsive 

element binding factors) ou ocupando sítios de ligação consenso CRE (cAMP-responsive 

element) (Molina et al., 1993). Vários fatores de transcrição utilizam os sítios CRE para 

interagir com os promotores, entre eles o CREB e as variantes do CREM, mas também o AP-
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1, indicando que o ICER é capaz de inibir não só sua família gênica, mas também outros 

fatores transcripcionais (Masquilier e Sassone-Corsi, 1992). Além disso, a ocupação dos sítios 

CRE leva a um bloqueio na resposta de fatores que se ligam a sítios adjacentes. Esta inibição 

ocorre porque ICER não possui o domínio de recrutamento de CBP/p300, um co-fator 

essencial para a montagem da maquinaria transcripcional. Um dos exemplos é que a 

ausência da interação entre a CBP/p300 e o NFAT ou NF-κB afetam sua capacidade indutora 

(Garcia-Rodriguez e Rao, 1998; Gerritsen et al., 1997). Portanto, é possível que imaginar uma 

competição entre ICER e proteínas que se ligam a CRE, tais como CREB e AP-1, em sítios 

adjacentes aos sítios de ligação de NFAT ou NF-κB, bloqueando o recrutamento de CBP/p300 

e impedindo a correta transcrição gênica mediada por estes fatores de transcrição.  

Tanto forskolina, um agonista da adenilato ciclase, como PGE2 são capazes de induzir 

um rápido aumento de ICER em timócitos e linfócitos T maduros (Bodor et al., 1996), 

bloqueando a transativação do promotor de IL-2 (Bodor et al., 2001). E, em 2002, o grupo do 

Prof. Gress, mostrou que aumento de AMPc por forskolina pode inibir a expressão do CD95L 

via indução de ICER (Bodor et al., 2002). Todavia, ainda resta ser provado se o ICER tem um 

papel fundamental na inibição do CD95L ou se a PGE2 utiliza outros mecanismos para a 

inibição da expressão deste gene.  

Em resumo, a expressão do CD95L é um mecanismo extremamente regulado e 

complexo, onde diversos fatores de transcrição agem de forma aditiva, antagônica e/ou 

sinérgica, fazendo com que a somatória de todas estas influências seja realmente 

importante para o resultado final.  

 

 

1.7 Prostaglandina E2 

  

Prostaglandinas (PG) são moléculas derivadas de lipídios geradas pelo metabolismo 

seqüencial do ácido araquidônico pela ação de ciclooxigenases e prostaglandina-sintases. O 

ácido araquidônico é um ácido graxo insaturado contendo 20 carbonos e está presente em 

membranas celulares. Após sua liberação da membrana pela ação da fosfolipase A2, entra 

em um ciclo oxidativo, que culmina na produção de PGH2 (Smith et al., 2000). Esta 

prostaglandina inicial é bastante instável e é rapidamente metabolizada para as cinco 

principais prostaglandinas com efeitos fisiológicos relevantes in vivo. São elas: PGE2, PGF2α, 

PGD2, PGI2 e tromboxano. O padrão de produção de prostaglandinas de uma determinada 
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célula depende muito do perfil das enzimas expressas envolvidas na síntese de cada uma das 

prostaglandinas.  

 As ciclooxigenases, enzimas essenciais na produção das PGs, possuem duas isoformas 

principais. A ciclooxigenase-1 (cox-1) é descrita, raras exceções, como sendo 

constitutivamente expressa, participando na manutenção dos níveis basais das 

prostaglandinas, exercendo funções de homeostase fisiológica (Dubois et al., 1998). Já a 

expressão de ciclooxigenase-2 (Cox-2) é induzível por diversos mecanismos, especialmente 

pelas citocinas e estímulos pró-inflamatórios, como lipopolissacarídeos de bactérias (Martin 

et al., 1994). 

 O efeito das prostaglandinas é mediado por oito receptores acoplados a proteínas G, 

da família dos receptores rhoposin-like (GPCRs). Estes receptores são classificados pela 

prostaglandina com a qual faz interação, subdividindo-se em DP, FP, IP, TP e EP (1 a 4) e 

possuem homologia de aproximadamente 20 a 30% entre eles (Breyer et al., 2001). A 

sinalização destes receptores é mediada pelas diferentes proteínas G acopladas, sendo que 

cada proteína G tem a capacidade de ativar diferentes vias bioquímicas. O mecanismo 

preciso da ação das prostaglandinas, portanto, é determinado por uma imbricada 

combinação de interações entre os ligantes/receptores, dependendo de vários fatores, 

como a afinidade do ligante, o perfil de expressão dos receptores, a ativação diferencial das 

vias bioquímicas e o contexto celular no qual ocorre a sinalização. Conseqüentemente, uma 

determinada prostaglandina pode ter ações antagônicas em contextos celulares distinto 

(Davis et al., 2004; Walch et al., 2001). 

 A prostaglandina E2 é a principal prostaglandina produzida em diversas condições, 

especialmente durante a resposta imune. O macrófago, por exemplo, produz uma 

quantidade basal de tromboxano maior que PGE2. Porém, após estímulo com LPS, a razão 

entre estes dois prostanóides se inverte e o macrófago passa a produzir PGE2 em grandes 

quantidades (Tilley et al., 2001). Sua influência no sistema imune é complexa, tendo ação em 

vários tipos celulares, como os macrófagos, células dendríticas, linfócitos B e T, causando 

efeitos tanto anti- como pró-inflamatórios. A diversidade destes efeitos é devida, em parte, 

à existência de quatro receptores do subtipo EP, sendo que existe heterogeneidade quanto 

às proteínas G acopladas a estes receptores (Kobayashi e Narumiya, 2002). 

 Os EPs foram originalmente classificados por sua função nos músculos lisos, 

formando basicamente dois grupos. O primeiro, denominado de “relaxante”, é formado 

pelos EP2 e EP4, que se acoplam à proteína Gs. Quando há a sinalização por estes 
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receptores, ocorre a ativação da adenilato ciclase com o conseqüente aumento de AMPc, 

normalmente levando à ativação da fosfoquinase A (PKA) que, por sua vez, ativa o fator de 

transcrição CREB (Nishigaki et al., 1996; Rubin et al., 1991). Recentemente, foi descrita uma 

nova via dependente de AMPc porém independente de PKA, que é mediada pelo EPAC 

(exchange protein directly activated by cAMP) e culmina na ativação da via de PKB (Jing et 

al., 2004). Em oposição, os receptores EP1 e EP3 estão ligados a funções constritoras e 

inibitórias, estando acoplados a proteínas Gq e Gi. Agem elevando os níveis de cálcio 

intracelular e inibindo o aumento de AMPc, respectivamente (Breyer et al., 2001). A análise 

de expressão destes receptores em células do sistema imune mostrou uma ampla 

distribuição, sendo que tanto células dendríticas e macrófagos (Harizi et al., 2003; 

Kabashima et al., 2003), como linfócitos B e T (Tilley et al., 2001) podem expressar os quatro 

subtipos. 

 A PGE2 pode atuar em diversos momentos da vida dos linfócitos T, desde o 

desenvolvimento, maturação e até durante a realização de suas funções efetoras. A título de 

exemplo, o aumento de AMPc via receptor EP2 e EP4 parece mediar a proteção de timócitos 

duplo-positivos da morte por seleção negativa (Goetzl et al., 1995). O receptor EP2 também 

está envolvido na inibição da proliferação de linfócitos T causada pela PGE2 (Chemnitz et al., 

2006; Chouaib et al., 1985). Por fim, a PGE2 parece ter uma ação no desvio da resposta 

imune, favorecendo uma resposta mais Th2 (Kaur et al., 1999).  

 

 Neste trabalho, serão apresentados resultados mostrando que os sobrenadantes de 

macrófagos e células dendríticas estimuladas por LPS são capazes de impedir a AICD de 

linfócitos T. Como será demonstrado, a estimulação por LPS para a produção deste fator 

protetor depende da via mediada por TLR4/MyD88 e é independente de TLR2 e CD14. A 

PGE2 foi caracterizada como o principal componente destes sobrenadantes responsável pela 

redução da AICD e também do bloqueio da morte dos macrófagos-alvo, através da 

supressão da expressão de CD95L nos linfócitos T. A PGE2, sintética ou derivada dos 

sobrenadantes, age através dos receptores EP2 e EP4, aumentando os níveis intracelulares 

de AMPc, que ativam a via da PKA. A via da EPAC, também ativada pelo AMPc, não é capaz 

de bloquear a AICD sozinha, mas contribui para amplificar a resistência à AICD mediada pela 

PKA. Além de bloquear a expressão de CD95L, a PGE2 é capaz de potencializar a morte 

induzida por anticorpos anti-CD95, aumentando a susceptibilidade destas células à 

expressão de CD95L nos tecidos adjacentes. A ativação dos fatores de transcrição NFAT, AP-
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1 e NF-κB não parece ser afetada diretamente pela via da PGE2, porém há a possibilidade de 

que a interação destes fatores de transcrição com o promotor de CD95L seja inibida pela 

expressão de ICER, que é induzida por PGE2.  

Em resumo, é a primeira vez que se demonstra que linfócitos T ativados num 

contexto onde existem APCs estimuladas via TLR expressam baixos níveis de CD95L, o que 

evita a AICD prematura destes linfócitos e também protege as APCs de serem mortas 

durante a apresentação de antígeno.  
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2 Objetivos 

• Avaliar se fatores solúveis secretados por células apresentadoras de antígeno possuem 

efeito inibidor na AICD de linfócitos T CD4+; 

• Analisar se a ativação das APCs através de receptores do tipo Toll (TLRs) induz e/ou 

aumenta a secreção do fator inibidor; 

• Investigar qual é a via de sinalização iniciada por LPS na indução da produção do fator 

inibidor; 

• Caracterizar o fator inibidor; 

• Avaliar o efeito do fator inibidor na expressão das moléculas envolvidas na via do 

CD95L/CD95, responsáveis pelos eventos iniciais da AICD em linfócitos T CD4+; 

• Investigar se o fator inibidor modula a morte induzida por estimulação do receptor 

CD95; 

• Analisar qual é a via de sinalização induzida pelo fator inibidor que medeia a inibição de 

AICD em linfócitos T CD4+; 

• Estudar o impacto do fator inibidor na ativação dos fatores de transcrição relevantes 

para a expressão do CD95L; 

• Avaliar se o fator inibidor reduz a AICD e as moléculas envolvidas neste processo 

também em linfócitos T CD4+ primários; e  

• Investigar se o fator inibidor também bloqueia a morte das células apresentadoras de 

antígeno pelos linfócitos T CD4+. 
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3 Materiais e Métodos 

3.1 Células 

 

 O hibridoma DO11.10 foi derivado de linfócitos T CD4+ extraídos de camundongos 

BALB/c Tg (DO11.10)10Loh fundidos com células BW5147 TCRβ-/-, de acordo com protocolos 

previamente estabelecidos (Haskins et al., 1983; Kappler et al., 1981). Esta linhagem murina 

apresenta mais de 85% de seus linfócitos com TCR transgênico para um peptídeo de 

ovalbumina (OVA323-339) apresentado em um contexto MHC classe II I-Ad. Este hibridoma 

foi originalmente cedido pelo Dr. Douglas Green (La Jolla Institute for Allergy & Immunology, 

San Diego, CA, EUA). 

 A linhagem celular Jurkat foi estabelecida a partir de linfócitos T humanos de sangue 

periférico de um garoto de 14 anos durante sua primeira crise de leucemia aguda 

linfoblástica em 1976. Esta célula expressa o complexo TCR/CD3, produz grandes 

quantidades de IL-2 somente após ativação e foi obtida da ATCC (Manassas, VA, EUA). 

A linhagem macrofágica J774A1 (J774) foi estabelecida a partir de um tumor 

macrofágico de camundongo BALB/c fêmea (Ralph et al., 1976) e foi obtida da ATCC. 

 

 

3.2 Camundongos 

 

Todos os camundongos utilizados foram originários do Biotério de Camundongos 

Isogênicos do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. Os 

procedimentos para a manipulação dos camundongos foram aprovados pela Comissão de 

Ética em Experimentação Animal (CEEA). Os animais utilizados nos experimentos eram todos 

machos e variavam entre 5 e 6 semanas de idade.   

 As linhagens utilizadas foram BALB/c, BALB/c Tg (DO11.10) 10Loh, C57Bl/6, 

C57Bl/6.MyD88 KO, C57Bl/6.CD14 KO, C57Bl/6.TLR2 KO, C57Bl/6.IL-12 KO, C57Bl/6.IFN-γ KO, 

C57Bl/6.IL-12.IFN-γ KO, C3H/HeJ, C3H/HePas e 129. 
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3.3 Reagentes 

 

 Os reagentes utilizados para as reações de PCR, para a extração de RNA e conversão 

para cDNA bem como os oligonucleotídeos e o CFSE foram adquiridos da Invitrogen 

(Carlsbad, CA, EUA). Os anticorpos anti-CD4.FITC (clone H129.19), anti-CD95L.PE (clone 

MFL3), anti-CD28 (clone 37.51), anti-CD95 (clone Jo2) e o Fas.Fc foram obtidos da BD 

PharMingen Co. (San Diego, CA, EUA). Os anticorpos anti-NFAT1 e anti-fosfo-NFAT1 foram 

gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. João Viola (INCA-RJ). Os anticorpos anti-NF-κB (#3034), 

anti-Fosfo-NF-κB (#3033), anti-IκB (#9242), anti-CREB (#9197) e anti-Fosfo-CREB (#9198) 

foram obtidos da Cell Signaling Technology (Danvers, MA, EUA). 

As colunas e kits de extração plasmidial são da marca Qiagen (Germantown, MD, EUA).  

Indometacina, NS398, PGE2, Butaprost, H6809 e anticorpos anti-EP1 a anti-EP4 foram 

adquiridas da Cayman Chemicals Co. (Ann Arbor, MI, EUA). LPS (lipopolissacarídeo) de E. coli, 

ciclosporina A, lactacistina, ionomicina, PMA e forskolina foram comprados da Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, EUA) e o AACOCF3 da Biomol International (Plymouth Meeting, PA, EUA). 6-

Bnz-cAPM e 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP foram comprados da Biolog LSI (Bremen, Alemanha) e 

ONO-AE1-329 e ONO-AE3-208 são da marca ONO Pharmaceuticals (Osaka, Japan). 

 

3.4 Cultivo de células 

 

O cultivo dos hibridomas DO11.10, Jurkat e J774 foi feito em meio RPMI-1640 

enriquecido com 10% de soro fetal bovino, 2mM glutamina e antibiótico (100 U/L penicilina 

+ 100 µg/L estreptomicina) em garrafas horizontais de 25 ou 75 cm2 mantidas em estufa a 37 

oC e 5% CO2. O repique foi realizado, em média, três vezes por semana. 

O cultivo das células dendríticas e das células de exsudato peritoneal foi feito com 

meio DMEM suplementado com 100 µM aminoácidos essenciais, 100 µM vitaminas, 2 mM 

L-glutamina, 100 µg/ml gentamicina, 50 µM 2-mercaptoetanol, 1 mM piruvato de sódio, 

contendo 5% de soro fetal bovino em placas de 100 mm2, mantidas em estufa a 37 oC e 5% 

CO2. 

 Os linfócitos T primários foram cultivados em meio RPMI-1640 enriquecido com 10% 

de soro fetal bovino, 2 mM glutamina, 10 mM HEPES, 1 mM piruvato de sódio, 100 µM 

aminoácidos essenciais, 100 µM vitaminas, 100 µM 2-mercaptoetanol, 100 U/L penicilina e 

100 µg/L estreptomicina em placas de 100 mm2, mantidas em estufa a 37 oC e 5% CO2. 
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 O uso das células para experimentos foi condicionado ao mínimo de 95% de 

viabilidade verificada por exclusão a Azul de Tripan 0,2%. A contagem do número de células 

tanto para repique como para a execução dos experimentos foi feita com o auxílio de uma 

câmara de Neubauer. 

 

 

3.5 Obtenção de células do exsudato peritoneal de camundongos (PECS) 

 

 Para a elicitação de células para a cavidade peritoneal, injetou-se intra-

peritonealmente 1 ml de tioglicolato a 3% em cada camundongo quatro dias antes de seu 

sacrifício. Após o sacrifício, fez-se a lavagem peritoneal com 5 a 10 ml de PBS. Para tanto, 

este volume de tampão salino foi injetado na cavidade peritoneal e, em seguida, recolhido 

com a própria seringa. Na seqüência, as células foram centrifugadas a 210 g por cinco 

minutos a 4 oC e ressuspendidas em meio RPMI enriquecido com 10% soro fetal bovino. Por 

fenotipagem de CD11b e F4/80, observou-se que mais de 95% das células eram macrófagos 

(dados não mostrados). 

 

 

3.6 Obtenção de células dendríticas derivadas de medula óssea de camundongos 

 

Foram extraídas células da medula óssea dos fêmures e tíbias dos camundongos 

através de jatos de meio, com o uso de seringa e agulha hipodérmica. Estas células, após 

centrifugação a 200 g por 5 min, foram cultivadas por sete dias em placa de 6 poços na 

concentração de 2x106 células/ml em um volume total de 7 ml contendo 20 ng/ml de GM-

CSF recombinante murino. No terceiro dia, mais 20 ng/ml de GM-CSF foi adicionado ao 

meio. Alternativamente, além do GM-CSF, as células foram incubadas com 100 U/ml IL-4. 

Após este período de incubação, o sobrenadante da cultura foi descartado e as células 

aderidas à placa foram recolhidas. Estas células foram consideradas células dendríticas 

(DCs), de acordo com o protocolo modificado de (Inaba et al., 1992). A confirmação foi feita 

por fenotipagem de CD11b e CD11c, sendo que as células dendríticas são duplo-positivas 

para estes marcadores (dados não mostrados).  
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3.7 Obtenção de sobrenadantes de células J774, PECs ou células dendríticas 

  

Um milhão de células dendríticas ou PECs num volume final de 1ml foram 

adicionadas por poço a placas de 24 poços e, após 4h em estufa (5% CO2 e 37 oC), as células 

não-aderidas foram descartadas e 1 ml de meio foi reposto. As células J774 foram 

plaqueadas na mesma concentração, porém, não houve descarte das células não-aderentes.  

Após 24h de incubação em estufa, o sobrenadante destas culturas celulares foram 

transferidos para tubos e centrifugados a 600 g por 5 min a 4 oC para remoção dos 

contaminantes celulares. A estocagem destes sobrenadantes foi feita a -20 oC por até um 

mês. 

 Em diversos experimentos, as células foram submetidas a diversos tratamentos e 

estímulos, possivelmente alterando a composição do sobrenadante. Todos os tratamentos 

foram ministrados durante as 24horas de produção do sobrenadante. 

 Foi utilizado o lipopolissacarídeo (LPS) a 1 µg/ml para ativação dos PECs e células 

J774 e maturação das células dendríticas. Para a inibição da síntese protéica, a cicloheximida 

foi usada nas doses de 0,04 e 0,2 µM. Os inibidores da via do metabolismo do ácido 

aracdônico usados foram: Indometacina (10 μg/ml; inibidor de Cox-1 e Cox-2), NS398 (10 

μM; inibidor de Cox-2) e AACOCF3 (10 μM; inibidor da fosfolipase A2). Se usados em 

combinação com LPS, os inibidores foram adicionados 30 min antes do estímulo. 

 

 

3.8 Estimulação dos hibridomas com anti-CD3 

 

 O anticorpo anti-CD3 utilizado (clone 2C11) é derivado do hibridoma denominado 

145-2C11 (Leo et al., 1987) e foi produzido e purificado em nosso laboratório. Para expor as 

células ao anti-CD3 é necessário primeiramente imobilizá-lo na placa de cultura. Para tanto, 

o anticorpo foi diluído em tampão Tris 50 mM pH 9,0 na concentração desejada e 100 µl 

desta solução foram plaqueados em cada poço de uma placa de 96 poços com fundo reto. A 

placa foi incubada em estufa por duas horas ou por 18h a 4 oC e, em seguida, retirou-se o 

líquido da placa, lavando uma vez com o tampão correspondente. Após este procedimento, 

1-2,5x105 células foram plaqueadas num volume final de 100 µl e incubadas a 37 oC e 5% de 

CO2 pelos períodos desejados. Alternativamente, utilizou-se a placa de 24 poços de fundo 
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chato, com o plaqueamento de 500 µl de anticorpo e 7,5x105 células em volume final de 

500µl. 

 

 

3.9 Indução de morte dos hibridomas por anticorpos anti-CD95 

 

 Alternativamente à indução de morte por anticorpos anti-CD3, os hibridomas de 

linfócitos T DO11.10 foram submetidos a estímulo por anticorpos anti-CD95 agonistas (clone 

Jo2; BD Biosciences). Para tanto, 2x105 células foram plaqueadas em placas de 96 poços com 

fundo reto na presença de 1 µg/ml anti-CD95 num volume final de 100 µl e incubadas a 37 

oC e 5% de CO2 pelos períodos desejados. 

 

 

3.10 Extração de RNA 

 

Um a cinco milhões de células foram transferidas para um tubo de 1,5 ml e 

centrifugadas a 420 g por 3 min. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 0,5 ml de 

TRIsol (Invitrogen) agitando em vortex lento. Após 5min de incubação em temperatura 

ambiente adicionou-se 0,1 ml de clorofórmio seguida de nova incubação por 2 min. 

Centrifugou-se a 12.000 g por 15 min a 4 oC e o sobrenadante foi transferido para um novo 

tubo. Foi então adicionado 1 vol de isopropanol (0,25 ml) seguido por uma incubação a -20 

oC por 2h. Centrifugou-se novamente e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 1 ml de 

Etanol 75% e posteriormente centrifugou-se a 7500 g por 5 min a 4oC. Secou-se o 

precipitado e ressuspendeu-se em 30 µl de água destilada, livre de RNAse e DNAse. A 

quantificação foi feita utilizando-se um espectrofotômetro (SpectraMax 190 – Molecular 

Devices) com comprimento de onda de 260/280 nm. 

 

 

3.11 Conversão de RNA para cDNA 

 

Um a três microgramas de RNA foi diluído em 11 µl de água livre de RNAses e 

colocado em tubos de 0,5 ml. Foi adicionado 1,0 µl de 500 ug/ml de oligo dT, seguido de 

aquecimento a 70 oC por 10 min e rápido resfriamento em gelo. Acrescentou-se 8 µl do mix 
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Superscript (4 µl de Tampão 5 X; 1 µl de dNTP 10 mM; 2 µl de DTT 0,1 M  e 1,0 µl Superscript 

R/T II 200 U/µl) e incubou-se a 42 oC por 50 min. A enzima foi inativada incubando-se a 90 oC 

por 5 min seguidos por 5 min a 4 oC. Foi acrescentado 1 µl de RNAse H e deixou-se em 

incubação por mais 20 min a 37 oC para remover as fitas de RNA. O volume final foi acertado 

para 100 ul com água livre de RNAses. 

 

 

3.12 RT-PCR 

 

Cada reação foi composta por 5 µl de tampão 10 X, 1 µl de 10 mM DNTPs, 1,5 µl de 

MgCl2, 1 µl de cada oligonucleotídeo (15 pmoles/µl), 0,5 µl de Taq DNA polimerase e 1, 5 ou 

10 µl da amostra de cDNA, em um volume final de 50 µl. O ciclo básico de amplificação 

utilizado foi: 95oC/300s + N(95oC/45s, TA/60s, 72oC/45s) + 72oC/120s, sendo N o número de 

ciclos e TA a temperatura de anelamento estimada para cada par de oligonucleotídeos. As 

amostras foram armazenadas a -20 oC.  

 Os pares de oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos genes de interesse 

estão discriminados na Tabela 1, que ainda inclui o tamanho esperado para os produtos de 

PCR.  
 

Tabela 1. Seqüência dos pares de oligonucleotídeos utilizados, o fragmento gênico amplificado 
correspondente e o tamanho esperado do produto da reação. 

Fragmento 

Gênico 
Primer Forward Primer Reverse 

Tamanho esperado 

amplificação (pb) 

Actina TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG 349 

CD95 GAGGACTGCAAAATGAATGGGG ACAACCATAGGCGATTTCTGGG 319 

CD95L CAGCAGTGCCACTTCATCTTGG TTCACTCCAGAGATCAGAGCGG 471 

FLIP TGTTCCACGCATACACTTTGTCC CATGACATAACCCAGATTGTTCGC 502 

ICER ATGGCTGTAACTGGAGATGAAACT CTAATCTGTTTTGGGAGAGCAAATGTC 750 

 

 As amostras resultantes deste processo foram aplicadas em gel de agarose 1,5% e 

visualizadas através de um transiluminador de UV para que, em comparação com o 

marcador molecular, fosse analisado se os tamanhos de amplificação obtidos correspondiam 

aos esperados. Estas imagens foram digitalizadas com a ajuda do software Adobe PhotoShop 

versão 7.0 (Adobe Systems Incorporated) e as análises densitométricas foram feiras através 

do software Alpha Easy versão 5.5 (Alpha Inotech Coorporation). 
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3.13 Dosagem de PGE2 por ELISA 

 

 A análise da PGE2 nos sobrenadantes foi feita através da técnica de ELISA sanduíche, 

utilizando-se um kit comercial da Cayman Chemicals, segundo os protocolos do fabricante. 

Em resumo, 100 µl de cada amostra foi incubada com o eicosanóide conjugado com 

acetilcolinesterase e anticorpos específicos em uma placa de 96 poços revestida de 

anticorpos anti-IgG. Após a adição do substrato enzimático, a densidade ótica das amostras 

foi determinada por leitura a 412 nm em espectrofotômetro e a quantificação foi feita 

através de curvas-padrão, sendo o resultado convertido a pg/ml.  

 

 

3.14 Imunofluorescência para proteínas de superfície 

 

 2,5 a 5x105 células foram centrifugadas a 240 g por 5 min a 4 oC e ressuspendidas em 

200 µl de DBSS enriquecido com 5% Soro Fetal Bovino e 0,1% azida sódica. Após nova 

centrifugação, o pellet foi ressuspendido em 20 µl da mesma solução contendo os 

anticorpos desejados. Após 30 min de incubação a 4 oC no escuro, as células foram lavadas 

duas vezes em 200 µl de DBSS contendo 0,1% azida. Em seguida foram ressuspendidas em 

300 µl de DBSS com 0,1% azida e 1% paraformaldeído. A leitura no citômetro de fluxo foi 

feita até 1 h após este tratamento. O DBSS é composto de 8 g NaCl, 0,4 g KCl, 0,36 g 

Na2HPO4.7H2O, 0,06 g KH2PO4 e 1 g glicose em 1 L de água milliQ. Os anticorpos utilizados 

foram o anti-CD3.FITC, o anti-CD4.FITC e o anti-CD95L.PE, todos na concentração 0,5 µg/ml. 

 

 

3.15 Western-blot 

 

 Para a preparação das amostras (lisado total), uma alíquota da ordem de 106 células 

de cada suspensão foi centrifugada por 5 minutos a 210 g e o sedimento celular solubilizado 

em 80-100 µl de tampão de amostra contendo SDS (50 mM Tris-HCl, pH 6,8; 2% SDS, 10% 

glicerol e 2,5% de 2-mercaptoetanol). A amostra foi, então, aquecida a 100 oC por 5 minutos 

e estocada no freezer –20 oC. 
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 As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 8 a 15% contendo SDS e foram 

submetidas à carga elétrica – 3 h a 80 V – para a realização da eletroforese. A presença de 

detergente (SDS) desnatura as proteínas das amostras e neutraliza suas cargas, fazendo com 

que elas migrem no gel de acordo com sua massa molecular.  

 Após a eletroforese, as proteínas do gel foram transferidas para uma membrana de 

PVDF – 4h a 0,2 A – e marcadas com os anticorpos específicos. A detecção dos 

imunocomplexos foi feita pelo método de quimioluminescência utilizando o kit ECL 

(Amershan), com a posterior exposição das membranas a um filme de auto-radiografia, 

conforme protocolo do fabricante. Os filmes foram escaneados e digitalizados pelo software 

HP PrecisionScan LTX (Epson Co.). 

 

 

3.16 Transformação de Bactérias 

 

 As bactérias foram transformadas pelo método de choque térmico. Os plasmídeos 

foram adicionados a 50 µL de bactérias competentes, em gelo por 30 minutos. Em seguida, 

os tubos foram incubados a 42 °C por 1min30s e rapidamente transferidos para gelo, 

incubando-se por mais 5min. Adicionou-se na seqüência, 450 ml de LB e as bactérias foram 

incubadas por 1 h a 37 °C, sob agitação orbital para expressão do gene de resistência. Após 

este período, 50 µl da suspensão de bactérias foram plaqueados em placas de Petri com 

meio sólido LB (1,5 g/L de ágar e  50 µg/mL de ampicilina), incubando-a na estufa a 37 °C por 

um período de 14 a 16h.  

 

 

3.17 Extração de DNA Plasmidial 

 

 Para a obtenção de plasmídeos em grande escala, utilizamos as colunas QIAGEN 100 

ou 500, para midi-prep e maxi-prep, respectivamente, aplicando o protocolo de lise alcalina 

padrão, descritos no manual do produto. Após a transformação bacteriana, uma colônia foi 

selecionada e cultivada em 3 mL de meio líquido LB contendo ampicilina na concentração 

descrita acima, por 8h a 37 °C sob agitação constante (300 rpm). A seguir, esta cultura foi 

diluída 1:1000 em meio LB com antibiótico. As bactérias foram então crescidas por 14-16h a 

37 °C em agitação de 300 rpm e em seguida, centrifugadas a 6000g/15min/4°C. O 
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precipitado foi ressuspendido na solução P1 (50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA e 100 µg/ml de 

RNAse A) e a lise celular ocorreu pela adição da solução P2 (200 mM NaOH, 1% SDS), por 5 

min a 4 °C. Após este período adicionamos a solução P3, de neutralização (3 M acetato de 

potássio pH=5,5), mantendo a mistura por 15-20 minutos no gelo. Para a separação do DNA 

dos resíduos bacterianos, o lisado bacteriano foi centrifugado a 20.000g/30min/4°C (Himac 

C30B2, Hitachi) e o precipitado descartado. A solução contendo o DNA foi aplicada a colunas 

contendo resina de sílica para ligação do DNA. As colunas foram lavadas com uma solução 

de 1 M NaCl, 50 mM MOPS (pH=7,0) e 15% de isopropanol, e o DNA foi recuperado por 

eluição em uma solução de 1,6 M NaCl, 50 mM Tris-Cl (pH=8,5) e 15% isopropanol. O DNA 

foi precipitado com 0,7 vol de isopropanol, e centrifugado por 30min/15.000g/4°C. O 

precipitado foi lavado duas vezes para remoção de sais e outros reagentes com 2 mL de 

etanol 70% por centrifugação a 15.000g/10min. O precipitado de DNA plasmidial foi 

ressuspendido em 50 µL de tampão solução de TE pH=8,0 (10 mM Tris-Cl, 0,1 mM EDTA), ou 

50% TE, 50% H2O milli-Q. 

 

 

3.18 Eletroporação 

 

 3x106 células DO11.10 ou Jurkat foram ressuspendidas em 600 µl meio DMEM sem 

soro e transferidas para uma cubeta de 0,4 mm próprias para eletroporação. A estas células 

foram adicionadas diferentes combinações de plasmídeos previamente determinadas. 

Nestas combinações sempre existiam três plasmídeos: o primeiro denominado 

pRL.TK.Renilla codifica para luciferase de renila e é útil para normalização da transfecção, já 

que este promotor confere expressão basal e não modulável. O segundo plasmídeo é o de 

superexpressão gênica. Foram utilizados os pcDNA5.Vetor e o pcDNA5.NFAT1, sendo que o 

último codifica para NFAT1. Por fim, utilizou-se um plasmídeo repórter contendo o promotor 

responsivos a NFAT, sendo ele o 3xNFAT.Luciferase. 

 O pulso eletromagnético foi realizado na máquina GenePulser II (Biorad), utilizando-

se diferentes combinações de voltagem e capacitância. Após a eletroporação, as células 

ficaram em repouso por 15 min na cubeta, antes de serem avolumadas para 12 ml de meio 

RPMI completo, descartando o precipitado que se forma durante a eletroporação, que é 

composto em sua grande maioria por células mortas durante o choque. Em cada poço de 

uma placa de 6 poços foram colocados 4 ml, sendo que estas ficaram em repouso por mais 
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30 min em temperatura ambiente antes de serem levadas à estufa. Este procedimento foi 

adotado para maximizar o fechamento dos poros gerados pelo pulso eletromagnético 

reduzindo os níveis de morte causados por um possível excesso de gás carbônico da estufa 

permeando as células e acidificando-as. Em geral, as células foram incubadas por 24h antes 

de se prosseguir com os tratamentos desejados.  

 

  

3.19 Ensaio de Luciferase 

 

 Após um período de descanso de 18 a 24h posteriormente à eletroporação, 

diferentes estímulos foram aplicados e 6h depois as células foram recolhidas para leitura da 

expressão de luciferase. Para tanto, as células foram transferidas para um tubo de 15 ml e 

centrifugadas a 300 g por 5 min a 4 oC. Em seguida, o precipitado de células foi 

ressuspendido em 1 ml de PBS e transferido para um eppendorf de 1,5 ml, que foi 

centrifugado novamente. Ao precipitado celular foram adicionados 50 µl da solução de lise 

1X fornecida pelo fabricante do kit (PROMEGA). Após 15 min de incubação em temperatura 

ambiente com agitação constante, e uma rápida centrifugação a velocidade máxima, 10 µl 

desta amostra foram adicionados a uma placa de ELISA fundo chato e branco. A leitura foi 

feita em um luminômetro automático que injeta nos diferentes poços tanto a luciferina 

quanto a renila. A luminescência capturada foi transformada em unidades relativas de luz 

(RLU) e o resultado é dado pela razão entre a RLU da reação com luciferina e a RLU da 

reação com renila. 

 

 

3.20 Imunocitoquímica para NFAT1 

 

 A preparação das células para imunocitoquímica foi feita usando lamínulas cobertas 

com gelatina 2% dentro de poços de placas de 24 poços. Para cada amostra, foram 

adicionadas 40.000 células em 1 ml de meio RPMI 10% por poço e ficaram 16-18h na estufa 

a 37 oC. Após o período desejado, à cultura foram adicionados 200 µl de paraformaldeído a 

4% para fixação das células e foram então marcadas com anticorpos anti-NFAT1 (1:200) por 

2h, seguido de marcação com anticorpo secundário (1:100) por 30 min e 200 µl de Solução 

DAPI (300 mM) por 1 min (para coloração do núcleo). As lamínulas foram na seqüência 



43 
 

tratadas com 5 µl de N-propil-galato e colocadas em lâminas, sendo vedadas com esmalte 

incolor. As imagens foram obtidas através do uso de um microscópio de fluorescência 

acoplado a um computador, sendo que as imagens obtidas com o filtro vermelho são 

referentes à marcação com anti-NFAT1 e as com filtro azul à marcação com DAPI. As 

imagens obtidas em cada campo podem ser superpostas, criando uma imagem denominada 

de MERGE. 

 

 

3.21 Obtenção e ativação de linfócitos T primários  

 

Baços ou linfonodos foram removidos de camundongos BALB/c ou BALB/c Tg 

DO11.10 e, por esmerilhação com lâminas foscas, as células foram liberadas dos seus órgãos 

de origem. Os eritrócitos foram removidos por lise em solução de cloreto de amônia e as 

células aderentes foram removidas através de ensaios de adesão em placa por 2h. As células 

restantes foram lavadas por, pelo menos, três vezes, contadas e plaqueadas de acordo com 

os protocolos envolvidos. 

Para ativação, 2,5x105 células foram estimuladas com 1 µg/ml anticorpos anti-CD3 

adsorvidos em placa de 96 poços de fundo chato em um volume final de 100 ul por 8 a 12h.  

 

 

3.22 Geração e ativação de blastos de linfócitos T 

 

Para a geração de blastos de linfócitos T, 106 células foram estimuladas por 48h com 

1 µg/ml anticorpos anti-CD3 adsorvidos em placa e 1 µg/ml anti-CD28 solúvel em placas de 6 

poços, num volume final de 1 ml. Células foram lavadas e cultivadas por mais quatro a seis 

dias na presença de 100 U/ml de IL-2 recombinante humana (Proleukin – Zodiac Prod. Farm. 

– Brasil), com troca a cada dois dias. Na seqüência, as células mortas e debris celulares foram 

eliminados por gradiente de Ficoll-Hypaque (GE HealthCare), lavadas pelo menos 3 vezes, 

contadas e plaqueadas conforme os protocolos envolvidos. Por fenotipagem via citometria 

de fluxo e utilizando anticorpos anti-CD3 e anti-CD4, confirmou-se que mais de 95% das 

células eram duplo-positivas para estes dois marcadores. 

Para ativação, 2,5x105 células foram estimuladas com 1 µg/ml anticorpos anti-CD3 

adsorvidos em placa de 96 poços de fundo chato em um volume final de 100 µl por 8 a 12h.  
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3.23 Marcação com CFSE e ensaio de proliferação 

 

Para marcação com CFSE, 1 µM CFSE foi adicionado a suspensões unicelulares de 

células DO11.10 ou J774 em PBS, numa concentração de 5x106 células/ml. Após 5 min de 

incubação em temperatura ambiente, adicionou-se 10 vol de PBS 5% FBS, seguidos de 

centrifugação imediata a 200 g, 5 min a 4 oC. Foram feitas no mínimo quatro lavagens em 

PBS 5% antes da ressuspensão das células em meio de cultura. Para os ensaios de 

proliferação, as células DO11.10 foram tratadas com diferentes estímulos e após os períodos 

desejados, a diluição do CFSE nas células-filhas foi analisada por citometria de fluxo. 

Alternativamente, a marcação com CFSE foi utilizada para discriminação de populações 

distintas em co-culturas celulares. 

 

 

3.24 Co-cultura de células J774 e linfócitos T primários 

 

 Para avaliação da citotoxicidade de linfócitos T CD4+ contra células J774, foi feita uma 

co-cultura de células, contendo uma proporção de três linfócitos primários por cada célula 

J774, num total de 4x105 células/ml. Para a discriminação das populações durante as 

análises de citometria de fluxo, as células J774 foram marcadas com CFSE (ver protocolo 

acima). Assim, as células positivas para CFSE são consideradas J774 enquanto as negativas 

representam os linfócitos T CD4+. As co-culturas foram estimuladas com anticorpos anti-CD3 

adsorvidos em placa na presença ou não de PGE2. 

 

 

3.25 Análises estatísticas 

 

 Todas as análises estatísticas foram realizadas com o auxílio de um software 

computacional chamado Graphpad Prism, da companhia Graphpad Software Incorporation, 

versão 5. O teste usado foi o ANOVA, seguido pelo teste Tukey. O primeiro tipo de análise foi 

utilizado para averiguar se o fenômeno observado era resultante da variação entre os 

diferentes tratamentos e não de uma combinação aleatória. A segunda análise consistiu em 

comparar tratamentos dois a dois e ver se estes eram significativamente diferentes entre si. 

Valores de p<0,01 foram considerados estatisticamente significativos.  
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4 Resultados 

4.1 Efeito de sobrenadantes de APCs em hibridomas de linfócitos T DO11.10 

 

  Para avaliar a influência das moléculas solúveis produzidas e liberadas por células 

apresentadoras de antígeno na sobrevivência de linfócitos T, foi inicialmente utilizado um 

modelo onde hibridomas de linfócitos T DO11.10 foram estimulados com anticorpos anti-

CD3 adsorvidos em placa, simulando o estímulo de MHC+antígeno no complexo TCR/CD3, 

levando as células à morte por um processo conhecido como activation-induced cell death 

(AICD) (Shi et al., 1989). Esta morte é dependente da interação entre o CD95 e seu ligante 

CD95L (Brunner et al., 1995), sendo que o Fas.Fc, derivado de uma fusão entre a porção do 

receptor CD95 que interage com CD95L e regiões Fc de anticorpos IgG, é capaz de inibir a 

morte induzida por anticorpos anti-CD3 (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Inibição de AICD em hibridomas de linfócitos T DO11.10 por Fas-Fc. Duzentas mil células foram 

estimuladas ou não por 18h com 1µg/ml de anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços 
com diferentes concentrações de Fas.Fc (0,2 a 5,0 µg/ml). A análise foi feita por citometria de fluxo 
após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS.  As barras representam a média das 
triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão representados os respectivos 
desvios-padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação com as células estimuladas com 
anti-CD3.  p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY).  

 

 Às culturas de hibridomas de linfócitos T DO11.10 estimulados ou não com 

anticorpos anti-CD3, foram adicionados diferentes sobrenadantes de culturas de macrófagos 

ou células dendríticas. Primeiramente, sobrenadantes de células J774, uma linhagem 

macrofágica murina derivada de camundongo fêmea BALB/c, foram gerados através de 
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cultura de um milhão de células na presença ou ausência de 1 µg/ml de LPS 

(lipopolisacarídeo bacteriano) derivado de E. coli. Estes sobrenadantes foram adicionados 

aos hibridomas de linfócitos T DO11.10 durante a estimulação destas com anticorpos anti-

CD3 e as taxas de apoptose foram analisadas por incorporação de iodeto de propídeo em 

HFS e citometria de fluxo. Os sobrenadantes de células J774 são inócuos quando adicionados 

às células DO11.10 não estimuladas (dados não mostrados). Porém, quando as células 

DO11.10 são induzidas à morte por anticorpos anti-CD3, os sobrenadantes adquirem 

capacidade inibitória, ou seja, reduzem a taxa de AICD (Figura 2). É interessante notar que 

este efeito é dose-dependente e que é potencializado pela presença de LPS durante a 

geração do sobrenadante (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Inibição de AICD em hibridomas de linfócitos T DO11.10 por sobrenadante de cultura de J774. 
Duzentas mil células foram incubadas por 18h em diferentes concentrações de sobrenadante de 

J774 na presença ou não de 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços. Os 
sobrenadantes foram obtidos após a cultura em placas de 24 poços por 24h de um milhão de células 

J774 estimuladas ou não com 1 µg/ml LPS. A análise foi feita por citometria de fluxo após 
incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras representam a média das triplicatas 
realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão representados os respectivos desvios-
padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação com as células estimuladas com anti-CD3 
e (#): estatisticamente significativo entre as amostras demarcadas.  p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY).  

 

 A potência dos sobrenadantes também se correlaciona com o tempo da cultura e da 

incubação com LPS. Sobrenadantes recolhidos após 24h de cultura protegem melhor do que 
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os sobrenadantes de 4h e, novamente, o tratamento com LPS aumentou o efeito protetor 

dos sobrenadantes (Figura 3). 

 

Figura 3. Cinética de produção do fator de proteção contra AICD de hibridomas de linfócitos T DO11.10 por 

cultura de células J774. Duzentas mil células DO11.10 foram estimuladas por 18h com anticorpos 
anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços na presença de sobrenadantes de diferentes tempos 
de cultura de células J774. Os sobrenadantes foram obtidos após a cultura em placas de 24 poços 

por diferentes períodos (4-24h) de um milhão de células J774 estimuladas ou não com 1 µg/ml LPS. 
A análise foi feita por citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. 
As barras representam a média das triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, 
estão representados os respectivos desvios-padrão. (*): estatisticamente significativo em 
comparação com as células estimuladas com anti-CD3 e (#): estatisticamente significativo entre as 
amostras demarcadas.  p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY).  

 

 Uma das hipóteses sobre a ação protetora do LPS é que ele agiria diretamente nos 

hibridomas de linfócitos T DO11.10, sendo que os sobrenadantes somente serviriam como 

carreadores da endotoxina. Para eliminar esta possibilidade, células DO11.10 foram 

incubadas diretamente com LPS na mesma concentração utilizada (1 µg/ml) e em condições 

experimentais iguais ao experimento anterior. Não houve qualquer alteração na taxa de 

apoptose nestas células (Figura 4), indicando que, mesmo que o LPS seja carreado, a ação 

inibidora da endotoxina não ocorre diretamente sobre os hibridomas.   

 Havia também a possibilidade de que o efeito dos sobrenadantes sobre a morte dos 

hibridomas DO11.10 era através da exaustão de componentes do meio, tais como o soro 

fetal bovino, fatores de crescimento ou citocinas, causada pela cultura prévia dos das APCs 

com o mesmo meio. Para descartar esta hipótese, sobrenadantes de cultura de hibridomas 

de linfócitos T e de células J774 estimulados ou não com 1 µg/ml LPS foram gerados lado a 

lado utilizando as mesmas condições experimentais e concentrações celulares. Como pode 
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ser observado na figura 5, somente os sobrenadantes das culturas de J774 protegeram os 

hibridomas de linfócitos T DO11.10 da morte por AICD, já que os sobrenadantes de cultura 

de DO11.10 não reduziram as taxas de apoptose. 

 

Figura 4. LPS não influencia diretamente a AICD de hibridomas de linfócitos T DO11.10. Duzentas mil células 

foram incubadas por 18h na presença ou não de 1µg/ml de anticorpos anti-CD3 imobilizados em 

placas de 96 poços e/ou 1 µg/ml de LPS. A análise foi feita por citometria de fluxo após incorporação 
de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras representam a média das triplicatas realizadas para 
cada tratamento e, acima destas, estão representados os respectivos desvios-padrão.  

 

Em seguida, foi verificado se o resultado obtido com a linhagem macrofágica J774 se 

estende também para células do exsudato peritonial recém-isolados de camundongos (PECs) 

e para células dendríticas derivadas de medula óssea.  

Para obtenção dos PECs, as células do peritônio foram recolhidas após quatro dias da 

injeção de tioglicolato em camundongos C57Bl/6, plaqueadas e, após 4h de incubação, as 

células não-aderentes foram descartadas. As células aderidas à placa foram denominadas de 

PECs, sendo que a fenotipagem por CD11b e F4/80 mostrou que aproximadamente 95% das 

células são macrófagos. Para a derivação de células dendríticas, células da medula óssea 

foram obtidas e cultivadas por sete dias na presença de GM-CSF. Ao final deste período, as 

células não aderentes foram descartadas e as células aderentes foram consideradas células 

dendríticas, já que a fenotipagem utilizando anti-CD11c e CD11b mostrou que a grande 

maioria das células são duplo-positivas para estes marcadores (dados não mostrados). 
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Figura 5. Sobrenadantes de células J774, mas não de hibridomas de linfócitos T DO11.10, protegem DO11.10 da 

AICD. Duzentas mil células DO11.10 foram estimuladas por 18h com 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 
imobilizados em placas de 96 poços na presença de sobrenadante de cultura de J774 ou DO11.10. Os 
sobrenadantes foram obtidos após a cultura em placas de 24 poços por 24h de um milhão de células 

J774 ou DO11.10 estimuladas ou não com 1 µg/ml LPS. A análise foi feita por citometria de fluxo após 
incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. Os gráficos ilustram os resultados obtidos para 
cada tratamento, com a média e o desvio padrão no canto superior direito.  

 

Os PECs e as DCs foram mantidos em cultura por 24 horas na presença ou ausência 

de 1 µg/ml LPS para geração de sobrenadantes, que foram posteriormente usados em 

ensaios de AICD. A figura 6 mostra que tanto o sobrenadante dos PECs quanto das 

dendríticas reduzem a AICD em hibridomas DO11.10. Da mesma forma que em J774, o LPS 

foi capaz de potencializar a produção do fator inibidor, já que os sobrenadantes derivados 

de células estimuladas com LPS apresentaram proteção significativamente maior se 

comparados com os derivados de células não estimuladas.  
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  Os mesmos experimentos foram realizados com sobrenadantes obtidos de diversas 

culturas de PECs elicitados por tioglicolato, incluindo a linhagem imortalizada de macrófago 

(P388D1 – originada de camundongo DBA/2) e células do exsudato peritoneal de 

camundongos BALB/c, C3H.HePas e 129. Em todos os casos, o padrão de resposta foi o 

mesmo, ou seja, há um nível basal de proteção conferido pelos sobrenadantes, que é 

potencializado quando se adiciona LPS à cultura dos PECs (dados não mostrados). Sendo 

assim, pelo menos in vitro, todas as preparações de células macrofágicas testadas são 

capazes de produzir um fator solúvel que antagoniza a morte de linfócitos T por AICD. 

 

 

Figura 6. Inibição de AICD em hibridomas de linfócitos T DO11.10 por sobrenadante de cultura de (A) PEC ou (B) 

células dendríticas. Duzentas mil células DO11.10 foram estimuladas por 18h com 1 µg/ml de 
anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços na presença ou não de sobrenadante de (A) 
células aderentes do exsudato peritoneal (PEC) ou (B) células dendríticas derivadas de medula óssea 
de camundongos C57Bl/6. Os sobrenadantes foram obtidos após a cultura em placas de 24 poços por 

24h de um milhão de células estimuladas ou não com 1 µg/ml LPS. A análise foi feita por citometria 
de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras representam a média 
das triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão representados os respectivos 
desvios-padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação com as células estimuladas com 
anti-CD3 e (#): estatisticamente significativo entre as amostras demarcadas.  p<0,01 (Teste ANOVA e 
TUKEY). 

 

 Quanto às células dendríticas, foi avaliado se condições diferentes de diferenciação 

poderiam influenciar na produção do fator inibidor da AICD de linfócitos T. Para tanto, o 

primeiro passo foi derivar células dendríticas de medula óssea utilizando 20 ng/ml GM-CSF 

combinado ou não com 100 U/ml IL-4. A proteção conferida pelos sobrenadantes de células 

dendríticas derivadas nestas duas condições diferentes foi muito similar, tanto para células 

não estimuladas como para células estimuladas com LPS (Figura 7A). 
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Figura 7. Inibição de AICD em hibridomas de linfócitos T DO11.10 por sobrenadante de cultura de células 

dendríticas. Duzentas mil células DO11.10 foram estimuladas por 18h com 1 µg/ml de anticorpos anti-
CD3 imobilizados em placas de 96 poços na presença ou não de sobrenadante de células dendríticas 
(A) derivadas de medula óssea com GM-CSF ou GM-CSF e IL-4 ou (B) derivadas de medula óssea de 

camundongos C57Bl/6 WT, IL-12 KO, IFN-γ KO e duplo KO. Os sobrenadantes foram obtidos após a 

cultura em placas de 24 poços por 24h de um milhão de células estimuladas ou não com 1 µg/ml de 
LPS. A análise foi feita por citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão 
HFS. As barras representam a média das triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, 
estão representados os respectivos desvios-padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação 
com as células estimuladas com anti-CD3 e (#): estatisticamente significativo entre as amostras 
demarcadas.  p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY). 

 

 Como as citocinas IL-12 e IFN-γ podem participar da maturação de células dendríticas 

(Bastos et al., 2004; Frucht et al., 2001; Puddu et al., 1997), foi avaliado se estas citocinas 

estavam envolvidas na produção do fator inibidor da AICD de linfócitos T. Células dendríticas 

foram, então, diferenciadas a partir de medula óssea de camundongos nocautes para IL-12, 

IFN-γ ou nocautes para ambas as citocinas. Os sobrenadantes destas células, estimuladas ou 
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não com LPS, foram usados durante ensaios de AICD com hibridomas de linfócitos T 

DO11.10. A proteção obtida com os sobrenadantes das células dendríticas nocautes não foi 

diferente da obtida com célula dendríticas derivadas de camundongos selvagens (Figura 7B), 

indicando que ambas as citocinas não são necessárias para a produção do fator inibidor da 

morte de linfócitos T. 

 

 

4.2 Participação dos receptores Toll-Like (TLRs) na produção do fator de inibição 

da AICD 

 

 Com o objetivo de investigar se a ação do LPS no aumento do efeito inibidor dos 

sobrenadantes de macrófagos e células dendríticas é dependente da sinalização via TLRs e 

suas moléculas associadas, foram utilizadas diversas linhagens de camundongos nocautes 

para estas proteínas. 

 Primeiramente, foram utilizadas duas linhagens de camundongo C3H, sendo que uma 

delas era deficiente em TLR4 (C3H.HeJ) e a outra era a contra-parte selvagem (C3H.HePas) 

(Glode et al., 1976). Os sobrenadantes derivados de PECS de ambas as linhagens de 

camundongos apresentaram a mesma proteção basal contra a AICD. Porém, enquanto os 

PECs derivados de camundongos selvagens C3H.HePas foram capazes de responder 

normalmente ao estímulo por LPS, refletido em um aumento da potência do sobrenadante 

correspondente, os PECs deficientes para TLR4 (C3H.HeJ) foram refratários à ação do LPS, 

mantendo os mesmos níveis de proteção obtidos com as células não estimuladas (Figura 8). 

Em conjunto estes dados indicam que a proteção basal conferida pelos sobrenadantes é 

independente de TLR4 e o aumento deste efeito é dependente de TLR4. 
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Figura 8. Inibição de AICD em hibridomas de linfócitos T DO11.10 por sobrenadante de cultura de PECs de 

camundongos C3H.Pas e C3H.HeJ. Duzentas mil células foram incubadas por 18h com sobrenadantes 

de macrófagos na presença ou não de 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 
poços. Os sobrenadantes foram obtidos após a cultura em placas de 24 poços por 24h de um milhão 

de macrófagos de camundongos C3H.HePas ou C3H.HeJ estimulados ou não com 1 µg/ml de LPS. A 
análise foi feita por citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As 
barras representam a média das triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão 
representados os respectivos desvios-padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação com 
as células estimuladas com anti-CD3 e (#): estatisticamente significativo entre as amostras 
demarcadas.  p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY).  

 

 Dando seqüência aos experimentos, camundongos deficientes em CD14 e TLR2 foram 

utilizados para elucidar o papel destas moléculas na sinalização por LPS no presente modelo. 

Camundongos C57Bl/6 foram utilizados como controle por possuírem o mesmo patrimônio 

genético que as linhagens deficientes. Da mesma forma como descrito acima, macrófagos 

elicitados por tioglicolato foram recolhidos do peritônio destes animais e mantidos em 

cultura por 24h na presença ou ausência de LPS. O sobrenadante foi recolhido e testado 

como inibidor da morte de hibridomas DO11.10 por anticorpos anti-CD3. A deficiência de 

expressão das moléculas de CD14 ou TLR2 não interferiu no potencial de proteção conferida 

pelos sobrenadantes dos PECS estimulados com LPS (Figura 9), demonstrando que a 

sinalização do LPS neste modelo é independente de CD14 e TLR2. 
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Figura 9. Inibição de AICD em hibridomas de linfócitos T DO11.10 por sobrenadante de cultura de PECs de 

camundongos C57Bl/6 WT, TLR2 KO e CD14 KO. Duzentas mil células DO11.10 foram estimuladas por 

18h com 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços na presença ou não de 
sobrenadante de PECs derivados de camundongos C57Bl/6 WT, TLR2 KO e CD14 KO. Os 
sobrenadantes foram obtidos após a cultura em placas de 24 poços por 24h de um milhão de células 

estimuladas ou não com 1 µg/ml de LPS. A análise foi feita por citometria de fluxo após incorporação 
de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras representam a média das triplicatas realizadas 
para cada tratamento e, acima destas, estão representados os respectivos desvios-padrão. (*): 
estatisticamente significativo em comparação com as células estimuladas com anti-CD3 e (#): 
estatisticamente significativo entre as amostras demarcadas. p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY).  

 

 Como a proteína MyD88 é central na sinalização intracelular desencadeada por 

praticamente todos os TLRs, sua participação na produção do fator inibidor da AICD foi 

investigada. Para tanto, os sobrenadantes de PECs derivados de camundongos MyD88 

nocautes estimulados ou não com LPS foram comparados com os sobrenadantes de PECs 

derivados de camundongos selvagens. Como pode ser observado na figura 10, a proteção 

normalmente conferida pelos sobrenadantes foi totalmente perdida quando foram 

utilizadas células nocautes para MyD88, mesmo quando estimuladas com LPS. Estes 

resultados indicam que o MyD88 é essencial tanto para a produção basal do fator inibidor da 

AICD como para a potencialização induzida por LPS. 
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Figura 10. Inibição de AICD em hibridomas de linfócitos T DO11.10 por sobrenadante de cultura de PECs 

extraídos de camundongos C57Bl/6 WT e MyD88 KO. Duzentas mil células DO11.10 foram 

estimuladas por 18h com 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços na 
presença ou não de sobrenadante de PECs derivados de camundongos C57Bl/6 WT ou MyD88 KO. 
Os sobrenadantes foram obtidos após a cultura em placas de 24 poços por 24h de um milhão de 

células estimuladas ou não com 1 µg/ml de LPS. A análise foi feita por citometria de fluxo após 
incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras representam a média das triplicatas 
realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão representados os respectivos desvios-
padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação com as células estimuladas com anti-
CD3 e (#): estatisticamente significativo entre as amostras demarcadas. p<0,01 (Teste ANOVA e 
TUKEY).  

 

 

4.3 Caracterização do fator de inibição da AICD presente nos sobrenadantes 

 

Como o efeito do LPS na produção do fator inibidor da AICD via TLR4 é mediado pela 

ativação de MyD88, um fator de transcrição que modifica o padrão de expressão de vários 

genes, o próximo passo na caracterização deste componente inibidor foi averiguar se sua 

produção é dependente de síntese protéica.  

 Portanto, para investigar a dependência de síntese protéica na produção deste fator, 

foi usada a cicloheximida (CHX), um inibidor de síntese protéica, durante a obtenção dos 

sobrenadantes. Como a CHX em altas doses pode induzir apoptose, primeiramente foi feita 

uma curva dose-resposta quanto à sensibilidade das células à morte por esta droga, para se 

encontrar a maior dose não-letal passível de ser usada. Como resultado, foi escolhida a 

concentração de 0,2 µM (Figura 11A). 
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 Esta concentração também foi testada nos hibridomas de linfócitos T DO11.10 

estimulados ou não com anticorpos anti-CD3 (Figura 11B). A CHX não induziu morte nestas 

células e também não inibiu a morte por estimulação com anticorpos anti-CD3. Este dado é 

especialmente importante para descartar a possibilidade de que o efeito encontrado com os 

sobrenadantes de células tratadas com CHX fosse, na verdade, resultante de uma ação 

direta deste inibidor nos hibridomas DO11.10. A CHX reduziu fortemente os níveis de 

proteção causados tanto por sobrenadantes de células não estimuladas como também de 

células estimuladas por LPS (Figura 11C), indicando que ou o fator inibidor é uma proteína 

ou sua síntese depende de uma proteína recém-sintetizada. 

 Para aprofundar a caracterização da natureza molecular do fator protetor, 

sobrenadantes de células J774 estimulados por LPS foram incubados por 15 min a 70 oC ou 

tratados com proteinase K para inativação de proteínas. Em ambos os casos, não houve 

alteração da função protetora dos sobrenadantes (dados não mostrados). Em conjunto com 

os dados da figura 11C, deduz-se que o efeito protetor não é mediado per se por uma 

proteína, mas a produção deste fator inibidor é dependente de síntese protéica. 

 Dentre as principais moléculas induzidas pela via de TLR4/MyD88, destaca-se a 

prostaglandina E2 (PGE2), um mediador lipídico anti-inflamatório, cuja síntese depende da 

expressão da ciclooxigenase-2 (Cox-2), uma proteína fortemente induzida por LPS (Hwang, 

2001). Para investigar se a PGE2 pode ser um dos fatores secretados por macrófagos com 

capacidade de inibir a AICD de linfócitos T, o primeiro passo foi averiguar se o LPS induzia a 

expressão de Cox-2 e se esta expressão era funcional, ou seja, se havia a produção de 

prostaglandinas. 

 Extratos celulares de J774 (Figura 12A) e de macrófagos peritoneais de camundongos 

C57Bl/6 (dados não mostrados) foram feitos a partir da cultura destas células na presença ou 

não de 1 µg/ml LPS por 24h e analisados através de western blot, utilizando anticorpos anti-

Cox-2. Os sobrenadantes destas culturas também foram utilizados para se avaliar a 

concentração de PGE2 secretada através da técnica de ELISA (Figura 12B). Como pode ser 

observado, houve um forte aumento na expressão de Cox-2 nas células estimuladas com 

LPS, que se correlaciona diretamente com uma maior concentração de PGE2 encontrada no 

sobrenadante correspondente. Estes dados indicam que há uma produção basal de PGE2 e 

que o LPS potencializa a produção e secreção deste mediador lipídico.  
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Figura 11. Efeito da cicloheximida na sobrevida de células J774 e na inibição de AICD em hibridomas DO11.10. 

(A) Um milhão de células J774 foram estimuladas ou não com 1 µg/ml de LPS por 24h em placas de 
24 poços. Diferentes doses de cicloheximida (CHX) foram adicionadas durante às culturas, que 
foram analisadas quanto à taxa de morte induzida por CHX. (B-C) Duzentas mil células DO11.10 
foram estimuladas ou não com anticorpos anti-CD3 adsorvidos a placas de 96 poços na presença ou 

não de (B) 0,2 µM CHX ou (C) sobrenadantes de macrófagos. Os sobrenadantes foram obtidos após 
a cultura em placas de 24 poços por 24h de um milhão de macrófagos estimulados ou não com 

1µg/ml de LPS, na presença ou não de 0,2 µM CHX. A análise foi feita por citometria de fluxo após 
incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras representam a média das triplicatas 
realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão representados os respectivos desvios-
padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação com as células (A) não-estimuladas ou (B-
C) estimuladas com anti-CD3 e (#): estatisticamente significativo entre as amostras demarcadas.  
p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY). 
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Figura 12. Indução da expressão de ciclooxigenase-2 (Cox-2) e secreção de prostaglandina E2 (PGE2) induzida 

por LPS. (A) Quantificação da expressão de Cox-2 por western blot em células J774 estimuladas ou 

não com 1 µg/ml LPS por 24h. (B) Quantificação de PGE2 nos sobrenadantes. Um milhão de 

macrófagos peritoneais de C57Bl/6 foram cultivados com ou sem estímulo de 1 µg/ml LPS em placa 
de 24 poços. Os sobrenadantes foram recolhidos após 24h e as células foram processadas para se 
obter o extrato total. O extrato das células foi analisado por western blot, utilizando-se anticorpos 
anti-Cox-2 para quantificação de Cox-2 e anticorpos anti-actina como controle da quantidade de 
proteína carregada no gel. Os sobrenadantes foram dosados por ELISA através de kit comercial, 
seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.  

 

Para verificar se a PGE2 é um dos componentes ou o componente presente nos 

sobrenadantes com propriedades inibitórias da AICD, foram utilizados três diferentes 

inibidores da produção de prostaglandinas durante a produção dos sobrenadantes – a 

indometacina, o NS398 e o AACOCF3 – sendo que cada um destes inibidores age de maneira 

distinta. A indometacina age bloqueando a ação tanto da Cox-1 quanto da Cox-2 (Seibert et 

al., 1997; Tavares e Bennett, 1993). O NS398 é um inibidor específico para Cox-2 (Futaki et 

al., 1994) e o AACOCF3 (arachidonyltrifluoromethane) bloqueia o metabolismo total do ácido 

araquidônico, por suprimir a atividade da fosfolipase A2 (PLA2) (Fukunaga et al., 1996). Parte 

dos sobrenadantes foi utilizada para a dosagem de PGE2 e outra parte foi utilizada em 

ensaios de AICD, sendo que os resultados estão compilados na figura 13. 

 As três drogas diminuíram drasticamente a concentração de PGE2 nos sobrenadantes 

das células J774 estimuladas por LPS, demonstrando que estes inibidores estão funcionando 

e exercendo corretamente suas funções (Figura 13A). Estes sobrenadantes com baixas 

concentrações de PGE2 apresentaram uma forte redução na capacidade protetora (Figura 

13B). Em conjunto, estes resultados fortalecem a hipótese que a PGE2 é um dos fatores (ou o 

fator) secretados por PECs e DCs que age na supressão da morte de hibridomas de linfócitos 

T por AICD. 
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Figura 13. Influência de inibidores do metabolismo de ácido aracdônico na secreção de PGE2 em células J774 e 

na AICD de hibridomas de linfócitos T DO11.10. (A) Um milhão de células J774 foram cultivados com 

ou sem estímulo de LPS 1 µg/ml em placa de 24 poços. Trinta minutos antes do estímulo por LPS a 
cultura de células foi tratada com diferentes drogas inibidoras de enzimas da via de metabolismo do 
ácido aracdônico: 10 μg/ml Indometacina, 10 μM NS398 ou 10 μM AACOCF3. (B) Duzentas mil 
células DO11.10 foram estimuladas ou não com anticorpos anti-CD3 adsorvidos a placas de 96 poços 
na presença dos diferentes sobrenadantes gerados em (A). A análise foi feita por citometria de fluxo 
após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras representam a média das 
triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão representados os respectivos 
desvios-padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação ao SUPLPS.  p<0,01. 

 

 Após mostrar que os sobrenadantes com níveis reduzidos de PGE2 perdem grande 

parte do seu potencial protetor (Figura 13), o passo seguinte foi avaliar se a adição de PGE2 

sintética era capaz de mimetizar os efeitos dos sobrenadantes no bloqueio da AICD em 

hibridomas de linfócitos T DO11.10. Os hibridomas DO11.10 que foram estimulados por 

anticorpos anti-CD3 foram protegidos da AICD na presença de PGE2, de forma dose-

dependente (Figura 14), mais uma vez mostrando que o efeito do sobrenadante é, pelo 

menos, em grande parte, mediado por PGE2. 
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Figura 14. Prostaglandina E2 (PGE2) inibe a AICD de hibridomas de linfócitos T DO11.10. Duzentas mil células 
DO11.10 foram estimuladas ou não com anticorpos anti-CD3 adsorvidos a placas de 96 poços por 
18h na presença de diferentes concentrações de PGE2 (10

-10
 a 10

-7 
M). A análise foi feita por 

citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras 
representam a média das triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão 
representados os respectivos desvios-padrão (*): estatisticamente significativo em comparação com 
as células estimuladas com anti-CD3.  p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY). 

 

 Até este momento, todos os experimentos de proteção contra a AICD haviam sido 

feitos utilizando-se um período de estimulação com anticorpos anti-CD3 não superior à 18h. 

Para analisar se a PGE2 e, conseqüentemente, os sobrenadantes, conferiam uma proteção a 

longo prazo e não somente um atraso na indução de apoptose foi feita uma cinética de até 

48h de estimulação com anticorpos anti-CD3 na presença ou não de PGE2. Mesmo após dois 

dias de incubação, a PGE2 continuou efetiva, reduzindo significativamente as taxas de 

apoptose induzidas por anticorpos anti-CD3 (Figura 15). As células sobreviventes da 

estimulação com anti-CD3 na presença de PGE2 foram lavadas e replaqueadas em cultura, 

mostrando-se viáveis e apresentado taxas normais de crescimento (dados não mostrados). 

 Como existem relatos na literatura mostrando que, em alguns casos, a AICD ocorre 

somente se a célula entra em mitose (Algeciras-Schimnich et al., 1999; Fotedar et al., 1995) e 

a PGE2 foi descrita como um fator anti-proliferativo (Chouaib et al., 1985; Klingemann et al., 

1986; Okano et al., 2006), havia a possibilidade que o efeito da PGE2 não era diretamente no 

mecanismo de indução de morte e sim por inibição do ciclo celular. Portanto, para saber se 

este mediador lipídico exerce ação anti-proliferativa nos hibridomas de linfócitos T DO11.10, 

as células foram coradas com CFSE, (um corante vital que se divide igualmente entre as 

células-filhas geradas de uma mitose), tratadas ou não com 10-7 M PGE2 e analisadas em 
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diferentes tempos de incubação (12, 24, 36 e 48h). A figura 16A mostra que a PGE2 não 

altera a proliferação destas células em qualquer um dos tempos observados. 

 
 

 

Figura 15. PGE2 é capaz de inibir por tempo prolongado a AICD de hibridomas de linfócitos T DO11.10. Duzentas 
mil células DO11.10 foram estimuladas ou não por 12h, 24h, 36h ou 48h com anticorpos anti-CD3 
adsorvidos a placas de 96 poços na presença ou não de 10

-7 
M PGE2. A análise foi feita por citometria 

de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras representam a média 
das triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão representados os respectivos 
desvios-padrão (*): estatisticamente significativo em comparação com as células estimuladas com 
anti-CD3. (#): estatisticamente significativo entre as amostras demarcadas.  p<0,01 (Teste ANOVA e 
TUKEY).  

 

 Como existem relatos na literatura mostrando que, em alguns casos, a AICD ocorre 

somente se a célula entra em mitose (Algeciras-Schimnich et al., 1999; Fotedar et al., 1995) e 

a PGE2 foi descrita como um fator anti-proliferativo (Chouaib et al., 1985; Klingemann et al., 

1986; Okano et al., 2006), havia a possibilidade que o efeito da PGE2 não era diretamente no 

mecanismo de indução de morte e sim por inibição do ciclo celular. Portanto, para saber se 

este mediador lipídico exerce ação anti-proliferativa nos hibridomas de linfócitos T DO11.10, 

as células foram coradas com CFSE, (um corante vital que se divide igualmente entre as 

células-filhas geradas de uma mitose), tratadas ou não com 10-7 M PGE2 e analisadas em 

diferentes tempos de incubação (12, 24, 36 e 48h). A figura 16A mostra que a PGE2 não 

altera a proliferação destas células em qualquer um dos tempos observados. 

Em uma segunda abordagem, os hibridomas DO11.10 corados com CFSE foram 

estimulados com anticorpos anti-CD3 na presença ou não de 10-7 M PGE2 e analisadas após 
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48h de cultura (Figura 16B). Nestas condições, a PGE2 também não causa redução na 

proliferação celular. Como controle da inibição de proliferação, hibridomas DO11.10 foram 

tratados com cicloheximida, que resultou  numa inibição significativa da divisão celular. 

 

 

Figure 16. PGE2 não afeta a proliferação dos hibridomas de linfócitos T DO11.10. (A) Meio milhão de células 
DO11.10 foram marcadas com CFSE e incubadas na presença ou não de 10

-7 
M PGE2 por 12h, 24h, 

36h e 48h. Após os períodos apropriados, a diluição do CFSE foi analisada através de citometria de 
fluxo. Cinza escuro: células não tratadas. Cinza claro: células tratadas com PGE2. (B) Meio milhão de 
células DO11.10 foram marcadas com CFSE e estimuladas ou não por 48h com 1 µg/ml anticorpos 
anti-CD3 adsorvidos em placa na presença ou não de 10

-7 
M PGE2. Como controle de inibição de 

ciclo celular, células DO11.10 foram tratadas com 0,4 µg/ml of cicloheximida (CHX). Após 48h, a 
diluição do CFSE foi analisada através de citometria de fluxo.  

 

 

4.4 Efeito da PGE2 e dos sobrenadantes na via mediada por CD95/CD95L 

 

 O passo seguinte foi entender como a PGE2 derivada dos diferentes sobrenadantes 

de culturas de PECs ou DCs agem para evitar a morte de células DO11.10 por estimulação via 

anticorpos anti-CD3. Uma possibilidade é que podem agir alterando a expressão 

gênica/protéica de moléculas associadas aos eventos iniciais da AICD, tais como o CD95L, 

CD95 e FLIP. Sendo assim, a expressão de moléculas que participam da via de CD95 foram 

analisadas através da técnica de RT-PCR. Para tanto, as células foram incubadas por um 

período de duas horas com as diversas combinações entre anticorpos anti-CD3 e 

sobrenadantes de cultura celulares estimuladas ou não com LPS. Em seguida, o RNA destas 

amostras foi extraído e convertido para cDNA para análise da expressão gênica. 

 Inicialmente, foram usados os sobrenadantes de PECs de camundongos C57Bl/6 

estimulados (SUPLPS) ou não (SUP) com 1 µg/ml LPS (Figura 17).  A expressão da molécula 
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CD95 não sofreu alterações significativas em nenhum dos tratamentos nos diversos 

experimentos realizados, indicando que, ao menos transcripcionalmente, a regulação da 

expressão da molécula de CD95 não parece ser importante para o processo de inibição da 

AICD (Figura 17B). 

  A molécula de FLIP tampouco variou de forma a explicar a inibição da morte por 

sobrenadantes de PECs (Figura 17C). O pequeno aumento obtido na incubação com anti-CD3 

não se repetiu em todos os experimentos realizados (dados não mostrados). De qualquer 

modo, este aumento não foi potencializado pela adição dos sobrenadantes, o que descarta a 

modulação transcripcional de FLIP como sendo o mecanismo de inibição de morte.  

 O padrão de expressão gênica encontrado para a molécula CD95L foi mais condizente 

com os níveis de AICD nos diferentes tratamentos (Figura 17A). Esta molécula, ausente na 

condição controle, foi fortemente induzida por anticorpos anti-CD3. Porém, na presença de 

SUP de PEC, os níveis de expressão de CD95L induzidas por anti-CD3 foram reduzidos, sendo 

que esse efeito foi muito mais pronunciado se usado o SUPLPS.  

Em seguida, os mesmos experimentos foram realizados utilizando-se sobrenadantes 

de células dendríticas derivadas de medula óssea de camundongos de C57Bl/6 estimulados 

(SUPLPS) ou não (SUP) com 1 µg/ml LPS. Os resultados foram muito similares aos encontrados 

com os sobrenadantes de PEC, ou seja, CD95 e FLIP não exibem modulação significativa 

pelos diferentes tratamentos, enquanto que o CD95L é induzido fortemente pelo anti-CD3, 

que é antagonizado pelo SUP de DC e, de maneira ainda mais potente, pelo SUPLPS de DC 

(Figura 18). 
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Figura 17. Influência dos sobrenadantes de PECs na expressão gênica de CD95L, CD95 e FLIP de hibridomas de 

linfócitos T DO11.10 estimuladas por anticorpos anti-CD3. Um milhão de células DO11.10, 
distribuídas em cinco poços, foram incubadas por 2h com sobrenadantes de macrófagos na 

presença ou não de 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços. Os 
sobrenadantes foram obtidos após a cultura em placas de 24 poços por 24h de um milhão de PECs 

de camundongos C57Bl/6 estimuladas (SUPLPS) ou não (SUP) com 1 µg/ml de LPS. As amplificações 
das moléculas de (A) CD95L, (B) CD95 e (C) FLIP foram feitas com temperatura de anelamento (TA) 
de 64 

o
C, 66 

o
C e 60 

o
C e 33, 28 e 30 ciclos, respectivamente. Seguiu-se o protocolo descrito na 

seção “materiais e métodos”. Os valores estão normalizados em relação à segunda coluna, que 
corresponde ao tratamento somente com anticorpos anti-CD3. Os valores estão também 
normalizados pelo valor correspondente da amplificação de actina.  
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Figura 18. Influência dos sobrenadantes de células dendríticas na expressão gênica de CD95L, CD95 e FLIP de 

hibridomas de linfócitos T DO11.10 estimuladas por anticorpos anti-CD3. Um milhão de células 
DO11.10, distribuídas em cinco poços, foram incubadas por 2h com sobrenadantes de macrófagos 

na presença ou não de 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços. Os 
sobrenadantes foram obtidos após a cultura em placas de 24 poços por 24h de um milhão de 
células dendríticas derivadas de camundongos C57Bl/6 estimuladas (SUPLPS) ou não (SUP) com 1 

µg/ml de LPS. As amplificações das moléculas de (A) CD95L, (B) CD95 e (C) FLIP foram feitas com 
temperatura de anelamento (TA) de 64 

o
C, 66 

o
C e 60 

o
C e 33, 28 e 30 ciclos, respectivamente. 

Seguiu-se o protocolo descrito na seção “materiais e métodos”. Os valores estão normalizados em 
relação à segunda coluna, que corresponde ao tratamento somente com anticorpos anti-CD3. Os 
valores estão também normalizados pelo valor correspondente da amplificação de actina.  
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Estes resultados, portanto, sugerem fortemente que o mecanismo utilizado pelos 

sobrenadantes de PECs e DCs para inibir a morte por AICD é a inibição da expressão de 

CD95L, alçando a regulação transcripcional da molécula CD95L a um lugar central no 

controle da vida e morte dos linfócitos T durante a estimulação do complexo TCR/CD3. 

Como anteriormente foi demonstrado que o principal fator presente nos 

sobrenadantes responsável pela inibição da AICD em hibridomas de linfócitos T é a PGE2 

(Figuras 13 e 14), o passo seguinte foi investigar se a PGE2 era realmente a responsável pela 

inibição da expressão de CD95L. Com este objetivo, hibridomas DO11.10 foram estimulados 

com anticorpos anti-CD3 na presença de diferentes concentrações de PGE2 (10-8 a 10-6 M) 

por 2h seguido de extração de RNAm e síntese de cDNA, para análise da expressão gênica 

por RT-PCR. 

Se for correta a premissa de que um dos principais mecanismos de bloqueio da AICD 

pelos sobrenadantes é via inibição da indução de CD95L pela PGE2 presente nos mesmos, a 

adição de PGE2 sintética deveria repetir este padrão. E é justamente isto que foi encontrado 

(Figura 19). A inibição da expressão gênica de CD95L induzida por anticorpos anti-CD3 foi 

diretamente proporcional à concentração utilizada de PGE2 exógena. Além disso, a PGE2 não 

alterou a transcrição de CD95 e FLIP, o que está de acordo com os dados previamente 

obtidos com os sobrenadantes (Figuras 17 e 18). 

Segundo os relatos na literatura, o principal ponto de regulação da expressão da 

molécula de CD95L é no nível transcripcional, sendo que a expressão protéica normalmente 

reflete as variações ocorridas durante a transcrição (Pinkoski e Green, 1999). Porém, existem 

diversos mecanismos de regulação pós-transcripcionais e pós-traducionais que poderiam 

interferir na quantidade real de moléculas de CD95L presentes na superfície das células. 

Como a AICD ocorre justamente pela ligação entre as moléculas de CD95 e CD95L na 

membrana celular, é de extrema importância avaliar se a expressão de CD95L é, de alguma 

forma, alterada por estes mecanismos pós-transcripcionais. Além disso, mesmo na ausência 

destes mecanismos, a análise da expressão protéica é relevante, pois pode reforçar os dados 

obtidos com análise da expressão gênica. 
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Figura 19. PGE2 recombinante inibe a expressão gênica de CD95L mas não de CD95 e FLIP de hibridomas de 

linfócitos T DO11.10 estimuladas por anticorpos anti-CD3. Um milhão de células DO11.10, 

distribuídas em cinco poços, foram estimuladas por 2h com 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 
imobilizados em placas de 96 poços, na presença de diferentes concentrações de PGE2 (10

-6
 a 10

-8 

M). As amplificações das moléculas de CD95L, CD95 e FLIP foram feitas com temperatura de 
anelamento (TA) de 64 

o
C, 66 

o
C e 60 

o
C e 33, 28 e 30 ciclos, respectivamente. Seguiu-se o protocolo 

descrito na seção “materiais e métodos”. Os valores estão normalizados em relação à segunda 
coluna, que corresponde ao tratamento somente com anticorpos anti-CD3. Os valores estão 
também normalizados pelo valor correspondente da amplificação de actina.  
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Sendo assim, os hibridomas de linfócitos T DO11.10 foram incubados por 8h com 

anticorpos anti-CD3 na presença ou não de sobrenadantes derivados de PEC estimulados 

com 1 µg/ml LPS ou 10-7 M PGE2. Após este período, as células foram marcadas com 

anticorpos anti-CD95L.PE, fixadas e analisadas através de citometria de fluxo. Como estas 

células não foram permeabilizadas, a intensidade de fluorescência reflete a expressão de 

CD95L na superfície celular. 

 A figura 20 mostra que a estimulação por anticorpos anti-CD3 foi capaz de aumentar 

significativamente a expressão de CD95L. Quando a estimulação das células por anticorpos 

anti-CD3 foi acompanhada da adição de sobrenadante de culturas de PECs estimulados com 

LPS (SUPLPS) ou de células dendríticas (dados não mostrados), houve uma forte redução da 

expressão de CD95L. O mesmo resultado foi encontrado quando se adicionou 10-7 M PGE2.  

 

 

Figura 20. Sobrenadantes de cultura de PECs e PGE2 inibem a expressão protéica de CD95L em hibridomas de 

linfócitos T DO11.10. As células foram estimuladas por 8h com anticorpos anti-CD3 adsorvidos em 
placa e incubados com sobrenadante derivados de culturas de PECs estimuladas com 1 µg/ml LPS 
ou 10

-7 
M PGE2 recombinante. Após este período, as células foram fixadas com paraformaldeído, 

marcadas com anticorpos anti-CD95L.PE e analisadas através de imunofluorescência por citometria 
de fluxo. Gráfico representativo de três experimentos independentes.  

 

Todos os resultados obtidos em relação à expressão protéica de CD95L estão em 

concordância com os dados obtidos para a expressão gênica desta molécula. Desta forma, 

não paira dúvidas de que a PGE2, seja ela sintética ou derivada dos sobrenadantes de PECs 

ou DCs, é capaz de inibir a principal via de indução de AICD, que é o aumento de expressão 

de CD95L. 
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Por fim, se o bloqueio da AICD conferido pelos SUPs ocorre somente pela inibição da 

expressão do CD95L, estes mesmos sobrenadantes não deveriam ser capazes de inibir a 

estimulação feita diretamente no receptor CD95 ou em qualquer ponto posterior. Por outro 

lado, caso a proteção ocorresse, ficaria demonstrado que há mais de um ponto de 

modulação da AICD pelos sobrenadantes. Portanto, com o objetivo de se estudar a 

influência dos sobrenadantes na via de indução de morte iniciada pela ativação do receptor 

CD95, anticorpos agonistas anti-CD95 (clone Jo2) foram adicionados a culturas de células 

DO11.10, conjuntamente com sobrenadantes de J774 (Figura 21A) ou de macrófagos 

peritoniais de camundongos 129 (Figura 21B). A estimulação com o anti-CD95 induziu morte 

de forma estatisticamente significativa em células DO11.10. Porém, diferentemente do que 

foi observado durante o estímulo com anticorpos anti-CD3, os sobrenadantes não foram 

capazes de antagonizar a morte induzida por anticorpos anti-CD95. Na verdade, o que 

ocorreu foi justamente o contrário. Tanto os sobrenadantes de células estimuladas com LPS 

quanto os sobrenadantes de culturas não-estimuladas exacerbaram as taxas de apoptose de 

forma estatisticamente significativa (Figura 21). Sobrenadantes de culturas de PECs de 

diversas linhagens de camundongos, como BALB/c e C57Bl/6, foram testadas, apresentando 

resultados muito semelhantes (dados não mostrados). 

 Restava saber se o efeito potencializador da morte das células DO11.10 por 

anticorpos anti-CD95 pelos sobrenadantes também era causada pela prostaglandina E2 ou se 

este efeito era gerado por algum outro composto secretado pelos PECs. Para tanto, células 

DO11.10 foram estimuladas com anticorpos anti-CD95 na presença de diversas 

concentrações de PGE2 sintética e as taxas de apoptose avaliadas após 18h de cultura. Como 

pode ser observado na figura 22, a PGE2 aumentou a taxa de morte causada pelos anticorpos 

anti-CD95 da mesma forma que ocorreu com os sobrenadantes, sugerindo que a PGE2 

presente nos sobrenadantes é responsável também pela exacerbação da morte causada 

pelos sobrenadantes.  
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Figura 21. Ação dos sobrenadantes de cultura de (A) J774 e (B) PEC na morte de hibridomas de linfócitos T 

DO11.10 induzida por anticorpos anti-CD95 agonistas. Duzentas mil células foram incubadas por 

18h com sobrenadantes de macrófagos na presença ou não de 1 µg/ml de anticorpos anti-CD95 
agonistas. Os sobrenadantes foram obtidos após a cultura por 24h de um milhão de (A) células 
J774 ou (B) células aderentes do exsudato peritoneal de camundongos 129 estimulados ou não 

com 1 µg/ml de LPS em placas de 24 poços. A análise foi feita por citometria de fluxo após 
incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS.  As barras representam a média das 
triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão representados os respectivos 
desvios-padrão. (*):estatisticamente significativo em comparação com o estímulo de anti-CD95.  

 

 

Figura 22. Influência da PGE2 exógena na morte induzida por anticorpos anti-CD95 agonistas em hibridomas de 

linfócitos T DO11.10. Duzentas mil células foram estimuladas por 18h com 1 µg/ml de anticorpos 
anti-CD95 agonistas na presença de diferentes doses de prostaglandina E2 (10

-6
 a 10

-10 
M). A análise 

foi feita por citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras 
representam a média das triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão 
representados os respectivos desvios-padrão. (*):estatisticamente significativo ao anti-CD95.  
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4.5 Vias de sinalização induzidas pela PGE2 

 

 Até este ponto do trabalho, foi possível caracterizar a PGE2 como o fator (ou, pelo 

menos, um dos mais importantes fatores) presente nos sobrenadantes responsável pelo 

bloqueio da AICD, a via de indução da produção deste composto pelas células estimuladas 

por LPS, além do efeito da PGE2 no bloqueio da expressão de CD95L em hibridomas de 

linfócitos T. O próximo passo era entender como a PGE2 age nas células DO11.10 para 

exercer tal inibição. Sendo assim, a série de experimentos abaixo tem como objetivo 

dissecar as vias intracelulares importantes na sinalização da inibição do CD95L e, 

conseqüentemente, da morte por AICD.  

 Portanto, para estudar como a PGE2 sinaliza a repressão transcripcional de CD95L, o 

primeiro passo foi analisar a expressão dos seus receptores. Existem quatro diferentes 

receptores de PGE2, denominados EP1 a EP4, sendo que cada um apresenta propriedades 

bioquímicas distintas dependendo do tipo de proteína-G associada. EP1 normalmente se liga 

à proteína Gq e induz o aumento de Ca2+ intracelular (Breyer et al., 2001). Os receptores EP2 

e EP4 se associam com a proteína Gs, com conseqüente ativação de adenilato ciclase e 

aumento de AMPc (Nishigaki et al., 1996). Por outro lado, o receptor EP3 se liga a proteína Gi 

e apresenta efeitos contrários, ou seja, inibe a produção de AMPc (Breyer et al., 2001).  

 Para descobrir qual dos receptores está associado com a proteção contra a AICD 

conferida por PGE2, a expressão dos níveis protéicos de cada receptor foi avaliada por 

western blot. Com exceção do EP1, todos os outros três receptores estão expressos nos 

hibridomas DO11.10 e nenhum deles foi modulado pela estimulação por anticorpos anti-CD3 

(Figura 23). 

 Como os EP2, EP3 e EP4 estão ligados principalmente à modulação dos níveis de 

AMPc intracelular, foi testado se o aumento dos níveis deste segundo mensageiro protegia 

as células DO11.10 da AICD ou não. Para tanto, a forskolina, um diterpeno capaz de ativar 

diretamente a adenilato ciclase, aumentando os níveis de AMPc (de Souza et al., 1983), foi 

adicionada a células DO11.10 durante a indução de AICD por anticorpos  anti-CD3. 
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Figura 23. Expressão protéica dos receptores de PGE2 em hibridomas de linfócitos T DO11.10, estimulados ou 

não por anticorpos anti-CD3. Um milhão de células foram cultivadas em poços adsorvidos ou não 

com 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 por 8h. Após este período, as células foram lisadas, obtendo-se 
o conteúdo protéico total. A expressão dos receptores de PGE2 (EP1-4) foi analisado através da 
técnica de Western Blot. 

 

O tratamento com forskolina reduziu significativamente os níveis de apoptose nos 

hibridomas DO11.10, de forma dose-dependente (Figura 24). Este resultado indica que o 

aumento do AMPc através da ativação da adenilato ciclase medeia o efeito da PGE2 na AICD. 

Sendo assim, a hipótese que se impõe é que os receptores EP2 e/ou EP4, associados a 

proteínas Gs, estimuladoras da adenilato ciclase, devem ser os principais mediadores da 

proteção induzida por PGE2. 

 

Figura 24. Efeito da Forskolina, um ativador da produção de AMPc pela adenilato ciclase, na AICD de 

hibridomas de linfócitos T DO11.10. Duzentas mil células foram estimuladas por 18h com 1µg/ml de anticorpos 
anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços na presença ou não de diferentes concentrações de forskolina (25 

a 100µM). A análise foi feita por citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. 
As barras representam a média das triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão 
representados os respectivos desvios-padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação com as células 
estimuladas com anti-CD3.  p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY).  
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Portanto, para avaliar se os receptores EP2 e/ou EP4 estão envolvidos na proteção 

induzida por PGE2, foram utilizados agonistas altamente específicos para cada um dos 

receptores: butaprost (específico para EP2) e ONO-AE1-329 (específico para EP2). Nenhum 

dos compostos se mostrou tóxico nas concentrações utilizadas quando adicionados aos 

hibridomas DO11.10, sendo que doses mais altas causaram morte celular (dados não 

mostrados). A figura 25 mostra que ambos os agonistas inibem a morte induzida por 

anticorpos anti-CD3, de forma dose-dependente, indicando que ambos os receptores EP2 e 

EP4 estão envolvidos com o bloqueio da AICD. 

 

 
Figura 25. Efeito dose-resposta dos agonistas de EP2 e EP4 na proteção contra a AICD em hibridomas de 

linfócitos T DO11.10. Duzentas mil células foram estimuladas durante 18h por 1 µg/mL de 
anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços na presença ou não de diferentes 
concentrações do agonista de EP2 (Butaprost) ou EP4 (ONO-AE1-329). A quantificação de apoptose 
foi feita por citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As 
barras apresentam a média das triplicatas realizadas para cada tratamento, acima destas, estão 
representados os respectivos desvios-padrão. (*): diferença estatisticamente significativa em 
relação às células estimuladas por anti-CD3 (barra preta). p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY).  

 

 Na seqüência, foi analisada a possibilidade de que os receptores EP2 e EP4 

funcionassem de forma conjunta, aditiva. As células DO11.10 foram estimuladas com 

anticorpos anti-CD3 imobilizados em placa e os agonistas foram adicionados às culturas 
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os agonistas foram adicionados em uma concentração duas vezes menor (25 nM ou 50 nM) 

para que a soma das concentrações (25+25 nM ou 50+50 nM) ficasse equivalente às doses 

usadas individualmente (50nM ou 100mM). Surpreendentemente, quando adicionados em 

conjunto, os agonistas de EP2 e EP4 resultaram numa proteção significativamente maior do 

que quando adicionados separadamente (Figura 26).  

 

 

Figura 26. Efeito sinergístico entre os agonistas de EP2 e EP4 na proteção contra a AICD em hibridomas de 

linfócitos T DO11.10. Duzentas mil células foram estimuladas durante 18h por 1 µg/mL de 
anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços na presença ou não de diferentes 
concentrações do agonista de EP2 (Butaprost) e EP4 (ONO-AE1-329), sozinhos ou em combinação. 
A quantificação de apoptose foi feita por citometria de fluxo após incorporação de iodeto de 
propídeo em tampão HFS. As barras apresentam a média das triplicatas realizadas para cada 
tratamento, acima destas, estão representados os respectivos desvios-padrão. (*) diferença 
estatisticamente significativa em relação às células estimuladas por anti-CD3 (barra preta). (#) 
estatisticamente diferentes entre si. p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY). Experimento representativo 
de quatro experimentos realizados. 

 

Apesar dos agonistas serem excelentes indicativos da participação do EP2 e do EP4 

na via de supressão da AICD, a prova irrefutável que estes receptores são importantes para 

este mecanismo advém do uso de inibidores específicos. Caso contrário, sempre há a 

possibilidade que a sinalização via EP2/EP4 mimetize a ação da PGE2, mas que isso não passe 

de uma coincidência. Com a obtenção dos inibidores específicos para EP2 (AH6809) e para 

EP4 (ONO-AE3-208), foi possível realizar uma série de experimentos para confirmar a 

relevância destes receptores no fenômeno de inibição da AICD. 
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Primeiramente, os inibidores de EP2 e EP4 foram adicionados diretamente a células 

DO11.10 para se estudar a possível toxicidade destes compostos. Os resultados mostraram 

que a concentração máxima não tóxica encontrada foi 10 µM tanto para AH6809 quanto 

para ONO-AE3-208 (dados não mostrados). Em seguida, os antagonistas de EP2 e EP4 foram 

avaliados quanto a sua especificidade de ação. Para tanto, cada antagonista foi combinado 

com ambos os agonistas de EP2 e EP4 (butaprost e ONO-AE1-329, respectivamente) e o 

impacto sobre os níveis de apoptose foram quantificados. O resultado esperado era que o 

antagonista de EP2 fosse capaz de inibir a ação somente do agonista de EP2 e não de EP4, e 

vice-versa. A figura 27 mostra que, apesar de não serem capazes de inibir totalmente a ação 

dos agonistas, os inibidores são totalmente específicos, não interferindo na sinalização do 

outro receptor. 

 

 

Figura 27. Efeito dos inibidores de EP2 e EP4 na proteção induzida por agonistas de EP2 e EP4 em hibridomas de 

linfócitos T DO11.10. Duzentas mil células foram estimuladas durante 18h por 1 µg/mL de anticorpos 
anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços na presença ou não dos agonistas específicos para EP2 
(Butaprost) ou EP4 (ONO-AE1-329). Previamente, as células foram tratadas por 30 min com 

inibidores específicos para EP2 (10 µM AH6809) ou EP4 (10 µM ONO-AE3-208). A quantificação de 
apoptose foi feita por citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. 
As barras apresentam a média das triplicatas realizadas para cada tratamento, acima destas, estão 
representados os respectivos desvios-padrão. (#) estatisticamente diferentes entre si. p<0,01 (Teste 
ANOVA e TUKEY).  
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 Após o estabelecimento da dose ideal de uso de cada um dos inibidores, da 

confirmação que são altamente específicos e que não são tóxicos às células, foi possível 

realizar o experimento para verificar se o bloqueio de algum dos receptores interferiria na 

proteção induzida pelos sobrenadantes de macrófagos e pela PGE2. Hibridomas DO11.10 

foram pré-tratados por 30 min ou com 10 µM AH6809 ou com 10 µM ONO-AE3-208 e, em 

seguida, estimulados com anticorpos anti-CD3 imobilizados em placa e incubados com 10-8M 

PGE2 ou com sobrenadantes de células J774 estimuladas por LPS. Ambos os inibidores 

reverteram parcialmente a ação tanto da PGE2 como dos sobrenadantes de macrófagos 

estimulados por LPS (Figura 28), indicando que EP2, bem como EP4, são importantes para o 

efeito anti-apoptótico em DO11.10. 

 

 

Figura 28. Efeito dos inibidores de EP2 e EP4 na proteção induzida por PGE2 e sobrenadantes de J774 na AICD de 

hibridomas de linfócitos T DO11.10. Duzentas mil células foram estimuladas durante 18h por 1 

µg/mL de anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços na presença ou não de 10
-8

M 
PGE2 ou de sobrenadante de macrófagos J774 estimulados por LPS. Previamente, as células foram 

tratadas por 30min com inibidores específicos para EP2 (10 µM AH6809) ou EP4 (10 µM ONO-AE3-
208). A quantificação de apoptose foi feita por citometria de fluxo após incorporação de iodeto de 
propídeo em tampão HFS. As barras apresentam a média das triplicatas realizadas para cada 
tratamento, acima destas, estão representados os respectivos desvios-padrão. (*): diferença 
estatisticamente significativa em relação às células estimuladas por anti-CD3+agonista  (barra cinza 
claro). (#): estatisticamente diferentes entre si. p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY).  

 

Como a inibição do efeito anti-apoptótico induzido por cada um dos antagonistas não 

foi total, foram feitos experimentos onde os antagonistas de EP2 e EP4 foram adicionados 

simultaneamente para se investigar se havia efeito aditivo entre os dois inibidores. Células 

DO11.10 foram pré-tratadas com 10 µM AH6809, 10 µM ONO-AE3-208 ou ambos e, em 
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seguida, induzidas à AICD na presença de 10-8 M PGE2 (Figura 29A) ou na presença de 

sobrenadantes de células J774 estimuladas com 1 µg/ml LPS (Figura 29B). Em ambos os 

casos, o efeito combinado dos antagonistas é estatisticamente maior do que quando as 

células são tratadas com somente um deles, demonstrando que ambos os receptores são 

importantes para a proteção contra a AICD mediada pela PGE2, agem simultaneamente e de 

forma não redundante. 

 

Figura 29. Efeito combinado dos inibidores de EP2 e EP4 na proteção induzida por (A) PGE2 ou (B) 

sobrenadantes de J774 na AICD de hibridomas de linfócitos T DO11.10. Duzentas mil células foram 

estimuladas durante 18h por 1 µg/mL de anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços 
na presença ou não de (A) 10

-8 
M PGE2 ou (B) sobrenadante de macrófagos J774 estimulados por 

LPS. Previamente, as células foram tratadas por 30min com inibidores específicos para EP2 (10 µM 

AH6809), EP4 (10 µM ONO-AE3-208) ou a combinação de ambos antagonistas. A quantificação de 
apoptose foi feita por citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão 
HFS. (*): diferença estatisticamente significativa em relação às células estimuladas por (a) anti-CD3 
+ PGE2 ou (b) anti-CD3 + SUPLPS. (#): estatisticamente diferentes entre si. Representativo de três 
experimentos independentes. 
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Como já apontado anteriormente, a ligação da PGE2 com o receptor EP2 ou EP4, 

desencadeia a ativação da adenilato ciclase de forma dependente da proteína Gs. A 

adenilato ciclase converte ATP em AMP cíclico, um importante segundo mensageiro (Regan, 

2003). Este aumento do AMPc pode ser correlacionado com a proteção conferida pela PGE2, 

já que a adição da  forskolina mimetizou os efeitos antiapoptóticos da PGE2.  

O AMP cíclico produzido neste contexto ativa duas principais vias, uma dependente 

de fosfoquinase A (PKA) (Bauman et al., 1994; Rubin et al., 1991) e outra, recém-descoberta, 

mediada por EPAC e independente de PKA (Jing et al., 2004). Existem dois análogos do AMPc 

que são exclusivos para cada uma das vias citadas, sendo eles: o 6-BNZ (N6-Benzoyl-cAMP), 

um ativador seletivo da PKA e o 8pCPT (8-4-Chloropheniltio-2’-O-methil-cAMP), um ativador 

exclusivo da via da EPAC/cAMP-GEF, ambos da companhia BIOLOG. Sendo assim, para testar 

qual das duas vias era importante na proteção contra a AICD, hibridomas DO11.10 foram 

estimulados por 18h com anticorpos anti-CD3 na presença de concentrações crescentes dos 

dois produtos (67,5 - 250 µM). 

Como resultado, o composto ativador da PKA exibiu um efeito dose-dependente de 

redução da morte causada pela estimulação do complexo TCR/CD3. Já o análogo exclusivo 

da via de EPAC não surtiu efeito, sendo inócuo nas concentrações utilizadas (Figura 30). 

Portanto, estes dados apontam para a dependência da atividade de PKA no efeito da PGE2 

sobre a AICD. 

Na seqüência, foi feito um experimento para averiguar se doses sub-ótimas dos 

análogos do AMPc eram capazes de agir sinergicamente, na tentativa de se evidenciar 

alguma participação da via de EPAC, já que foi encontrado um poder sinérgico dessas duas 

vias bioquímicas no crescimento de neuritos (Kiermayer et al., 2005) Como pode ser visto na 

figura 31, o composto 8pCPT não é capaz de inibir sozinho a morte por AICD. Porém, na 

concentração usada ele foi capaz de potencializar o efeito do análogo do AMPc que induz a 

via de PKA, aumentando significativamente a proteção conferida pelo 6-BNZ. Isto indica que, 

apesar da via do EPAC não ser essencial para a inibição da morte, a ativação desta via pela 

produção aumentada de AMPc pode contribuir para uma maior potência do efeito da PGE2 

sobre a AICD. 

 



79 
 

 

Figura 30. 6-BnZ-cAMP, um análogo do AMPc específico para PKA, é capaz de inibir a AICD de hibridomas de 

linfócitos T DO11.10, enquanto que o 8-pCPT-cAMP, um análogo do AMPc específico para EPAC, 

não. Duzentas mil células foram estimuladas por 18h com 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 
imobilizados em placas de 96 poços na presença ou não de diferentes concentrações de 6-BnZ-

cAMP ou 8-pCPT-cAMP (67,5 a 250 µM). A análise foi feita por citometria de fluxo após 
incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras representam a média das triplicatas 
realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão representados os respectivos desvios-
padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação com as células estimuladas com anti-CD3.  
p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY). 

 

 

Figura 31. 8-pCPT-cAMP é capaz de potencializar o efeito do 6-BnZ-cAMP sobre a morte induzida por anti-CD3 

em hibridomas de linfócitos T DO11.10. Duzentas mil células foram incubadas por 18h com 6-BnZ-

cAMP, 8-pCPT-cAMP ou ambos (50 e 200 µM, respectivamente) e concomitantemente estimuladas 

por 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços. A análise foi feita por 
citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras 
representam a média das triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão 
representados os respectivos desvios-padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação 
com as células estimuladas com anti-CD3. (#): estatisticamente significativo entre si.  p<0,01 (Teste 
ANOVA e TUKEY).  
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 Em resumo, esta série de experimentos mostrou que a PGE2, seja ela sintética ou 

derivada da cultura de células apresentadoras de antígeno estimuladas com LPS, inibe a 

AICD através da ação sinergística dos receptores EP2 e EP4, que aumentam a produção de 

AMPc, ativando a via da PKA, cujo efeito é potencializado pela via do EPAC. 

 

 

4.6 Efeito da PGE2 na ativação de fatores de transcrição 

 

Como já foi discutido anteriormente, a expressão de CD95L está condicionada à 

ativação de diversos fatores de transcrição, entre eles o AP-1, NFAT e NF-κB (Holtz-

Heppelmann et al., 1998; Ivanov et al., 2002; Mittelstadt e Ashwell, 1999), sendo sua 

regulação basicamente feita no nível transcripcional. 

Portanto, para continuar a desvendar como a via de sinalização iniciada por PGE2, 

dependente do aumento do AMPc e mediada por PKA inibe a transcrição do CD95L, a 

influência da PGE2 na ativação dos principais fatores de transcrição foi investigada. 

Há uma enorme variabilidade dos fatores de transcrição participantes na expressão 

de CD95L dependendo da natureza do estímulo e do tipo celular (Latinis et al., 1997; 

McClure et al., 1999; Xiao et al., 1999), mas na maioria dos casos o principal fator de 

transcrição envolvido é o NFAT1 (Holtz-Heppelmann et al., 1998). Sendo assim, inicialmente 

foi averiguado se a via dependente do NFAT1 era essencial para a indução da AICD e, 

portanto, da expressão de CD95L. Para tanto, foi utilizada a Ciclosporina A (CsA), uma droga 

que impede a ativação da calcineurina, cuja atividade é essencial para a ativação do NFAT 

(Lee e Park, 2006) durante a indução de AICD. Como resultado, houve uma completa inibição 

da morte mesmo quando se utilizou doses baixas de CsA (Figura 32A). Esta informação 

sugere que a AICD destas células é totalmente dependente da via da calcineurina. Isto não 

exclui, obviamente, a participação de outros fatores de transcrição, mas aponta para uma 

participação central da ativação do NFAT1 nestes processos. 

Uma das formas de se observar a ativação do NFAT1 é através da análise da razão 

entre a quantidade de moléculas de NFAT1 desfosforilada (forma ativa) e fosforilada (forma 

inativa). A metodologia escolhida para fazer esta análise foi o western blot, sendo que 

através de anticorpos anti-NFAT1 foi possível evidenciar as bandas de NFAT1 ativado e não 

ativado, por migrarem diferencialmente em gel de acrilamida Bis-Tris.  
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A estimulação via TCR/CD3 de hibridomas DO11.10 causou um aumento significativo 

da banda inferior acompanhada pela redução da banda superior, indicando que houve forte 

ativação do NFAT1 (Figura 32B). A CsA, como esperado, foi capaz de inibir completamente a 

desfosforilação do NFAT, mostrando que o experimento está funcionando corretamente. 

Porém, a adição de PGE2 não foi capaz de alterar a razão entre as bandas da forma ativa e 

inativa do NFAT1 se comparada com a amostra somente induzida com anti-CD3, mostrando 

que este composto não age neste ponto da via de ativação do NFAT1, mesmo em doses 

elevadas (10-7 M).  

 

Figura 32. PGE2 não inibe a via de ativação do NFAT1, que é essencial para a AICD de hibridomas de linfócitos T 

DO11.10. (A) Duzentas mil células DO11.10 foram estimuladas durante 18h por 1 µg/ml de 
anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços na presença de diferentes concentrações de 

ciclosporina A, molécula inibidora da via do NFAT1 (0,001 a 10 µg/ml). A análise foi feita por 
citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em tampão HFS. As barras 
representam a média das triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima destas, estão 
representados os respectivos desvios-padrão. (*): estatisticamente significativo em comparação com 
as células estimuladas com anti-CD3. p<0,01 (Teste ANOVA e TUKEY). (B) Um milhão de células 

DO11.10 foram estimuladas por 2h com 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 adsorvidos em placa na 

presença de 1 µM Ciclosporina A (CsA) ou 10
-7 

M PGE2. Após este período, as células foram lisadas, 
obtendo-se o conteúdo protéico total. A análise das formas fosforiladas e não-fosforiladas foi feita 
através da técnica de Western Blot, utilizando-se anticorpos anti-NFAT1 (clone 67.1). Gráfico 
representativo de três experimentos.  
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Para confirmar os resultados encontrados e dando continuidade à investigação sobre 

os possíveis efeitos da PGE2 na via dependente de NFAT1, foi investigado o passo seguinte 

da ativação deste fator de transcrição, que é sua migração para o núcleo, onde pode 

interagir com diferentes promotores, modulando a expressão de diversos genes. 

 Para analisar a migração do NFAT1, fez-se uso da técnica de microscopia por 

imunofluorescência. Nesta técnica, as células são aderidas a lamínulas, sofrem os diferentes 

estímulos, são fixadas com paraformaldeído e posteriormente marcadas com o uso de 

anticorpos específicos conjugados com fluorocromos. Para a realização deste experimento, 

surgiu a dificuldade de se aderir as células à lamínula, já que as células DO11.10 são pouco 

aderentes. Para sanar este problema, as lamínulas foram pré-tratadas com gelatina a 2% 

para formar uma película mais aderente a esta linhagem celular, o que se mostrou bastante 

eficiente. Porém, com o uso da película de gelatina, a adsorção dos anticorpos anti-CD3 ficou 

prejudicada, o que causou outro problema: um estímulo insuficiente para causar a ativação 

do NFAT e, conseqüentemente, a morte das células (dados não mostrados). Foi tentado o 

uso de anti-CD3 solúvel e também a combinação de anti-CD3 solúvel com anti-IgG (para 

fazer o crosslink). Porém, em nenhum destes casos, houve um aumento considerável da 

morte e também da ativação do NFAT (dados não mostrados). 

 Em substituição ao estímulo por anticorpos anti-CD3, é comum o uso da ionomicina 

combinada com o PMA, já que ambos os estímulos ativam as mesmas vias bioquímicas, 

entre elas o influxo de cálcio, a PKC e a via das MAPK (Anel et al., 1994; Li-Weber e Krammer, 

2003). Para se confirmar que, especificamente nas células DO11.10, o PMA mais ionomicina 

exerciam o mesmo efeito que a estimulação por anti-CD3 e a PGE2 também exercia função 

inibidora, hibridomas DO11.10 foram incubados por 18h com 1 µM ionomicina e 10 ng/ml 

PMA na presença ou não de PGE2. O PMA combinado com a ionomicina induziu apoptose, 

sendo que PGE2 inibiu a morte destas células, gerando um perfil gráfico muito semelhante 

ao obtido com a indução por anti-CD3 (dados não mostrados). Sendo assim, é possível 

utilizar estes compostos como bons substitutos ao anti-CD3 em ocasiões em que o uso do 

anticorpo seja inviável.  

No caso específico do experimento para o estudo da migração do NFAT1 para o 

núcleo, descartou-se o uso do PMA, pois o composto que induz o fluxo de cálcio intracelular 

com a conseqüente ativação do NFAT é a ionomicina e não o PMA (Loh et al., 1996). 

Hibridomas DO11.10 foram então aderidos a uma película de gelatina e estimuladas com 

ionomicina na presença ou não de PGE2. Como controle da inibição de migração foi utilizada 
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a CsA. A marcação dos núcleos foi feita com o corante vital DAPI e o NFAT1 foi marcado com 

anticorpos anti-NFAT1 conjugados a ficoeritrina (PE), sendo que as imagens foram captadas 

com a ajuda de um microscópio de fluorescência acoplado a um computador. Na figura 33 

pode-se ver na primeira coluna a marcação com anti-NFAT1.PE, na segunda a marcação 

específica para a região nuclear e na terceira coluna uma sobreposição das duas imagens 

anteriores. 

 Como esperado, a presença da ionomicina causou uma forte migração do NFAT1 para 

o núcleo, que foi inibida pela adição de CsA. Diferentemente da CsA, a PGE2 não foi capaz de 

impedir a migração do NFAT1 induzida pela ionomicina (Figura 33). 

  

 

 

Figura 33. Efeito da PGE2  na translocação nuclear do NFAT1 após estimulação com ionomicina. 40 mil células 
DO11.10 por amostra foram aderidas a lamínulas através de uma película de gelatina 2%. Em 
seguida, foram administrados os diferentes estímulos por 15min, sendo eles combinações de 

ionomicina com 10
-7 

M PGE2 ou 1 µM CsA. Após 15 min, as células foram fixadas, permeabilizadas e 
marcadas com anticorpos anti-NFAT1.PE (clone 67.1) e DAPI. As imagens foram obtidas através do 
uso de um microscópio de fluorescência acoplado a um computador. MERGE: sobreposição das 
imagens obtidas com o filtro azul para DAPI e o filtro vermelho, que capta a fluorescência do 
anticorpo.  

 

Apesar da PGE2 não impedir a desfosforilação e migração do NFAT1 (Figuras 32 e 33), 

havia ainda a possibilidade da PGE2 agir em um ponto posterior à sua migração nuclear, mais 

especificamente na interação do NFAT1 com a região promotora do CD95L. Para abordar 

esta questão, utilizou-se ensaios de transativação de promotor usando plasmídeos 
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IONO + PGE2

NFAT1 DAPI MERGE

IONO

IONO + CsA

Não estimulado

IONO + PGE2

NFAT1 DAPI MERGE

IONO

IONO + CsA



84 
 

repórteres de luciferase, por ser uma das técnicas mais apropriadas para analisar a interação 

de um fator de transcrição e as seqüências-consenso que existem em determinado 

promotor. De forma breve, esta metodologia consiste em transfectar nas células plasmídeos 

com o gene da luciferase sob o controle de uma seqüencia promotora que responda 

somente ao fator de transcrição em questão, no caso o NFAT1. Caso haja a ativação do 

NFAT1 e a interação bem-sucedida entre ele e o promotor, ocorre a transcrição da 

luciferase, uma enzima que cliva a luciferina, emitindo luz que pode ser quantificada através 

de um luminômetro. A emissão de luz desta reação é diretamente proporcional à atividade 

do promotor e, portanto, da ativação do NFAT. 

 Inicialmente, foram feitos inúmeros experimentos nas células DO11.10 na tentativa 

de se padronizar as condições ideais para a execução desta metodologia. Porém, nenhuma 

das variações feitas nos diversos parâmetros analisados foi capaz de gerar dados confiáveis, 

sendo que o principal problema residiu na impossibilidade de atingir um grau mínimo de 

transfecção nestas células (dados não mostrados). 

 Para tentar contornar este problema, foi utilizada uma segunda linhagem de 

linfócitos T denominada Jurkat, cuja experiência prévia apontava para uma maior facilidade 

de transfecção. Esta linhagem de linfócitos T humanos também sofre AICD quando 

estimuladas com PMA+ionomicina (dados não mostrados) ou com anticorpos anti-CD3 

(clone OKT3) (Lee et al., 2002; Oyaizu et al., 1995). 

Dois grupos experimentais com células Jurkat foram delineados, sendo que cada 

grupo recebeu um conjunto de três diferentes plasmídeos. Ambos os grupos receberam 2 µg 

do plasmídeo repórter 3xNFAT.Luciferase, um plasmídeo repórter que possui o gene da 

Firefly luciferase sob uma seqüência promotora que contém somente três sítios de ligação a 

NFAT e um sítio de ligação de AP-1. Esta construção foi originalmente extraída do promotor 

de IL-2 murino e a ligação somente de AP-1 não é capaz de induzir a transativação deste 

promotor, sendo perfeito para estudar a ativação do fator de transcrição NFAT (Macian et 

al., 2000). Ambos os grupos também receberam 0,2 µg do plasmídeo pRL.TK.Renilla, um 

plasmídeo que codifica para a Renilla luciferase sob o promotor TK. Este plasmídeo é 

utilizado para normalização dos níveis de transfecção entre as amostras, já que o promotor 

TK é um promotor constitutivamente ativo. 

A diferença entre os dois grupos ficou por conta da presença de um plasmídeo de 

superexpressão de NFAT1. Enquanto o primeiro grupo recebeu 20 µg do plasmídeo vetor 

(pCDNA5.Vetor), o segundo grupo recebeu 20 µg do plasmídeo para superexpressão de 
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NFAT1 (pCDNA5.NFAT1). A diferença, portanto, entre os dois grupos experimentais é que as 

células transfectadas com o segundo grupo possuem expressão exógena de NFAT1 e o 

primeiro grupo não.  

Após 24h da eletroporação ambos os grupos foram estimulados por 6h com 100 nM 

PMA e 1 µM ionomicina na presença ou não de 10-7 M PGE2 ou 1 µM Ciclosporina A e o 

resultado analisado quanto à expressão relativa de luz. Nas células co-transfectadas com o 

vetor vazio, após 6h de ativação com PMA e ionomicina, houve um aumento na atividade do 

promotor 3xNFAT.Luciferase, indicando que este estímulo causa a transativação do NFAT. 

Conforme esperado, este aumento foi bloqueado pelo pré-tratamento destas células com 

CsA. Porém, o tratamento com PGE2 não inibiu a transativação do NFAT (Figura 34).  

 

Figura 34. PGE2 não inibe a atividade do promotores repórter 3xNFAT.Luciferase, co-transfectado ou não com 

NFAT1. Células Jurkat foram transfectadas com diferentes combinações de três plasmídeos. Em 
todas as transfecções foram utilizados três plasmídeos: um plasmídeo para controle de transfecção 

pRL.TK.Renilla (0,2 µg), um plasmídeo de superexpressão (20 µg) - pcDNA5.Vetor ou pcDNA5.NFAT1 

- e um plasmídeo repórter com o promotor 3xNFAT (2 µg). Após 24h de eletroporação, as células 

foram pré-tratadas por 15min com Ciclosporina A (1 µM) ou PGE2 (10
-7 

M) e então estimuladas com 

PMA (100 nM) e Ionomicina (1 µM) por 6h. Após este período, a quantificação da produção de 
luciferase foi feita através de luminômetro automático. Os dados para cada amostra representa a 
razão entre o valor da luciferase e o valor da renila-luciferase e estão normalizados em relação à 
expressão na amostra controle não estimulada (primeira coluna). Gráficos representativos de 
quatro experimentos.  

 

O mesmo perfil foi observado com o grupo que superexpressava NFAT1 (Figura 34). 

Neste caso, a presença do NFAT1 exógeno aumentou significativamente a atividade do 

PMA/Iono - + + + - + + +
CsA - - + - - - + -
PGE2 - - - + - - - +

pcDNA5.Vetor pcDNA5.NFAT1
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promotor (quase 10x), efeito que também foi bloqueado por CsA mas não pela adição de 

PGE2.  

 Em resumo, a PGE2 é incapaz de inibir a desfosforilação do NFAT1, sua migração para 

o núcleo e sua interação com as seqüências consenso no DNA, seja o NFAT1 de origem 

endógena, seja derivado de superexpressão plasmidial. Portanto, conjuntamente, estes 

dados comprovam que o mecanismo de inibição da expressão de CD95L pela PGE2 não 

envolve a via dependente do NFAT1. Como também não houve sequer uma redução parcial 

da atividade do promotor com a adição de PGE2, é improvável que haja o envolvimento do 

AP-1, fator de transcrição que potencializa os efeitos do NFAT1 neste promotor. 

 O segundo fator de transcrição mais descrito na ativação da transcrição de CD95L é o 

NF-κB. Uma das vias de ativação do NF-κB ocorre pela geração de espécies reativas de 

oxigênio após a estimulação do complexo TCR/CD3 (Devadas et al., 2002). Estes radicais 

livres ativam este fator de transcrição, que está relacionado à regulação transcripcional do 

CD95L (Devadas et al., 2002). Estas observações estão baseadas principalmente no fato que 

compostos antioxidantes bloqueiam a expressão de CD95L e apoptose através da inibição do 

NF-κB (Bauer et al., 1998). 

Para investigar se esta via de indução de CD95, e conseqüentemente AICD, era 

importante em hibridomas DO11.10, duas diferentes abordagens foram realizadas. A 

primeira delas foi avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio produzidas pela 

estimulação do complexo TCR/CD3. Para tanto, as células foram tratadas previamente à 

estimulação por anti-CD3 com diacetato de diclorodihidrofluoresceína (DCFH) ou 

dihidroetídeo (DHE). Estes corantes somente fluorescem após oxidação dos mesmos por 

espécies reativas de oxigênio ou nitrogênio. O aumento da fluorescência do DCFH indica a 

oxidação por peróxido de hidrogênio ou por outras espécies reativas, enquanto DHE é 

seletivamente oxidado pelo ânion superóxido. Contudo, não foi possível detectar qualquer 

produção de espécies reativas de oxigênio, mesmo através dos métodos mais sensíveis 

existentes e até mesmo cultivando-se estas células em meio rico de triptofano, o que 

facilitaria a produção de ROS (dados não mostrados).  

Estas evidências de que os hibridomas DO11.10 não produzem espécies reativas de 

oxigênio enfraquecem a possibilidade da via de indução de CD95L ser mediada 

principalmente por NF-κB ativado por ROS. Porém, vários outros mecanismos levam à 

ativação deste fator de transcrição, como a ativação de receptores acoplados a proteínas G 

(Minneman et al., 2000).  
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Uma segunda abordagem utilizada foi o uso de um inibidor de proteassomo chamado 

lactacistina. A lactacistina impede a ativação do NF-κB por bloquear a degradação da 

molécula IκB pelo proteassomo, mantendo o NF-κB preso a esta molécula inibitória(Malek 

et al., 2001). Quando os hibridomas DO11.10 foram induzidos à morte por anti-CD3 na 

presença de diversas concentrações de lactacistina, não houve qualquer alteração nos níveis 

de apoptose, sugerindo que esta via não é essencial para a indução de morte por AICD 

(figura 35A). 

Mesmo assim, a ativação do NF-κB em hibridomas DO11.10 por anti-CD3 foi 

analisada de duas diferentes maneiras. A primeira foi feita em períodos bem iniciais da 

estimulação por anti-CD3 e de forma indireta, através da visualização da degradação da 

molécula inibidora IκB por western blot. Como pode ser observado na figura 35B, a 

estimulação por anti-CD3 não causou qualquer alteração nos níveis de IκB, indicando que 

não houve ativação de NF-κB nestes períodos. 

Em seguida, foi feita uma cinética de estimulação de células DO11.10 com anti-CD3, 

nos períodos de 30 min a 4h, na presença ou não de PGE2. O lisado protéico total foi 

analisado através de western blot, com os anticorpos anti-NF-κB, que marca a concentração 

total deste fator de transcrição e anti-fosfo-NF-κB que marca somente as moléculas que 

foram fosforiladas, ou seja, que estão na sua forma ativa. Como se pode ver, não houve 

qualquer aumento da forma fosforilada de NF-κB (Figura 35C). Estes resultados indicam que 

não há ativação significativa em nenhum dos tratamentos nos períodos analisados, ao final 

dos quais já há o aparecimento da expressão de CD95L. 
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Figura 35. Estimulação por anticorpos anti-CD3 e/ou PGE2 não ativam NF-κB, fator de transcrição não essencial 

para a AICD de hibridomas de linfócitos T DO11.10. (A) Duzentas mil células DO11.10 foram 

estimuladas durante 18h por 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 imobilizados em placas de 96 poços na 

presença de diferentes concentrações de lactacistina, molécula inibidora da ativação do NF-κB (1,0, 

5,0 e 10 µM). A análise foi feita por citometria de fluxo após incorporação de iodeto de propídeo em 
tampão HFS. As barras representam a média das triplicatas realizadas para cada tratamento e, acima 
destas, estão representados os respectivos desvios-padrão. (B-C) Um milhão de células DO11.10 

foram estimuladas por diferentes períodos com 1 µg/ml de anticorpos anti-CD3 adsorvidos em placa 
na presença ou não de 10

-7 
M PGE2. Após este período, as células foram lisadas, obtendo-se o 

conteúdo protéico total. (B) A análise da degradação de IκB foi feita em tempos curtos (2, 5 e 15 
min). (C). A análise das formas fosforiladas e não-fosforiladas foi feita em períodos maiores (20, 60, 

120 e 240 min) através da técnica de Western Blot, utilizando-se anticorpos anti-NF-κB e anti-fosfo-

NF-κB. Gráfico representativo de três experimentos.  

 

 Sabendo-se, portanto, que os principais fatores de transcrição NF-AT, NK-κB e AP-1 

aparentemente não estão sendo modulados negativamente pela PGE2 durante a inibição da 

expressão de CD95L, outros alvos passaram a ser investigados.   
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O ICER (Inducible cAMP Early Repressor) é membro da família de proteínas CREB 

(CRE-Binding Proteins), sendo composto basicamente só do zíper de leucina (Molina et al., 

1993), funcionando como um repressor transcripcional (Bodor et al., 1996; Foulkes et al., 

1991). Sua expressão pode ser induzida pelo aumento do AMPc, seu padrão de expressão é 

semelhante aos genes de resposta rápida (early response gene) (Bodor et al., 2001) e já foi 

envolvido na inibição de CD95L por forskolina (Bodor et al., 2002). Por todas estas 

características, o ICER é um excelente candidato a ser investigado como mediador da 

inibição da AICD induzida por PGE2.  

 Sendo assim, experimentos-piloto foram realizados para averiguar se o ICER era 

induzido por PGE2 em hibridomas DO1.10. Para tanto, as células foram tratadas ou não com 

10-7 M PGE2 por 1 h e a expressão de ICER foi analisada por RT-PCR. Como pode ser 

visualizado na figura 36A, a expressão de ICER foi significativamente maior nas amostras 

onde foi adicionado a PGE2, o que abre a possibilidade deste repressor transcripcional 

participar da inibição da transcrição do CD95. 

 

   

Figura 36. Efeito da estimulação por anticorpos anti-CD3 e/ou PGE2 na expressão de ICER e ativação de CREB 

em hibridomas de linfócitos T DO11.10. (A) Um milhão de células DO11.10 foram estimuladas ou 
não por 1 h com 10

-7 
M PGE2. As amplificações da molécula de ICER foi feitas com temperatura de 

anelamento (TA) de 60 
o
C e 28 ciclos. Seguiu-se o protocolo descrito na seção “materiais e 

métodos”. (B) Um milhão de células DO11.10 foram estimuladas por 15 min com 1 µg/ml de 
anticorpos anti-CD3 adsorvidos em placa na presença ou não de 10

-7 
M PGE2. Após este período, as 

células foram lisadas, obtendo-se o conteúdo protéico total. A análise das formas fosforiladas e não-
fosforiladas foi feita através da técnica de Western Blot, utilizando-se anticorpos anti-CREB e anti-
fosfo-CREB. Gráfico representativo de dois experimentos.  

 

  O ICER é fruto do uso de um promotor alternativo do gene CREM (Molina et al., 

1993), sendo que sua expressão é induzida pelo aumento do AMPc e é dependente da 

ativação de CREB (Bodor et al., 2001; Della Fazia et al., 1997). Portanto, para testar se a PGE2 
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aumenta os níveis de ativação de CREB, hibridomas DO11.10 foram estimulados com anti-

CD3 na presença ou não de 10-7 M PGE2 por 15 min e a fosforilação de CREB (forma ativa) foi 

analisada por western blot. A adição de PGE2 aumentou significativamente a ativação de 

CREB (forma fosforilada), efeito que não foi bloqueado pelo estímulo por anti-CD3 (Figura 

36B). O mesmo perfil foi encontrado quando o estímulo foi dado por 30 ou 60 min (dados 

não mostrados). 

 

 

4.7 Efeito da PGE2 na expressão de CD95L e AICD de linfócitos T primários 

 

 Até este ponto do trabalho, todos os experimentos foram feitos utilizando-se 

hibridomas de linfócitos T DO11.10. A maioria dos experimentos também foi feita em uma 

segunda linhagem de hibridoma de linfócito T denominada de BY155.6, que apresentou 

resultados muito semelhantes aos previamente encontrados (dados não mostrados). Porém, 

como ambas as linhagens utilizadas são hibridomas derivados da fusão de linfócitos T com 

células de timoma, havia a necessidade de validar os resultados num modelo que utilizasse 

células primárias, extraídas diretamente de baços ou linfonodos de camundongos. 

 Sendo assim, baços de camundongos transgênicos DO11.10, cujos linfócitos T 

possuem TCR transgênico que reconhecem um peptídeo da ovalbumina (OVA323-339) 

apresentado em um contexto MHC classe II I-Ad, foram usados como fonte primária de 

linfócitos T CD4+. As células do baço foram submetidas a ensaio de adesão por 2h para 

eliminação das células aderentes e as células restantes foram utilizadas nos experimentos de 

investigação de AICD e expressão de CD95L. Para tanto, as células não aderentes foram 

estimuladas com anticorpos anti-CD3 na presença ou não de 10-7 M PGE2. Após 12h de 

estímulo, as células foram marcadas com anticorpos anti-CD4.FITC e anti-CD95L.PE e 

analisadas por citometria de fluxo. 

 A estimulação das células recém-extraídas do baço com anticorpos anti-CD3 não 

induziu morte, sendo que a porcentagem das células viáveis não variou entre os diversos 

tratamentos (Figura 37A). A análise da porcentagem das células positivas para CD4 também 

se manteve estável entre os diversos tratamentos, sendo aproximadamente 34% da 

população total (Figura 37B). A janela de células positivas para CD4 foi usada para delimitar 

os linfócitos T CD4+ (Figura 37B) e a expressão de CD95L foi analisada neste grupo de células 

(Figura 37C). A expressão de CD95L nas células não estimuladas é praticamente ausente, 
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sendo que a estimulação por anti-CD3 aumentou significativamente a porcentagem de 

células positivas, efeito que foi reduzido pela adição de PGE2.   

   

Figura 37. PGE2 inibe a expressão de CD95L induzida por anticorpos anti-CD3 em linfócitos T CD4
+
 primários. 

Células do baço de camundongos transgênicos BALB/c DO11.10 foram tratadas com cloreto de 
amônio para lise de eritrócitos e submetidas a ensaio de adesão por 2h para eliminação das células 
aderentes. As células restantes foram estimuladas com anticorpos anti-CD3 adsorvidos em placa na 
presença ou não de 10

-7 
M PGE2. Após 12h de estímulo, as células foram marcadas com anticorpos 

anti-CD4.FITC e anti-CD95L.PE e analisadas por citometria de fluxo. Os linfócitos T CD4
+
 foram 

discriminados utilizando-se os parâmetros FSCxSSC (A) combinados com FSCxCD4 (B) e analisados 
quanto à expressão de CD95L (C). Os números representam a média e o desvio padrão de cada 
região mostrada.  

 

 Na seqüência, células não-aderentes recém-extraídas de baços de camundongos 

transgênicos DO11.10 foram estimuladas com anticorpos anti-CD3 por 12h na presença de 

diferentes compostos. A análise da expressão do CD95L foi feita na população positiva para 

CD4 da mesma forma que no experimento anterior. Em nenhum dos casos, houve alteração 

da porcentagem de células viáveis e da proporção de células CD4+ (dados não mostrados). 
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No primeiro caso, as células foram incubadas ou não com sobrenadantes de cultura de PECs 

estimuladas com LPS. Os sobrenadantes inibiram sensivelmente a expressão de CD95L 

induzida por anti-CD3 (Figura 38A). Em seguida, diferentes concentrações de PGE2 foram 

usadas (10-8 e 10-7 M), e ambas as concentrações foram capazes de reduzir a expressão de 

CD95L, de forma dose-dependente (Figura 38B). Por fim, forskolina ou 6-BNZ foi adicionado 

às células estimuladas por anti-CD3 e, em ambos os casos, houve redução significativa da 

expressão de CD95L. 

 

Figura 38. Sobrenadantes de PEC (A), PGE2 (B), Forskolina e 6-Bnz-cAMP (C) inibem a expressão de CD95L 

induzido por anticorpos anti-CD3 em linfócitos T CD4
+
 primários. Células do baço de camundongos 

transgênicos BALB/c DO11.10 foram tratadas com cloreto de amônio para lise de eritrócitos e 
submetidas a ensaio de adesão por 2h para eliminação das células aderentes. As células restantes 
foram estimuladas com anticorpos anti-CD3 adsorvidos em placa na presença de (A) 
sobrenadantes de PEC estimulados com 1 μg/ml LPS, (B) 10

-8
 a 10

-7 
M PGE2 ou (C) 10 µM forskolina 

ou 125 μM 6-Bnz-cAMP. Após 12h de estímulo, as células foram marcadas com anticorpos anti-
CD4.FITC e anti-CD95L.PE e analisadas por citometria de fluxo. Os linfócitos T CD4

+
 foram 

segregados do resto da população utilizando-se os parâmetros FSCxSSC e FSCxCD4 e analisados 
quanto à expressão de CD95L. Os números representam a média e o desvio padrão de cada região 
mostrada. Gráfico representativo de três experimentos independentes. 

1.7
±0.2

18.8
±0.3

Anti-CD3 - + +
SUP LPS - - +

5.2
±0.6

C
D

95
L.

P
E

CD4.FITC

1.8
±0.7

23.4
±1.8

14.2
±1.9

10.1
±0.2

Anti-CD3 - + + +
PGE2 (M) - - 10-8 10-7

CD4.FITC

C
D

95
L.

P
E

1.8
±0.1

21.8
±0.9

12.4
±2.3

6.1
±0.3

Anti-CD3 - + + +
Forsk - - + -
6BnZ - - - +

CD4.FITC

C
D

95
L.

P
E

A

B

C



93 
 

Os mesmos experimentos acima foram realizados com células de linfonodo de 

camundongos BALB/c DO11.10 e também com células de baço e linfonodo de camundongos 

BALB/c selvagens. Em todos os casos o padrão de resultados foi o mesmo, ou seja, a adição 

de PGE2 (ou compostos que induzam esta via) inibiu a expressão de CD95L (dados não 

mostrados). 

Porém, como já esperado, as células recém-extraídas tanto de baço quanto de 

linfonodo não morrem por estímulo via TCR/CD3. Para que os linfócitos T se tornem 

sensíveis à AICD, as células devem ser ativadas e sofrer alguns ciclos de proliferação na 

presença de IL-2 (Refaeli et al., 1998).  Sendo assim, blastos de células T CD4+ foram gerados 

para avaliar se, neste caso, a PGE2 seria capaz de inibir a expressão de CD95L e, 

conseqüentemente, a AICD. A geração destes blastos foi feita a partir de células não-

aderentes de baço de camundongos BALB/c DO11.10, que foram estimuladas por anticorpos 

anti-CD3 e anti-CD28 por 48h, seguidas de mais quatro dias na presença de 100 U/ml IL-2. 

Ao final deste período, mais de 95% das células eram positivas para CD3 e CD4 e foram 

consideradas blastos de linfócitos T CD4+ (dados não mostrados). Estas células foram, então, 

estimuladas com anticorpos anti-CD3 na presença ou não de PGE2 e a expressão de CD95L e 

AICD analisadas. A figura 39 mostra que a PGE2 foi capaz de reduzir significativamente a 

expressão de CD95L induzida por anti-CD3, bem como os índices de morte destas células. O 

mesmo ocorreu quando, ao invés de PGE2, foi adicionada a forskolina. 

Tomados em conjunto, os dados obtidos demonstram que a proteção conferida pela 

PGE2 contra a AICD através da inibição da expressão de CD95L não funciona somente em 

hibridomas de linfócitos T, mas também ocorre tanto em linfócitos T CD4+ recém-extraídos 

de baço ou linfonodo como em blastos de linfócitos T CD4+ gerados in vitro. 
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Figura 39. PGE2 e forskolina inibem a expressão de CD95L e a morte induzida por anticorpos anti-CD3 em 

blastos de linfócitos T CD4
+
. Blastos de linfócitos T derivados de baço de camundongos transgênicos 

BALB/c DO11.10 (ver seção de Materiais e Métodos) foram estimulados por anticorpos anti-CD3 na 
presença ou não de 10

-7 
M PGE2 ou 10 µM forskolina. Após 18h, a quantificação das taxas de morte 

foi feita através da migração da população nos parâmetros FSCxSSC (A). Alternativamente, após 8h 
de estímulo, as células foram marcadas com anticorpos anti-CD4.FITC e anti-CD95L.PE e analisadas 
por citometria de fluxo, sendo que a análise da expressão de CD95L foi feita na população positiva 
para CD4 (B). Os números representam a média e o desvio padrão de cada região mostrada. 
Gráfico representativo de três experimentos independentes.  

 

 Para investigar se a inibição da expressão de CD95L nos linfócitos T CD4+ pela PGE2 

também impede os linfócitos de matarem as células apresentadoras de antígeno, possíveis 

alvos da expressão aumentada de CD95L nos linfócitos T, foi feita uma co-cultura de blastos 

de linfócitos T CD4+ com células J774. Sendo assim, a co-cultura foi realizada incubando-se 

os blastos derivados de BALB/c DO11.10 com células J774 na proporção de três blastos para 

cada macrófago. As células J774 foram coradas com CFSE com o intuito de facilitar a análise 

das diferentes populações. A separação por intensidade de fluorescência (figura 40A, painel 

superior) evidenciou que as populações também se distinguiam quanto aos parâmetros FSC 

e SSC, ocupando diferentes posições no gráfico FSCxSSC (Figura 40A, painel inferior).  
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Figura 40. PGE2 inibe a morte induzida por anticorpos anti-CD3 em ambas as populações de uma co-cultura de 

J774 e esplenócitos não-aderentes. As células J774 foram coradas com CFSE e co-cultivadas com 
células não aderentes derivadas de baço de camundongos transgênicos BALB/c DO11.10 na 
proporção de 3 esplenócitos para cada macrófago. As culturas foram estimuladas ou não por 24h 
com anticorpos anti-CD3 adsorvidos em placas na presença ou não de 10

-7 
M PGE2. (A) A 

discriminação entre as duas populações celulares foi feita pela diferença na marcação com CFSE 
(painel superior), sendo que também ocupam diferentes regiões no gráfico FSCxSSC (painel inferior) 
(B) Quantificação das taxas de morte nas diferentes populações celulares, através da migração nos 
parâmetros de FSCxSSC. (C) Quantificação das taxas de morte nas diferentes populações celulares, 
através da incorporação de iodeto de propídeo. Os gráficos referentes às células J774 estão 
apresentados no painel superior e os referentes aos esplenócitos estão apresentados no painel 
inferior.  
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Estas células foram estimuladas com anticorpos anti-CD3 na presença ou não de PGE2 

e a análise da taxa de morte foi feita por dois diferentes parâmetros, tanto por diminuição 

de tamanho e ganho de granulosidade (FSCxSSC; Figura 40B) quanto por incorporação de 

iodeto de propídeo (Figura 40C). Nas duas análises, é possível perceber que houve a indução 

de AICD após estimulação dos linfócitos T CD4+ com anticorpos anti-CD3 (Figura 40B-C, 

painéis inferiores) e esta ativação, que leva à expressão de CD95L (Figura 39B), também 

causa um aumento de morte das células J774 (Figura 40B-C, painéis superiores). A PGE2 não 

só inibiu a AICD dos blastos de linfócitos T CD4+ mas também reduziu significativamente a 

morte das células J774.  

Sendo assim, a PGE2 parece ser importante tanto para impedir os linfócitos T CD4+ de 

morrer enquanto há a percepção da presença de patógenos pelas células apresentadoras de 

antígeno (via TLRs), como também para bloquear a morte das células que tem como função 

estimular a resposta adaptativa. 
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5 Discussão 

5.1 Considerações iniciais 

 

 A maior parte dos resultados apresentados na sessão anterior foi recentemente 

aceito para publicação na revista Cell Death and Differentiation, da Editora Nature Publishing 

Group, cujo fator de impacto do ano passado foi avaliado em 8,12. A versão para correção 

(galley proof) do artigo aceito está anexada a esta tese (Anexo 1). 

 Este projeto teve início com uma pergunta simples, que acabou por direcionar todo o 

trabalho realizado durante este doutorado. A pergunta era se as células apresentadoras de 

antígeno poderiam modular a morte induzida por ativação de linfócitos T CD4+ através dos 

fatores solúveis produzidos por elas. A relevância da pergunta à época de sua formulação 

consistia no fato de entender se as APCs poderiam, de algum modo, atrasar a morte dos 

linfócitos T ativados enquanto a fonte da ativação do sistema imune não fosse controlada ou 

eliminada. Como na grande parte dos casos, a ativação dos linfócitos T CD4+ se dá pela 

apresentação via MHC classe II de peptídeos derivados de patógenos ou de antígenos 

considerados estranhos ao organismo, a morte precoce dos linfócitos expandidos 

justamente para controlar a infecção poderia ser prejudicial para o bom desfecho da 

resposta imune. Por outro lado, a ativação e manutenção de linfócitos T auto-reativos no 

organismo poderia gerar distúrbios para a homeostasia do sistema, causando, em casos mais 

extremos, síndromes auto-imunes. Sendo assim, foi aventada a hipótese de que as células 

apresentadoras de antígenos poderiam produzir fatores solúveis para inibir a morte dos 

linfócitos T ativados enquanto houvesse a percepção da presença de patógenos no sistema. 

Uma vez diminuída a carga patogênica, as células apresentadoras de antígeno não mais 

seriam capazes de bloquear a AICD e a população de linfócitos T CD4+ seria reduzida, como 

necessário e desejado. No caso dos linfócitos T auto-imunes, a percepção do auto-antígeno 

não viria acompanhada de percepção de perigo e assim, as células apresentadoras de 

antígeno não produziriam fatores solúveis capazes de inibir a morte destas células. 

 Sendo assim, o projeto foi iniciado com o estabelecimento de um modelo simples e 

facilmente reprodutível de indução de AICD em linfócitos T CD4+, no qual seria testado o 

efeito dos fatores solúveis produzidos pelas APCs. O modelo escolhido e padronizado foi a 

indução de hibridomas de linfócitos T CD4+ à morte por anticorpos anti-CD3 agonistas 

adsorvidos à placa de cultura. A linhagem celular utilizada inicialmente foi a linhagem murina 
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DO11.10, que foi obtida pela fusão entre linfócitos T CD4+ com TCR transgênico que 

reconhece o peptídeo 323-339 da ovalbumina apresentado em um contexto de MHC classe 

II I-Ad e células de timoma nocautes para o TCRβ denominada de BW5147. As células foram 

selecionadas para a alta produção de IL-2 quando estimuladas pelo complexo MHC+antígeno 

ou concavalina A (Kappler et al., 1981) e posteriormente descritas como células sensíveis à 

AICD induzida por anticorpos anti-CD3 ou pela combinação de PMA e ionomicina (Brunner et 

al., 1995). A grande vantagem deste modelo é que a AICD nestas células ocorre já ao 

primeiro estímulo, não necessitando de um estímulo prévio e descanso por alguns dias 

(Figura 1) (Brunner et al., 1995). 

 

 

5.2 Efeito de sobrenadantes de APCs em hibridomas de linfócitos T DO11.10 

 

 Após a padronização do modelo experimental, o primeiro passo foi testar a premissa 

básica da tese, que era investigar se os sobrenadantes de culturas de células apresentadoras 

de antígeno eram capazes de inibir a morte dos hibridomas DO11.10. Para tanto, 

sobrenadantes de cultura de células J774 (Figura 2), células de exsudato peritoneal (Figura 6) 

ou células dendríticas (Figuras 6 e 7) foram adicionados aos hibridomas DO11.10 durante o 

estímulo indutor de AICD e, em todos os casos, houve uma redução da morte dos 

hibridomas, demonstrando que as APCs possuem a capacidade de secretar fatores solúveis 

inibidores da morte de linfócitos T. 

 Sinais de perigo, tais como padrões moleculares associados a patógenos (LPS, entre 

outros) ou mediadores inflamatórios são reconhecidamente necessários para induzir a 

expansão e diferenciação de linfócitos T antígeno-específicos em células efetoras capazes de 

conferir imunidade, além de aumentar sua sobrevida (Pasare e Medzhitov, 2005). Na 

ausência de tais sinais, mesmo que o linfócito T reconheça o antígeno complexado ao MHC, 

seu destino normalmente é a anergia e possível morte ao invés de expansão e ativação 

(Schwartz, 2003; Zheng et al., 2008). Parte da decisão entre anergia seguida de morte ou 

ativação e expansão dos linfócitos ocorre pela interação entre moléculas de superfície dos 

linfócitos T e das APCS, tais como CD28/B7, CTLA-4/B7, CD40L/CD40, CD2/LFA-3, PD-1/PD-L1 

e TIM-1/TIM-4, entre outras, que têm suas expressões moduladas pelos sinais de perigo e 

inflamação (Chambers e Allison, 1999; Rodriguez-Manzanet et al., 2008). Porém, existem 

ainda poucos relatos na literatura sobre a participação dos fatores solúveis secretados por 
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APCs quando estimuladas por sinais de perigo na decisão sobre vida e morte de linfócitos T 

CD4+. 

Como demonstrado nas figuras 2, 3 e 6, a adição de LPS durante a cultura de células 

de exsudato peritoneal, que são basicamente macrófagos, potencializou a secreção de um 

fator inibidor da AICD de hibridomas DO11.10, reduzindo drasticamente os níveis de morte 

induzida por anti-CD3. Este fenômeno é independente do background genético das células, 

já que os macrófagos peritoneais de diversas linhagens de camundongos, tais como 129, 

BALB/c, C57Bl/6 e C3H.HePas responderam da mesma forma ao LPS, produzindo 

sobrenadantes mais potentes contra a AICD.  Foi descartado um possível efeito protetor 

direto do LPS nos hibridomas (Figura 4), bem como a redução da AICD pela exaustão do 

meio de cultura (Figura 5). 

Além de sobrenadantes de macrófagos peritoneais e linhagens macrofágicas, foram 

feitos experimentos utilizando-se sobrenadantes de cultura de células dendríticas derivadas 

de medula óssea. Dois protocolos distintos são normalmente usados para a geração de DCs a 

partir de medula óssea, sendo que a diferença entre eles é a adição ou não de IL-4 à cultura 

destas células com GM-CSF. O fenótipo final das duas células é muito semelhante entre os 

dois protocolos, resultando em algumas diferenças sutis na expressão de MHC de classe II, 

secreção de citocinas e na morfologia dos endossomos, sendo que ambos os protocolos 

geram DCs imaturas, que são células altamente endocíticas, expressando baixos níveis de 

MHC classe II e de moléculas co-estimulatórias, tais como B7.1 e B7.2 (Cella et al., 1997; 

Chapuis et al., 1997; Sallusto e Lanzavecchia, 1994; Zhou e Tedder, 1996). A maturação das 

DCs por LPS, tanto in vitro quanto in vivo, causa redução na capacidade endocítica, aumento 

de MHC classe II e moléculas co-estimulatórias, induz sua migração para órgãos linfóides 

secundários, além de alterar o padrão de moléculas secretadas, tais como um aumento de 

IL-12 e PGE2 (Cella et al., 1997; De Smedt et al., 1996). Quando os sobrenadantes de DCs 

imaturas e maduras foram comparados quanto ao seu efeito protetor contra a AICD, 

observou-se que os sobrenadantes de células maduras eram muito mais potentes que os das 

células imaturas (Figura 6), independentemente se as DCs foram geradas com GM-CSF ou 

GM-CSF + IL-4 (Figura 7A) e do background genético dos camundongos doadores da medula 

óssea (dados não mostrados). Em conjunto, estes dados demonstram que as células 

dendríticas maturadas por LPS aumentam a produção de fatores solúveis que são capazes de 

inibir a AICD de hibridomas DO11.10, da mesma forma que ocorre com os macrófagos 

peritoneais quando estimulados com LPS.  
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Sendo assim, estes resultados demonstram que sinais de perigo, tais como o LPS, não 

são só importantes para aumentar moléculas co-estimuladoras na superfície das APCs e 

mediar a ativação e expansão de linfócitos T, mas também são capazes de alterar os fatores 

solúveis produzidos por essas células, alterando o microambiente no qual os linfócitos T irão 

reconhecer o antígeno, com profundos impactos na sobrevida destas células. 

Um dos principais fatores solúveis produzidos pelas células dendríticas quando 

maduras é a IL-12, que age em linfócitos T virgens, polarizando-os para a subpopulação Th1 

(D'Andrea et al., 1992; Macatonia et al., 1995). As células dendríticas não só produzem IL-12, 

mas também respondem a esta citocina, que potencializa sua ativação e maturação 

principamente via indução da produção de IFN-γ (Bastos et al., 2004; Puddu et al., 1997). Por 

sua vez, o IFN-γ, tanto o produzido pelas próprias APCs quanto os derivados de linfócitos T, 

ativam as APCs e aumentam sua capacidade de apresentação de antígenos, tornando-se 

assim, uma alça de estímulo positivo (Frucht et al., 2001). Já foi também demonstrado que o 

próprio estímulo de LPS pode induzir a produção de IFN-γ em células apresentadoras de 

antígeno (Fultz et al., 1993). Para investigar a participação destas duas citocinas na produção 

do fator inibidor da AICD fez-se uso de camundongos nocautes para IL-12, IFN-γ ou para 

ambas as citocinas. A figura 7B mostra que não houve qualquer alteração nos níveis de 

proteção conferidos pelos sobrenadantes de células dendríticas nocautes estimuladas por 

LPS, se comparados com os resultados obtidos com as DCs selvagens. Sendo assim, as 

citocinas IL-12 e IFN-γ não são essenciais para a produção do fator inibidor, nem são, per se, 

o fator de inibição. 

 

 

5.3 Participação dos TLRs na produção do fator de inibição da AICD 

 

Como mencionado anteriormente, os macrófagos e células dendríticas possuem um 

conjunto de receptores denominados de TLR (Toll-Like Receptors), que percebem padrões 

associados a patógenos. Dentre eles, o que responde majoritariamente ao estímulo por LPS 

é o TLR4 (Chow et al., 1999), enquanto que o TLR2 é conhecido por se ligar a LPS atípicos 

(Hirschfeld et al., 2001). A associação do TLR4 ao LPS é favorecida pela molécula CD14, uma 

proteína presente na superfície dos macrófagos que confere maior afinidade entre o LPS e o 

TLR4 (Jiang et al., 2000).  
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No intuito de analisar a participação das vias mediadas por TLR4 e TLR2 na produção 

do fator inibidor da AICD induzido por LPS, foram usados PECs de camundongos deficientes 

para cada um dos receptores, sendo que os resultados confirmaram que este mecanismo é 

dependente de TLR4 (Figura 8) e independente de TLR2 (Figura 9). Como o LPS utilizado é 

derivado de E. coli, e não de bactérias atípicas, os resultados que demonstram que a 

sinalização é via TLR4 e não TLR2 está de acordo com a literatura (Hoshino et al., 1999). 

 Porém, quando foram usados PECs de camundongos nocautes para CD14, não houve 

qualquer alteração nos níveis de proteção induzidos por LPS, demonstrando que, neste 

modelo, o CD14 é dispensável para a potencialização do efeito dos sobrenadantes induzida 

por LPS. Esperava-se que a deficiência de CD14 fosse reduzir a capacidade dos PECs em 

responder ao LPS, já que o CD14 facilita a interação entre o TLR4 e o lipopolissacarídeo. Duas 

hipóteses poderiam explicar este fato. A primeira é que a concentração de LPS ministrada 

seria alta o bastante para que os receptores TLR4 fossem rapidamente ativados, não 

permitindo a diferenciação entre a presença e ausência de moléculas auxiliares. A outra 

possibilidade é que a mínima estimulação do receptor já seria suficiente para que a indução 

da produção deste fator inibidor fosse máxima. Neste sentido, existem diversos relatos na 

literatura de sinalização de LPS independente de CD14, principalmente em altas 

concentrações de LPS (Gangloff et al., 1999; Lynn et al., 1993; Moore et al., 2000). 

O engajamento do TLR4 com o LPS desencadeia duas vias de sinalização distintas, 

sendo que uma delas é dependente da molécula adaptadora MyD88 enquanto a outra é 

independente de MyD88 e dependente de TRIF/TRAM (Kawai e Akira, 2006). A via mediada 

por MyD88 controla as respostas inflamatórias induzidas por LPS, sendo que os principais 

alvos de ativação desta via são o fator de transcrição NF-κB, a Cox-2 e as quinases p38 e JNK 

(Takeuchi et al., 2000). Células deficientes de MyD88 estimuladas com LPS perdem, 

portanto, a capacidade de secretar diversas citocinas e mediadores lipídicos, tais como a IL-

1β, a IL-6, o TNF-α e a PGE2 (Kawai et al., 1999; Rhee e Hwang, 2000). Já a via independente 

de MyD88 ativa o fator de transcrição IRF-3 (interferon regulatory factor 3), que controla a 

expressão de um outro subgrupo de moléculas, tais como os interferons do tipo I e 

quimiocinas (Kawai et al., 2001; Yamamoto et al., 2003). 

Os dados resultantes da utilização dos sobrenadantes de PECs deficientes em MyD88 

demonstraram que o aumento induzido por LPS na produção do fator inibidor da AICD é 

totalmente dependente da via controlada por esta molécula adaptadora, já que não há 

diferença entre os sobrenadantes gerados em células estimuladas por LPS e células não 
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estimuladas (Figura 10). Isto demonstra que, dentre as duas vias iniciadas por TLR4, é a via 

dependente de MyD88 que medeia a sinalização para a produção do fator de inibição da 

AICD. 

Outra observação que pode ser feita é que os sobrenadantes de PECs deficientes em 

MyD88 não-estimuladas por LPS perdem completamente sua capacidade protetora (Figura 

10), fenômeno que não ocorre com os sobrenadantes derivados de PECs deficientes em 

TLR4 (Figura 8). Em conjunto, estes dados indicam que o MyD88 participa de uma outra via 

de indução da produção deste fator inibidor, que é independente da sinalização via TLR4. 

Como a via do MyD88 é central na sinalização de quase todos os TLRs (Kawai e Akira, 2006) é 

possível que a produção basal do fator inibidor não seja uma atividade intrínseca da célula, 

mas que esteja ligada à presença de algum ligante de TLR, seja ele um ligante endógeno ou 

um ligante advindo de fontes exógenas (apesar de todos os experimentos seguirem as mais 

restritas condições de higiene e boa prática científica, é virtualmente impossível eliminar a 

hipótese da presença de baixíssimos níveis de contaminantes, sejam eles advindos do 

material usado, sejam eles advindos da própria flora do animal). Uma outra possibilidade é 

que a própria cultura das células in vitro já seja capaz de ativar basalmente uma das vias 

mediadas por MyD88, independentemente da presença de ligantes de TLR. Esta hipótese se 

baseia no fato que a molécula MyD88 faz parte da sinalização não só dos TLRs, mas também 

do receptor de IL-1, e que o espraiamento das células na placa de cultura induz a expressão 

e secreção de IL-1  (Medzhitov et al., 1998; Wesche et al., 1997).  De qualquer modo, o 

resultado da completa dependência da via do MyD88 para a produção do fator de inibição 

da AICD abre a possibilidade de que outros ligantes de TLR, que iniciam a via mediada por 

MyD88, também podem induzir uma maior proteção dos linfócitos T que estão interagindo 

com as células apresentadoras de antígeno num contexto de infecção. Atualmente, esta 

linha de pesquisa está sendo alvo de estudo do nosso grupo. 

 

 

5.4 Caracterização do fator de inibição da AICD presente nos sobrenadantes 

 

 Os experimentos realizados demonstraram que, apesar da síntese do fator ser 

dependente de síntese protéica (Figura 11), este fator, em si, não era uma proteína, já que 

nem o tratamento com calor nem com proteinase K reduziu os níveis de proteção conferidos 
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pelos sobrenadantes (dados não mostrados). Sendo assim, as atenções se voltaram aos 

mediadores não-protéicos, tais como os mediadores lipídicos. 

Dentre as principais moléculas induzidas pela via iniciada pelo TLR4 e mediada por 

MyD88 destaca-se a ciclooxigenase-2 (Cox-2) (Hwang, 2001). Esta proteína participa do 

metabolismo do ácido araquidônico, convertendo-o em prostaglandinas e, diferentemente 

da Cox-1, é indutível, sendo responsável pelos picos de produção de prostaglandinas em 

sítios inflamatórios (Feng et al., 1993). A prostaglandina E2 (PGE2), a mais abundante entre as 

prostaglandinas, é um conhecido mediador negativo de processos inflamatórios (Yarovinsky 

e Hunninghake, 2001) e também já foi descrita como inibidora da morte em diversos 

modelos experimentais (Bowolaksono et al., 2008; Casado et al., 2007; George et al., 2007; 

Leone et al., 2007), inclusive em linfoblastos (Goetzl et al., 1995) e linfócitos T (Porter e 

Malek, 1999). Portanto, por apresentar as características de não ser uma proteína, ter sua 

produção dependente de uma proteína induzível por LPS e já ter sido envolvida com 

proteção contra morte, a PGE2 era uma forte candidata a ser o ou um dos fatores presentes 

nos sobrenadantes das APCs responsáveis por inibir a AICD dos linfócitos T.  

Primeiramente, foi encontrado um aumento da expressão de Cox-2 em células 

estimuladas com LPS (Figura 12A), com um aumento correspondente de PGE2 nos 

sobrenadantes destas células (Figura 12B), o que está de acordo com a literatura.  

Porém, vale ressaltar que, nestas células, foi encontrada uma expressão basal da Cox-

2 com a conseqüente produção basal de PGE2, indicando que, mesmo na ausência da adição 

do LPS, há a indução (menor) da expressão de Cox-2. Estes dados reforçam a hipótese que 

ligantes endógenos ou contaminantes de TLR ou mesmo o espraiamento celular ativem a via 

dependente de MyD88 para a produção de PGE2. Infelizmente, devido à falta de 

fornecimento de animais nocautes para MyD88, a quantificação de PGE2 nos sobrenadantes 

destes animais não pôde ser realizada. 

Para entender se este aumento na expressão de Cox-2 e maior secreção de PGE2 

induzidos por LPS eram responsáveis pela potencialização dos efeitos dos sobrenadantes, 

foram usados três diferentes inibidores da via de síntese da PGE2. Nos três casos, houve uma 

forte redução na concentração de PGE2 nos sobrenadantes das células tratadas (Figura 13A), 

impactando na capacidade dos sobrenadantes em impedir a AICD (Figura 13B). 

 Além disso, a adição de PGE2 sintética mimetiza a ação dos sobrenadantes, ou seja, 

reduz a AICD dos hibridomas DO11.10, de forma dose-dependente (Figura 14 e 15). 

Convertendo-se a concentração dosada por ELISA nos sobrenadantes de células estimuladas, 
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que é dada por pg/ml, em molaridade, a maioria dos sobrenadantes das células estimuladas 

por LPS apresentou uma concentração de PGE2 entre 10-7 e 10-6M (Figuras 12B, 13A e dados 

não mostrados). Portanto, os valores para a PGE2 encontrada nos sobrenadantes foram 

similares às concentrações de prostaglandina E2 exógena que apresentaram efeito na 

inibição da morte de hibridomas DO11.10 por AICD. Sendo assim, os níveis de PGE2 podem 

ser diretamente correlacionados com os níveis de proteção conferidos pelos sobrenadantes 

estimulados ou não com LPS. 

É interessante ressaltar que os inibidores da ciclooxigenase, tais como a aspirina 

(ácido acetil-salicílico) e os coxibs (celecoxib, rofecoxib, lumiracoxib, entre outros), são 

vastamente utilizados como fármacos analgésicos e anti-inflamatórios, sendo em alguns 

casos utilizados de forma crônica, como no tratamento de osteoartrose, artrite reumatóide e 

espondilite anquilosante (Bodor e Habener, 1998; Poddubnyy et al., 2008). Os resultados 

aqui apresentados mostram que a PGE2 possui papel não só na inflamação, mas também na 

sobrevida de células da resposta imune adaptativa. Sendo assim, estudos sobre o aumento 

de incidência de infecções em pacientes com uso crônico destes medicamentos seriam de 

grande importância para analisar se o uso contínuo destes medicamentos não favorece a 

morte precoce dos linfócitos T ativados e o aumento da susceptibilidade a doenças 

infecciosas. 

 

 

5.5 Efeito da PGE2 e dos sobrenadantes na via mediada por CD95/CD95L 

 

Após identificar a PGE2 como o fator protetor presente nos sobrenadantes de APCs 

estimuladas com LPS, o próximo passo foi entender como este mediador lipídico inibe a 

morte em linfócitos T. A primeira possibilidade é que a PGE2 atuaria neste processo de forma 

indireta, inibindo a proliferação. Como já foi demonstrado que a susceptibilidade a AICD é, 

em alguns casos, dependente de proliferação (Algeciras-Schimnich et al., 1999; Fotedar et 

al., 1995) e do estágio do ciclo celular (Li et al., 2000; Lissy et al., 1998) era importante 

descartar esta hipótese para começar a investigar a possível influência direta da PGE2 nas 

vias de indução de morte por AICD. Em diversos artigos científicos, a PGE2 é relatada como 

supressora de ciclo celular por inibir a secreção de IL-2 (Chouaib et al., 1985), por aumentar 

o p27Kip1 (inibidor de cdk4) (Chemnitz et al., 2006) ou por inibir a expressão de D2, D3 e 

cdk4 (Ward et al., 1996). Por outro lado, existem artigos mostrando que a PGE2 pode exibir 
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efeito contrário, aumentando a proliferação celular (Andreis et al., 1981; Gupta e Dubois, 

2001; Skouteris et al., 1988), por potencializar a via do EGFR (Daub et al., 1996) ou por ativar 

vias mitogênicas, tais como a PI3K e a ERK1/2 (Dajani et al., 2008).  

Os resultados apresentados na figura 16 demonstram que, em hibridomas DO11.10, 

a PGE2 não altera o ciclo celular tanto quando adicionada sozinha como também quando 

combinada com a estimulação por anticorpos anti-CD3 , indicando que o efeito supressor da 

AICD não é via inibição da proliferação. Sendo assim, a etapa seguinte foi investigar se a 

PGE2 modulava as vias que participam diretamente dos mecanismos de indução e execução 

da morte dos linfócitos T.  

Como já mostrado anteriormente, a principal via descrita de execução da morte por 

AICD em linfócitos T é dependente da interação da molécula CD95L com seu receptor 

correspondente CD95 (Brunner et al., 1995). Quando isso ocorre, os receptores CD95 são 

aglutinados, recrutando a molécula adaptadora FADD, que recruta caspase-8 ou caspase-10, 

ativando-as. Segue-se uma cascata de ativação de caspases que leva a célula a morrer por 

apoptose (Peter e Krammer, 1998). O FLIP, uma molécula com alta homologia com caspase-

8, porém sem atividade catalítica, pode ser recrutado para o FADD durante a aglutinação de 

CD95, competindo com a caspase-8/-10 pelos domínios de interação com o FADD, tornando-

se inibidora do processo de ativação da cascata apoptótica (Irmler et al., 1997).   

Portanto, para que esta via resulte em morte, o recrutamento de FLIP para o 

complexo contendo CD95 e FADD, denominado DISC, deve ser sensivelmente menor do que 

a caspase-8/-10. Este balanço entre FLIP e caspase-8/-10 ocorre principalmente com 

alterações nos níveis de expressão de FLIP, sendo que a susceptibilidade dos linfócitos T a 

AICD está intimamente ligada aos níveis reduzidos desta molécula (Algeciras-Schimnich et 

al., 1999; Irmler et al., 1997; Refaeli et al., 1998). Por exemplo, os linfócitos T de pacientes 

lúpicos resistem à morte por AICD e anergia por aumentar a expressão de Cox-2. A inibição 

desta enzima, com a conseqüente diminuição da produção de PGE2, leva estas células à 

morte por reduzir drasticamente os níveis de FLIP (Xu et al., 2004).  

Porém, o tratamento com sobrenadantes de APCs ou PGE2 sintética não alterou 

significativamente os níveis de FLIP nos hibridomas DO11.10 (Figuras 17 a 19), indicando 

que, neste modelo, a resistência à AICD não é pelo aumento do FLIP. Como a redução do 

FLIP ocorre em linfócitos T durante os ciclos de proliferação pós-ativação (Algeciras-

Schimnich et al., 1999), o efeito da PGE2 pode estar ligado à manutenção dos níveis de FLIP e 

não em um aumento de sua expressão quando adicionada de forma exógena. 
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 Além da susceptibilidade ou resistência conferida pelos níveis de FLIP, o principal 

ponto de modulação da AICD é a expressão da molécula de CD95L, que é regulada 

majoritariamente a nível transcripcional (Refaeli et al., 1998). Diversos grupos 

demonstraram que a interação dos anticorpos anti-CD3 com o complexo TCR/CD3 na 

superfície dos linfócitos T desencadeia diversas vias de sinalização, que culminam no 

aumento da expressão da molécula CD95L (Alderson et al., 1995; Brunner et al., 1995; Dhein 

et al., 1995; Ju et al., 1995).  

 Nos hibridomas DO11.10, a expressão de CD95L induzida por estimulação via 

TCR/CD3 foi fortemente inibida na presença dos sobrenadantes de células dendríticas ou 

PECs estimulados com LPS (Figuras 17 e 18). A adição de PGE2 sintética resultou no mesmo 

efeito, ou seja, a inibição da transcrição de CD95L (Figura 19). 

  Interessantemente, a PGE2 já foi descrita como indutora da expressão de CD95L em 

diversos modelos (Jones et al., 2004; Kim et al., 2007; O'Callaghan et al., 2008), sendo que 

um dos mecanismos identificados para a apoptose induzida por PGE2 é justamente o 

aumento de expressão de CD95L (Jones et al., 2004). Por outro lado, em acordo com os 

dados encontrados com DO11.10, a AICD de hibridomas de linfócito T 2B4.11.13 foi 

bloqueada por PGE2 através da inibição de CD95L (Porter e Malek, 1999). Curiosamente, a 

PGE2 derivada de fibroblastos pulmonares bloqueia a AICD de linfócitos T de forma CD95L-

independente (Yarovinsky e Hunninghake, 2001).  Esta diferença de resultados pode ser 

devido à expressão diferencial dos receptores de PGE2 na superfície das células. Enquanto o 

aumento do CD95L parece ser mediado pelo receptor EP1 (Kim et al., 2007; O'Callaghan et 

al., 2008), a redução da expressão deste ligante parece ser via receptores EP2 e EP4 (Figuras 

25 e 26) (Porter e Malek, 1999). 

A análise da expressão protéica de CD95L (Figura 20) permite duas observações: 

primeiramente, ela corrobora os resultados obtidos por PCR, já que tanto a PGE2 quanto os 

sobrenadantes de APCs inibiram fortemente a expressão de CD95L na superfície celular. Em 

segundo lugar, através deste tipo de técnica experimental, é possível individualizar a análise, 

que mostra que nem todas as células passaram a expressar maiores quantidades de CD95L, 

sendo que parte da população continuou com baixa expressão de CD95L. Vale lembrar que 

somente parte da população das células estimuladas por anticorpos anti-CD3 morre por este 

estímulo. Portanto, uma explicação plausível para esta resistência parcial seria a expressão 

diferencial de CD95L nestas células. 
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Levando-se em conta que: a) os sobrenadantes de APCs e PECs estimuladas por LPS 

possuem forte efeito protetor contra a AICD; b) o LPS induz a expressão de Cox-2 e a 

subseqüente síntese de PGE2 por PECs e APCs; c) inibidores da Cox-2, tais como a 

indometacina e o NS398, inibem o aparecimento do fator protetor nos sobrenadantes de 

células tratadas com LPS; d) PGE2 sintética mimetiza todos os efeitos dos sobrenadantes, 

inclusive a inibição transcripcional de CD95L; e e) moléculas Fas.Fc bloqueiam a AICD de 

hibridomas DO11.10 (Figura 1) é possível concluir que a proteção pelos sobrenadantes de 

APCs estimuladas com LPS contra a AICD de linfócitos T é, em grande parte, induzida pela 

PGE2. Estas observações estão de acordo com dados da literatura que mostram que a 

sobrevida prolongada de linfócitos T CD45RO+ nos espaços pleurais inflamados ocorre por 

concentrações elevadas de PGE2 (Pace et al., 2007) e que linfoblastos CD4+ e CD8+ podem ser 

resgatados da morte por ConA ou fitohemaglutinina por PGE2 (Goetzl et al., 1995). 

Para confirmar os resultados acima e também investigar se a PGE2 poderia ter um 

efeito posterior ao acoplamento do CD95L com o receptor CD95, foram realizados 

experimentos nos quais a indução de morte foi feita através de anticorpos anti-CD95 

agonistas. Surpreendentemente, os sobrenadantes de PECs, estimulados ou não com LPS, 

potencializaram a apoptose induzida por estimulação do receptor CD95L (Figura 21). Mais 

surpreendente ainda foi observar que a PGE2 também era a responsável por este efeito, já 

que a adição de PGE2 sintética mimetizou os efeitos potencializadores dos sobrenadantes 

(Figura 22). 

A primeira observação que deve ser feita é que a concentração do mediador lipídico 

para exercer este efeito foi significativamente menor do que o necessário para proteger os 

hibridomas DO11.10 da AICD induzida por anticorpos anti-CD3, tanto que concentrações 

mínimas, tais como 10-10M, já possuem forte efeito potencializador da morte por anti-CD95, 

mas são inócuas contra a AICD. 

Apesar de não ter sido feito nenhum experimento para se investigar os mecanismos 

que regulam este fenômeno, existem dados na literatura que permitem, ao menos, levantar 

algumas hipóteses. Uma delas, que é a inibição da expressão de FLIP, que permitiria um 

maior recrutamento das caspases iniciadoras ao receptor CD95, pôde ser prontamente 

descartada, já que nem a PGE2 nem os sobrenadantes de DCs ou PECs alteraram a expressão 

de FLIP (Figuras 17 a 19). 

A outra hipótese parte da observação que o receptor CD95 normalmente está 

ausente dos lipid rafts em células do tipo II e concentrado neles em células do tipo I, onde já 
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estão pré-associados (Muppidi e Siegel, 2004). Lipid rafts são estruturas ricas em receptores 

e moléculas de diversas vias de sinalização e, por se agregarem em estruturas maiores, estão 

envolvidos no controle da intensidade e eficiência na resposta a diversos estímulos celulares, 

tais como estimulação via TCR, BCR e FcεR (Dykstra et al., 2003). 

Após estimulação de ambos os tipos celulares, o CD95 é recrutado para os lipid rafts, 

potencializando o estímulo apoptótico. Agentes desorganizadores dos lipid rafts inibem a 

morte mediada por CD95 em células do tipo I (Muppidi e Siegel, 2004) e a distribuição 

forçada de CD95 para dentro dos lipid rafts em células do tipo II potencializa a morte 

mediada por este receptor (Legembre et al., 2005). Linfócitos T são considerados células do 

tipo II e, portanto, possuem grande parte das moléculas de CD95 fora dos microdomínios 

lipídicos (Legembre et al., 2006). Antes resistentes à morte por anticorpos anti-CD95, o 

recrutamento do receptor para os lipid rafts torna estas células muito mais sensíveis a este 

tipo de indução de morte (Muppidi e Siegel, 2004).  

Entre os diversos mecanismos de recrutamento de moléculas para os lipid rafts vale 

ressaltar a fosforilação da ezrina, uma proteína associada ao citoesqueleto de actina 

(Barnhart et al., 2003). Em linfócitos T CD4+, a ezrina se co-localiza com o CD95 em células 

ativadas por longo período (susceptíveis à morte induzida por CD95L), mas não em células 

virgens ou recém-ativadas (refratárias à morte induzida por CD95L) (Barnhart et al., 2003). A 

ligação da ezrina com o CD95 ocorre somente após sua fosforilação pela PKA no resíduo 

Ser66 (Zhou et al., 2003) ou pela PKC em resíduos de treonina (Ng et al., 2001). Após serem 

ativadas por fosforilação, as ezrinas também passam a ser pontes de aproximação entre as 

quinases PKA e PKC e seus substratos (Ruppelt et al., 2007). 

Portanto, sabendo-se que: a) PGE2 ativa PKA via aumento de AMPc (Rubin et al., 

1991); b) a fosforilação de receptores pode causar sua translocação para os lipid rafts; c) 

ezrina é essencial na morte mediada por CD95; d) ezrina interage tanto com PKA e com 

CD95, podendo fazer uma ponte de interação entre estas duas moléculas; é possível supor 

que um dos mecanismos da sensibilização por PGE2 da morte mediada por CD95 é a ação da 

PGE2 na distribuição do CD95 para dentro dos lipid rafts e sua internalização em vesículas 

endossomais.  

A possível sensibilização mediada por PGE2 de células tipo II, tais como linfócitos T 

CD4+ ativados, que são resistentes à indução de morte por CD95L, pode ser uma forma de 

eliminar essas células sem a necessidade de uma segunda estimulação via TCR, tanto 

durante a eliminação de clones ativados em regiões de imunoprivilégio (a retina, por 
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exemplo, produz PGE2) como preservar tecidos cronicamente inflamados, já que nestes 

locais há um aumento tanto de CD95L como de PGE2 (Bingham, 2002; Bodmer et al., 2002; 

Bonfoco et al., 1998; Seibert et al., 1997). Adicionalmente, a potencialização da morte de 

linfócitos T por PGE2 pode ser um mecanismo de escape de patógenos. Como ilustração 

desta hipótese, macrófagos infectados por HIV aumentam a sua expressão de Cox-2 (Alvarez 

et al., 2008; Barreto-de-Souza et al., 2006) e a estimulação de linfócitos T CD4+ com gp120, 

uma proteína do vírus HIV é capaz de fosforilar a ezrina, aumentando a translocação de 

CD95 para os lipid rafts, sensibilizando os linfócitos T CD4+ virgens à morte por mediada por 

CD95 (Luciani et al., 2004). 

Como não há ainda qualquer relato sobre a ação potencializadora da PGE2 na via do 

CD95 na literatura e este mecanismo pode estar envolvido na preservação de sítios 

imunoprivilegiados (sejam eles constitutivos ou induzidos por inflamação) e também pode 

ser um importante mecanismo de escape viral, foi delineado um projeto de pesquisa que irá 

investigar as vias de sinalização envolvidas bem como o real significado deste aumento da 

sensibilidade de linfócitos T à morte por estimulação do receptor CD95. 

 

 

5.6 Vias de sinalização induzidas pela PGE2 

 

Sabendo-se que a PGE2 é o principal fator inibidor da AICD produzido por células 

apresentadoras de antígeno após estímulo com LPS e age em linfócitos T inibindo a 

expressão de CD95L, a etapa seguinte era entender qual era a via de sinalização utilizada 

pela PGE2 para exercer este efeito anti-apoptótico. 

Como já comentado anteriormente, já foram descritos quatro diferentes receptores 

para PGE2, denominados EP1-4, que são um subgrupo da família de receptores acoplados a 

proteínas G (GCPR) (Narumiya et al., 1999). A função exercida por cada receptor varia 

principalmente de acordo com a proteína G acoplada, fazendo com que a PGE2 possa 

exercer efeitos diversos, e em alguns, até mesmo antagônicos (Sugimoto e Narumiya, 2007). 

Nos hibridomas DO11.10, com exceção do EP1, todos os outros receptores estão 

expressos (Figura 23). Sendo assim, foi possível descartar a participação do influxo de cálcio 

na supressão de CD95L, já que é o EP1, por estar associado à proteína Gq, que medeia este 

efeito (Breyer et al., 2001). Na verdade, o aumento do influxo de cálcio normalmente está 

associado ao aumento da expressão de CD95L, já que um dos seus efeitos é ativar o NFAT, 
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um dos principais fatores de transcrição envolvido na transcrição de CD95L (Latinis et al., 

1997; Loh et al., 1996; Shaw et al., 1995). Foi demonstrado, inclusive, que a sinalização via 

EP1 aumenta os níveis de CD95L em tumores de cólon (O'Callaghan et al., 2008) e também 

que esta via está associada a uma maior expressão de CD95L e apoptose em enterócitos 

infectados por Clostridium difficile (Kim et al., 2007). 

Nenhum dos receptores sofreu modulação através da estimulação com anticorpos 

anti-CD3 (Figura 23), o que significa que em ambas as condições experimentais os 

hibridomas DO11.10 percebem o sinal da PGE2 através dos mesmos receptores e, 

provavelmente, com a mesma intensidade, ativando as mesmas vias de sinalização. 

Como todos os outros receptores de PGE2 estão envolvidos com a regulação dos 

níveis de AMPc, seja aumentando sua produção (EP2 e EP4), seja bloqueando sua síntese 

(EP3) (Sugimoto e Narumiya, 2007), o passo seguinte foi analisar qual das duas 

possibilidades era a responsável pela inibição da AICD de hibridomas DO11.10. Para tanto, 

foi usada a forskolina, um ativador da adenilato ciclase, que aumenta os níveis intracelulares 

de AMPc de forma independente aos EPs (Huang et al., 1982). Os resultados obtidos com a 

forskolina indicam que os receptores EP2 e EP4 são os responsáveis pela proteção conferida 

por PGE2, já que o aumento dos níveis de cAMP por forskolina inibiu a AICD (Figura 24). Estes 

dados são reforçados pelos encontrados pelo grupo do Dr. Ivanov, que mostra que a 

forskolina foi capaz de inibir a expressão de CD95L e apoptose em hibridomas de linfócitos T 

2B4 induzidos por anti-CD3 (Ivanov et al., 1997). Por outro lado, o grupo do Prof. Leon 

mostrou que a forskolina protege as células PC12 da morte por H2O2, porém sem inibir a 

expressão de CD95L ou CD95 (Facchinetti et al., 2002).  

Para comprovar a participação e estudar os efeitos específicos dos receptores EP2 e 

EP4 e na proteção contra a AICD, foram utilizados agonistas e antagonistas específicos para 

cada um dos receptores. Para o EP2 foram utilizados o agonista butaprost e o antagonista 

AH6809, enquanto que para o EP4 foram usados o agonista ONO-AE1-329 e o antagonista 

ONO-AE3-208. Inicialmente foram padronizadas as concentrações máximas de uso que não 

causassem morte nas células tratadas e que continuassem específicas para o receptor 

utilizado. Para tanto foram seguidas as recomendações dos fornecedores para as 

concentrações-limite de especificidade, além da realização de curvas dose-resposta para 

cada um dos compostos (Figuras 25 e dados não mostrados). Como mostrado na figura 27, 

os antagonistas reverteram a proteção conferida somente pelo agonista respectivo, ou seja, 

o AH6809 somente inibiu o efeito do butaprost e o ONO-208 só bloqueou a ação do ONO-
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329, indicando que, nas concentrações utilizadas, os antagonistas agem de forma específica. 

Porém, como pode ser observado na própria figura 27, os antagonistas não foram capazes 

de reverter completamente a ação dos próprios agonistas. Este problema é recorrente entre 

os inibidores e agonistas das vias de síntese de prostaglandinas e leucotrienos (Peters-

Golden, comunicação pessoal), sendo que é possível ver esta reversão parcial em diversos 

artigos científicos (Clarke et al., 2004; Kay et al., 2006; Norel et al., 1999). 

De qualquer modo, foi possível demonstrar que tanto o EP2 como o EP4 podem 

mediar o efeito protetor da PGE2, de forma dose-dependente (Figura 25) e que, se 

estimulados em conjunto, agem de forma sinérgica (Figura 26). Este efeito sinérgico não é 

usualmente relatado, sendo que normalmente estes receptores possuem atividades 

redundantes. Uma possível explicação para esta ação sinérgica é que, apesar da principal via 

ativada pelos dois receptores causar o aumento de AMPc, existem vias secundárias que são 

preferencialmente iniciadas por somente um dos receptores. Por exemplo, somente o EP4 é 

capaz de ativar a via da PI3K, aumentando a resistência de células Jurkat contra a morte 

induzida por camptotecina (George et al., 2007). Por outro lado, o EP2 pode transativar o 

receptor de EGF (EGFR), aumentando a proliferação do carcinoma de células escamosas 

(Donnini et al., 2007). 

A confirmação que ambos os receptores EP2 e EP4 são importantes na proteção 

induzida por PGE2 foi obtida pela demonstração que os antagonistas de EP2 e EP4 (AH6809 e 

ONO-AE3-208, respectivamente) reduziram o efeito anti-apoptótico tanto da PGE2 sintética 

como dos sobrenadantes de células estimuladas com LPS (Figura 28). O efeito combinado 

dos antagonistas foi maior do que quando utilizados sozinhos (Figura 29), indicando que a 

PGE2 realmente sinaliza pelos dois receptores, que agem simultaneamente na sinalização da 

ação protetora contra a AICD. 

Como já apontado anteriormente, o aumento do AMPc através da ativação de EP2 e 

EP4 causa principalmente a ativação de duas vias, sendo uma delas dependente da PKA e a 

outra, mais recentemente descoberta, independente de PKA e dependente de EPAC 

(Birukova et al., 2007; Jing et al., 2004; Li et al., 2007). O desenvolvimento de fármacos 

análogos ao AMPc, porém específicos para a ativação das vias de PKA ou EPAC (6BNZ e 8-

pCPT, respectivamente) (Christensen et al., 2003), permitiu a melhor compreensão das 

moléculas-alvo de cada via, bem como a sua participação nos efeitos induzidos pelo 

aumento de AMPc (Kassel et al., 2008; Stafford e Marnett, 2008; Yokoyama et al., 2008). 
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A utilização destes análogos de AMPc durante a indução de AICD demonstrou que o 

efeito protetor da PGE2 é majoritariamente mediado pela via da PKA (Figura 30). Porém, 

apesar da estimulação da via de EPAC ser inócua quando realizada sozinha, ela é capaz de 

potencializar o efeito da PKA, aumentando a proteção conferida pelo 6BNZ contra a AICD em 

hibridomas DO11.10 (Figura 31).  

O EPAC é um fator de troca de guanina, que ativa o RAP1 e RAP2, que por sua vez, 

ativam diversas proteínas scaffolds, tais como RhoGAP, AF6, RapL e Riam, que atuam no 

remodelamento de actina, na adesão célula-célula e também na exocitose (Bos, 2006). Não 

há nada descrito sobre a atuação desta via na transcrição de CD95L, nem sobre sua 

participação na resistência à AICD. De fato, as únicas referências sobre EPAC e receptores de 

morte descrevem que a resistência ao TNF-α por AMPc é independente da via da EPAC 

(Krakstad et al., 2004; Stafford e Marnett, 2008). 

Por outro lado, a atividade de PKA está bastante associada à proteção contra a 

apoptose. Por exemplo, fenilefrina induz a fosforilação de Bad através da PKA, protegendo 

cardiomiócitos da morte por 2-deoxi-D-glicose (Valks et al., 2002); PGE2, através da ativação 

da PKA protege neutrófilos humanos da morte induzida por TNF-α (Krakstad et al., 2004); 

células alveolares são protegidas contra a morte durante estresse oxidativo através da 

fosforilação de CREB (cAMP response element-binding) mediada por PKA (Barlow et al., 

2008). Em relação aos linfócitos T, a ativação da PKA já foi associada à redução do CD95L e 

proteção contra a AICD através da ativação de CREB e indução de um repressor 

transcripcional chamado ICER (inducible cAMP early repressor) (Bodor et al., 2002).  

Sendo assim, os resultados encontrados mostrando que a via de PKA é a principal 

mediadora da inibição da morte de hibridomas DO11.10 está em acordo com a literatura. 

Porém, o efeito da via do EPAC em potencializar os efeitos protetores da PKA é inédito e 

requer futuras investigações para ser melhor esclarecido. 

 

 

5.7 Efeito da PGE2 na ativação de fatores de transcrição 

 

Outra abordagem para perscrutar como a PGE2 age para inibir a morte induzida por 

ativação do complexo TCR/CD3 é estudar a influência da PGE2 na ativação dos fatores de 

transcrição responsáveis pela expressão do CD95L, mecanismo já demonstrado como sendo 

central na inibição da AICD por PGE2 (Figuras 17 a 20). 
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Como já frisado anteriormente, há uma grande variabilidade de fatores de 

transcrição que podem estar envolvidos com a expressão de CD95L, que varia de acordo 

com a natureza do estímulo e do tipo celular (Latinis et al., 1997; McClure et al., 1999; Xiao 

et al., 1999). Porém, um fator de transcrição que está sempre associado à transcrição desta 

molécula é o NFAT (Holtz-Heppelmann et al., 1998). O fator de transcrição NFAT é, na 

verdade, uma família de fatores de transcrição que possui cinco membros denominados de 

NFAT1 a NFAT5, sendo que, com exceção do NFAT5, que é ativado por choque osmótico, 

todos os NFAT são ativados pela via da calcineurina iniciada pela mobilização de cálcio 

intracelular (Lee e Park, 2006). O NFAT1, também conhecido como NFATp ou NFATc2, foi 

escolhido como alvo de investigação por ter, entre os cinco membros, a associação mais 

forte com a expressão de CD95L e AICD (Holtz-Heppelmann et al., 1998; Lee et al., 2002).  

A inibição completa da AICD em hibridomas DO11.10 pela adição da ciclosporina A, 

uma droga supressora da calcineurina e, portanto, da via de ativação de NFAT, demonstrou 

que a participação do NFAT é essencial para a morte induzida por anti-CD3 em DO11.10 

(Figura 32A). Os experimentos realizados na seqüência mostraram que a ativação por 

anticorpos anti-CD3 desfosforila o NFAT1 (Figura 32B), que migra para o núcleo (Figura 33) e 

interage com seqüências-consenso no DNA, transativando promotores que contêm 

seqüências específicas para NFAT1 (Figura 34). A PGE2 foi incapaz de inibir qualquer uma 

destas etapas, indicando que o mecanismo de inibição do CD95L não é feito por um bloqueio 

direto na ativação do NFAT ou na transativação dos promotores respondedores a este fator 

de transcrição. 

Curiosamente, existem poucos relatos na literatura que mostram a inibição da 

ativação de NFAT por PGE2. No primeiro deles, não há qualquer menção ao mecanismo, a 

não ser pela indicação que é dependente do aumento de AMPc (Li e Handschumacher, 

1996). Em dois artigos, há a sugestão de que a PGE2 bloqueia a produção da IL-2 por suprimir 

a ligação do NFAT e do AP-1 no promotor desta citocina (Choudhry et al., 2002). Por fim, um 

artigo mostra que a PGE2 poderia impedir a dissociação da CSK do complexo Cbp/PAG, 

bloqueando a transdução do sinal do TCR para a ativação do NFAT (Vang et al., 2003).  

Existe, porém, uma possibilidade não abordada pelos experimentos realizados que 

abriria espaço para um efeito supressor da PGE2 na atividade do NFAT. Isso se daria pela 

presença de repressores transcripcionais que se ligariam a regiões adjacentes ao sítio de 

ligação do NFAT ao DNA, impedindo que este interaja com o promotor e monte 

corretamente a maquinaria de transcrição para a transcrição do CD95L. Esta hipótese 
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encontra fundamento nos resultados apresentados pelo grupo do Prof. Gress, que mostrou 

a indução pelo aumento de AMPc de um repressor transcripcional denominado ICER, que se 

liga justamente a regiões adjacentes ao sítio proximal de interação entre o NFAT e o 

promotor de CD95L (Bodor et al., 2002). Como o plasmídeo repórter 3xNFAT.Luciferase é 

derivado do promotor de IL-2 e não do promotor de CD95L, é possível que, ao se usar um 

plasmídeo repórter contendo o promotor de CD95L, a PGE2 iniba a transativação por impedir 

a ligação do NFAT a ele via ICER. Foram realizados experimentos com um plasmídeo 

contendo exatamente este construto. Todavia, a expressão de luciferase induzida através de 

estimulação por anticorpos anti-CD3 ou PMA+ionomicina foi muito baixa, impedindo a 

análise com segurança dos efeitos da PGE2 neste modelo (dados não mostrados). 

Quanto à participação do AP-1, é possível inferir através dos resultados obtidos com 

os ensaios de promotor repórter (Figura 34), que é improvável a ação da PGE2 no bloqueio 

da atividade deste fator de transcrição. Os sítios de interação no promotor repórter 

3xNFAT.Luciferase são sítios compostos para NFAT e AP-1 (Macian et al., 2000), que agem de 

forma sinérgica. Sendo assim, a inibição do AP-1 levaria a uma menor produção de luciferase 

por NFAT, o que não foi observado quando a PGE2 foi adicionada às células (Figura 34). 

Em diversos modelos experimentais, foi observado que a PGE2 pode bloquear a 

expressão gênica dependente de NF-κB. Em queratinócitos, a PGE2 suprimiu a produção de 

CCL27 por inibir a ativação do NF-κB através dos receptores EP2 e EP3 (Kanda et al., 2004). 

Em monócitos, a PGE2 inibiu a produção de IL-8 e TNF-α induzida por LPS através da inibição 

da degradação de IκB (Farmer e Pugin, 2000). Em linfócitos T ativados, a PGE2 inibiu a 

secreção de IL-5 por impedir a ligação do NF-κB ao DNA (Borger et al., 1998), sendo que o 

bloqueio da ligação pode ocorrer através do aumento dos níveis de AMPc intracelulares 

(Min et al., 2002; Watanabe et al., 1994). Porém, em alguns casos, a PGE2 pode exibir efeito 

oposto, tanto aumentando os níveis de NF-κB (Nusing et al., 1996) como promovendo sua 

ligação às seqüências-consenso específicas (Muroi e Suzuki, 1993). 

Sabendo-se, portanto, que o NF-κB pode ser modulado por PGE2 e está fortemente 

associado à expressão de CD95L (Baldwin, 1996; Harwood et al., 2000; Kasibhatla et al., 

1999), foi avaliado se, durante a AICD em DO11.10, a PGE2 poderia modular a ação deste 

fator de transcrição. Porém, nestas células, o estímulo via TCR/CD3 não gerou ativação do 

NF-κB, que foi evidenciada pela falta de geração de espécies reativas de oxigênio (dados não 

mostrados), manutenção dos níveis da molécula repressora IκB, ausência de fosforilação do 
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NF-κB e a ausência de proteção contra a AICD quando usada a lactacistina, uma droga que 

inibe a ativação da via do NF-κB (Figura 35). Portanto, como nestas células a ativação do NF-

κB não é essencial para a expressão de CD95L e AICD, a ação da PGE2 sobre esta via não 

pode ser analisada. Porém, estes dados evidenciam que a PGE2 tem que agir em uma via 

distinta à via do NF-κB para inibir a expressão de CD95L e, conseqüentemente, a AICD nos 

hibridomas DO11.10. 

Como já discutido anteriormente, um forte candidato a mediar os efeitos da PGE2 na 

inibição da AICD é o ICER. Este fator de transcrição, pertencente à família CREB/CREM, 

possui essencialmente um sítio de ligação ao DNA (leucine zipper) e é gerado a partir do uso 

de um promotor alternativo intrônico do gene que codifica para CREM (Molina et al., 1993). 

A indução do ICER, único membro desta família regulado transcripcionalmente, ocorre após 

diversos estímulos que levam ao aumento dos níveis de AMPc, ativando a PKA, entre eles a 

forskolina (Monaco e Sassone-Corsi, 1997; Thommesen et al., 2000; Tinti et al., 1996). 

Quando expresso, o ICER se liga às seqüências de DNA CRE (cAMP-responsive elements), 

competindo com CREB e CREM por estes sítios de ligação, deslocando o cofator CBP/p300 e, 

portanto, impedindo os estágios iniciais da formação da maquinaria transcripcional (Bodor 

et al., 2000).  

Portanto, como: 1) o efeito de inibição da AICD por PGE2 é mediado por AMPc e PKA; 

2) ICER é induzido por PGE2 via AMPc e PKA; 3) no promotor de CD95L foi mapeado um sítio 

de ligação para ICER ao lado do sítio proximal de ligação do NFAT (Bodor et al., 2002); 4) 

ICER impede a correta formação da maquinaria trancripcional e 5) a expressão de ICER pode 

inibir a expressão de CD95L (Bodor et al., 2002), a indução de ICER por PGE2 foi avaliada em 

hibridomas DO11.10.  

A figura 36A mostra que a PGE2 foi capaz de induzir ICER após 2h de tratamento, o que é 

anterior à expressão de CD95L. Como a transcrição de ICER depende da ativação de CREB via 

AMPc/PKA (Della Fazia et al., 1997), a fosforilação de CREB foi analisada e os resultados 

apresentados na figura 36B demonstram que o CREB é ativado rapidamente após a adição 

de PGE2. Apesar de serem frutos de experimentos iniciais, os dados apresentados permitem 

levantar a hipótese que o mecanismo de inibição da AICD em hibridomas DO11.10 por PGE2 

depende da expressão de ICER. Futuros experimentos com RNA de interferência para ICER 

irão comprovar se esta hipótese é correta. 
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5.8 Efeito da PGE2 na expressão de CD95L e AICD de linfócitos T primários 

 

 Para validar os dados encontrados em hibridomas de linfócitos T DO11.10, os 

principais experimentos foram realizados em células de camundongos derivadas tanto de 

baço como de linfonodos. Os dados encontrados com os linfócitos T primários foram muito 

similares aos encontrados com os hibridomas, reforçando a tese de que a PGE2 é capaz de 

inibir a morte de linfócitos T CD4+ através do aumento dos níveis intracelulares de AMPc e 

ativação de PKA (Figuras 37 a 40 e dados não mostrados). Mesmo nos linfócitos T CD4+ 

recém-extraídos de camundongos, que ainda são insensíveis à morte mediada por CD95L, a 

via da PGE2 foi capaz de impedir a expressão deste ligante de morte (Figura 37 e 38). A 

modulação da expressão do CD95L nesta fase da vida dos linfócitos T pode ser importante 

para sua possível ação indutora de morte em células-alvo. 

O experimento de co-cultura celular entre blastos de linfócitos T CD4+ e células J774 

mostrou que os linfócitos T CD4+ ativados por anticorpos anti-CD3 são capazes de matar os 

macrófagos-alvo, provavelmente pela expressão de CD95L, e que a PGE2 é capaz de bloquear 

a morte destas células (Figura 40). Se o mesmo fenômeno ocorre in vivo durante o início da 

resposta imune, a indução de morte das APCs pelos linfócitos T ativados via CD95L pode 

impedir a correta apresentação de antígenos e, conseqüentemente, a indução de imunidade 

protetora adequada. A PGE2, portanto, teria um papel importante neste cenário, evitando o 

aumento da expressão de CD95L nas células que estão sendo ativadas pelo reconhecimento 

do antígeno e, assim, prevenindo a morte prematura das APCs. 

 

 

5.9 Considerações finais 

 

 Levando em conta os resultados apresentados, conjuntamente com os dados 

encontrados na literatura, é possível propor um novo mecanismo mediado por células 

apresentadoras de antígeno que contribui para distinguir a ativação de linfócitos T antígeno-

específico em condições infecciosas e em condições assépticas. Esta distinção seria realizada 

pela percepção da presença de patógenos ou sinais de perigo pelas células apresentadoras 

de antígeno através dos receptores do tipo Toll, que resultaria numa maior expressão de 

PGE2. Em respostas a infecções, a produção aumentada deste mediador lipídico ajudaria a 

prolongar a vida dos linfócitos T CD4+ específicos durante a persistência do patógeno e seus 
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padrões moleculares associados. As próprias células apresentadoras de antígeno estariam 

protegidas da morte por ataque das células que estão reconhecendo o antígeno via 

MHC/TCR, já que a expressão de CD95L nos linfócitos T está suprimida. Sendo assim, níveis 

elevados de PGE2 durante um processo infeccioso deveriam ser associados a uma melhor 

imunidade. Neste sentido, o grupo do Prof. Weinberg mostrou uma correlação inversa entre 

níveis de PGE2/Cox-2 e a gravidade da malária em crianças (Perkins et al., 2001). 

 Por outro lado, a ausência da percepção de sinais de perigo durante o 

reconhecimento de auto-antígenos favoreceria a morte precoce tanto dos linfócitos T 

quanto das APCs, ajudando a manter a tolerância ao próprio. Esta hipótese prevê que níveis 

cronicamente elevados de PGE2 poderiam ser associados a processos auto-imunes. 

Camundongos diabéticos não obesos (NOD), um modelo de doença auto-imune mediada por 

linfócitos T bem estabelecido, apresentam níveis aumentados de PGE2 circulantes 

(Ganapathy et al., 2000), níveis reduzidos de CD95L (Decallonne et al., 2003)  e fenótipo de 

resistência à AICD (Arreaza et al., 2003). Níveis elevados de expressão de Cox-2 e de PGE2 

circulante, além de AICD deficiente, já foram correlacionados à diabetes auto-imune em 

humanos (Chase et al., 1979; Litherland et al., 2003; Litherland et al., 1999). A artrite 

reumatóide, outra doença auto-imune, também é associada a altos níveis de PGE2, tanto em 

modelos animais como em pacientes humanos (McCoy et al., 2002; Park et al., 2006; 

Robinson et al., 1979). 

 Em conjunto, os resultados apresentados neste trabalho e os dados existentes na 

literatura sugerem que a manipulação farmacológica da síntese de PGE2 pode ser útil para 

melhorar a imunidade contra infecções e também para controlar processos auto-imunes. 
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6 Conclusões 

• Os sobrenadantes de cultura de macrófagos ou células dendríticas possuem capacidade 

de inibir a morte de hibridomas de linfócitos T DO11.10 induzida por anticorpos anti-

CD3; 

• A adição de LPS na cultura de células apresentadoras de antígeno aumenta a produção 

do fator inibidor, potencializando os efeitos dos sobrenadantes sobre a AICD em 

hibridomas DO11.10; 

• O efeito potencializador do LPS é mediado pelos receptores TLR4 e pela molécula 

adaptadora MyD88 e é independente de TLR2 e CD14. A produção basal do fator 

inibidor também é dependente de MyD88; 

• A PGE2 é o principal componente nos sobrenadantes de macrófagos ou células 

dendríticas estimuladas com LPS responsável pela inibição da AICD de hibridomas 

DO11.10; 

• A PGE2, seja sintética ou derivada de APCs, não altera significativamente os níveis de 

expressão de CD95 e FLIP, porém inibe transcripcionalmente a expressão de CD95L, 

reduzindo os níveis de RNAm e também os níveis protéicos de CD95L na superfície 

celular; 

• A PGE2 não só não reprime a via iniciada por CD95, o que indica que a inibição da AICD é 

anterior ao estímulo do receptor CD95, como potencializa a morte induzida por 

anticorpos anti-CD95 agonistas; 

• O efeito da PGE2 é mediado pela ação sinergística de EP2 e EP4 que, através da ativação 

da adenilato ciclase, aumenta os níveis de AMPc intracelular, levando à ativação da PKA, 

que tem seu efeito potencializado pela via do EPAC.  

• A PGE2 não bloqueia a ativação do NFAT, AP-1 e NF-κB, três dos principais fatores de 

transcrição envolvidos com a expressão de CD95L. Experimentos iniciais mostraram que 

PGE2 aumenta a expressão de ICER, um repressor transcripcional, envolvido com a 

inibição do CD95L; 
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• Em linfócitos T primários, tanto recém-extraídos de baço ou linfonodos, como blastos 

gerados por 6 dias de cultura, a via de sinalização induzida por PGE2 é capaz de inibir a 

expressão de CD95L induzida por anticorpos anti-CD3. Nos blastos de linfócitos T CD4+, a 

inibição da expressão de CD95L reflete numa menor taxa de apoptose; e  

• Em co-culturas de blastos de linfócitos T CD4+ e células J774, a PGE2, além de bloquear a 

AICD dos blastos, também bloqueia a morte das células J774 induzida pelos linfócitos T 

CD4+ estimulados por anticorpos anti-CD3. 
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