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RESUMO 

 

O fator de transcrição NFAT1 exerce um papel central na regulação da expressão 

de uma série de genes envolvidos na resposta imune. Apesar de camundongos deficientes 

nesse fator de transcrição terem se mostrado imunocompetentes, seus linfócitos T CD4 

apresentaram uma tendência para diferenciação Th2, com alta produção de IL-4, IL-5 e 

IL-13. Entretanto, não parecia claro que papel o NFAT1 exercia na regulação da 

diferenciação Th1. Com o intuito de entender melhor essa regulação, utilizamos um 

modelo in vivo de sensibilização de camundongos NFAT1-/- com ovalbumina (OVA) e 

Adjuvante Completo de Freund (CFA). Surpreendentemente, observamos que quando 

esses animais deficientes foram sensibilizados, seus linfócitos apresentaram uma 

superprodução tanto de IL-4 quanto de IFN- quando foram reestimulados in vitro com 

OVA. A reestimulação in vitro desses linfócitos com anti-CD3 mostrou o mesmo perfil 

Th2 descrito inicialmente, sugerindo que a produção de IFN- estaria relacionada com o 

tipo de estimulação e provavelmente com a participação de células apresentadoras de 

antígenos (APCs). Observamos que a superprodução de IFN- estava correlacionada com 

a estimulação com a OVA e com a superprodução da citocina IL-12, e que o CFA, apesar 

de não ter sido fundamental, intensificou essa superprodução de citocinas. Linfócitos T 

CD4 foram os principais produtores desse IFN-, enquanto APCs deficientes em NFAT1 

apresentaram a capacidade de induzir uma maior produção de IFN-por esses linfócitos. 

Levando-se em conta que as principais APCs envolvidas nesse processo são as células 

dendríticas (DCs) e que existe uma escassez de informações sobre o NFAT1 em DCs, 

avaliamos também neste trabalho esse fator de transcrição neste tipo celular. 

Demonstramos que a proteína NFAT1 estava presente em DCs e que foi rapidamente 

ativada após influxo de cálcio. A análise de DCs deficientes em NFAT1 mostrou que 

este fator de transcrição parece estar envolvido com a geração das DCs, principalmente 

as do subtipo CD8
+
, porém não parece estar envolvido com o processo de maturação 

destas células. Coculturas de DCs com linfócitos T CD4 de camundongos OT-II 

demonstraram que DCs deficientes em NFAT1 induzem uma maior diferenciação Th1. 

Esses resultados demonstram que o fator de transcrição NFAT1 presente em DCs é 

fundamental para a modulação da diferenciação de linfócitos T CD4, e sugerem que o 

bloqueio in vivo deste fator em DCs aumentaria a diferenciação para Th1, o que 

possivelmente influenciaria no curso de diversas doenças. 
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ABSTRACT 

 

The NFAT1 transcription factor plays a central role in the regulation of cytokine 

gene expression during immune response. Despite the fact that NFAT1-deficient mice 

are immunecompetent, their lymphocytes presented a bias to Th2 differentiation, with a 

higher production of IL-4, IL-5 and IL-13. However, the role of NFAT1 in the regulation 

of Th1 differentiation was not clear. To better understand this regulation, we used an in 

vivo model of sensitization of NFAT1-/- mice with ovalbumina (OVA) and Complete 

Freund Adjuvant (CFA). For our surprise, we observed a higher production of IL-4 and 

also IFN- when lymphocytes of sensitized mice were re-stimulated in vitro with OVA. 

The re-stimulation of these lymphocytes in vitro with anti-CD3 showed the same bias to 

Th2 as observed initially, suggesting that the IFN- production was related to the 

stimulation model, and probably with the antigen-presenting cells (APCs) participation. 

We also observed that this higher IFN- production was correlated with OVA stimulation 

and with a higher production of the cytokine IL-12, and though CFA was not essential, it 

intensified these cytokines production. CD4 T lymphocytes were the main producer of 

IFN-, whereas NFAT1-deficient APCs showed a capacity to induce an increased 

production of IFN- by those lymphocytes. Taking account that the most important APC 

involved in this process is dendritic cells (DCs) and the lack of information about 

NFAT1 in DCs, we also evaluated in this work this transcription factor in this cell type. 

We demonstrated that NFAT1 protein was present in DCs and that it was shortly 

activated after calcium influx. The NFAT1-deficient DCs analysis showed that this 

factor is probably involved in DCs generation, especially CD8
+
 subtype, but probably 

not in DCs maturation. Co-culture assays of DCs and CD4 T cells from OT-II mice 

showed that NFAT1-deficient DCs induced an increased Th1 differentiation. All results 

together demonstrate that NFAT1 transcription factor of DCs is required to modulate 

CD4 T lymphocyte differentiation, and suggesting that if we could block NFAT1 of DCs 

in vivo, it would increase the bias to Th1, which could act on the course of many 

diseases. 
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1.1 - Células Dendríticas 

 

As células dendríticas, também conhecidas como DCs (do inglês, dendritic cells), 

foram descritas e nomeadas pelos pesquisadores Ralph M. Steinman e Zanvil A. Cohn 

em 1973, como sendo um novo tipo celular, encontrado nos órgãos linfóides periféricos 

de camundongos, que apresentavam projeções semelhantes a galhos (dendron, palavra 

grega que significa árvore) (STEINMAN & COHN, 1973; STEINMAN, 2007). 

Entretanto, essa não foi a primeira descrição desse tipo celular. Paul Langerhans em 

1868 descreveu um tipo celular com formato estrelado presente na epiderme que ficou 

conhecido como células de Langerhans (LCs; do inglês, Langerhans Cells) 

(VALLADEAU et al., 2005). Contudo, Paul Langerhans acreditava que as LCs faziam 

parte do sistema nervoso, e somente em 1976, Silberberg e colaboradores sugeriram que 

as LCs teriam um importante papel na resposta imunológica (STINGL et al., 1980; 

SILBERBERG et al., 1976) e em 1985, Schuler e Steinman sugeriram que as LCs seriam 

DCs (SCHULER & STEINMAN, 1985). 

A função das DCs só começou a ficar mais clara entre os anos de 1978 e 1984, 

quando Steinman e colaboradores mostraram que as DCs eram potentes células 

estimuladoras da reação leucocitária mista (MLR; do inglês, Mixed Leukocyte Reaction) 

quando comparado a outros tipos celulares (STEINMAN et al., 1978; INABA et al., 

1984). Trabalhos subseqüentes confirmaram que seu papel principal seria de iniciador e 

modulador da resposta imune, agindo como Células Apresentadoras de Antígenos 

profissionais (APCs; do inglês Antigen-Presenting Cells) (BANCHEREAU & 

STEINMAN, 1998). 
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1.1.1 - Geração in vivo e in vitro 

 

As DCs, assim como todas as células sanguíneas, têm sua origem exclusivamente 

a partir de células tronco hematopoiéticas na medula óssea (STEINMAN et al., 1974).  

Inicialmente, acreditava-se que as DCs tinham sua origem a partir de células da linhagem 

mielóide. As DCs apresentam muitas similaridades com os macrófagos, isto é, podem ser 

geradas em cultura a partir de monócitos, e estão clonalmente associadas aos 

granulócitos e macrófagos em culturas de medula óssea que cresceram sobre a influência 

da citocina “mielóide” GM-CSF (INABA et al., 1993).  

Entretanto, a descoberta de que células precursoras da linhagem linfóide, isoladas 

do timo de camundongos, eram capazes de gerar DCs (ARDAVIN et al., 1993), sugeriu 

a base da heterogeneicidade das DCs, onde precursores linfóides dariam origem a DCs 

CD8
+
, enquanto precursores mielóides dariam origem a DCs CD8

-
 (PULENDRAN et 

al., 2001). Contudo, uma série de estudos mostrou que tanto progenitores linfóides 

quanto mielóides podem dar origem aos diversos subtipos DCs (TRAVER et al., 2000; 

MANZ et al., 2001; WU et al., 2001) (Figura 1). A expressão do receptor FLT3 (do 

inglês, Fms-Like Tyrosine kinase 3) pela célula progenitora é o que parece ser 

fundamental para a geração das DCs (D’AMICO et al., 2003; KARSUNKY et al., 2003) 

(Figura 1). 
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Célula Tronco Hematopoiética

Precursores Mielóides Precursores Linfóides

Eritrócitos
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Granulócitos
Macrófagos

Células T Células NK Células BcDCs

pDCs

 

Figura 1: Geração de DCs in vivo. O primeiro passo para o desenvolvimento dos tipos 

individuais de células do sangue é considerado ser a formação de uma série de células 

precursoras com fortes tendências a linhagem mielóide ou linfóide. Dentre estas, precursores 

mielóides e precursores linfóides que expressam o receptor FLT3 apresentam uma grande 

capacidade de formar DCs. Tanto cDCs quanto pDCs podem ser geradas a partir de precursores 

FLT3
+
. Contudo, precursores mielóides são a principal fonte de DCs. Adaptado de Shortman et 

al. (2007) 

 

Grande número de DCs pode ser gerado in vitro a partir da medula óssea de 

camundongos, suplementando-se a cultura com a citocina GM-CSF (do inglês, 

Granulocyte/Macrophage Colony-Stimulating Factor) (INABA et al., 1992) ou a 

citocina FLT3L (BRASEL et al., 2000). O mesmo acontece in vivo, quando essas 

citocinas são administradas a camundongos, que após o tratamento apresentam números 

aumentados de DCs (VREMEC et al., 1997; MARASKOVSKY et al., 1996). 

Contudo, somente a citocina FLT3L parece ser crucial para o desenvolvimento de 

DCs in vivo. Camundongos deficientes em GM-CSF ou seu receptor apresentam níveis 

normais de DCs (VREMEC et al., 1997), enquanto, camundongos deficientes em FLT3L 

apresentam níveis diminuídos (MCKENNA et al., 2000).  
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1.1.2 - Distribuição in vivo 

 

Depois de serem geradas na medula óssea, as DCs vão se distribuir por quase 

todos os órgãos do corpo, através da corrente sanguínea. Apenas uma pequena 

porcentagem de DCs e células precursoras ficam circulantes no sangue periférico, onde 

constituem aproximadamente 1% das células mononucleares. A grande maioria das DCs 

reside em órgãos linfóides como baço, linfonodos, medula óssea e timo, onde 

permanecem por todo seu período de vida e por isso são designadas como “DCs 

residentes de tecidos linfóides”.  

Contudo, praticamente todos os outros órgãos não-linfóides também apresentam 

DCs, como a pele, pulmão, rim, fígado, coração, cérebro, olhos e trato digestivo 

(STEINMAN et al., 1991; MILOUD et al., 2010). As DCs de órgãos não-linfóides 

apresentam a habilidade de capturar antígenos no seu tecido de residência e migrar para 

órgãos linfóides, principalmente linfonodos drenantes, onde modulam a resposta de 

linfócitos T. Devido a essa característica, estas DCs são designadas como “DCs 

migratórias”. 

 

1.1.3 - Subtipos 

 

Desde a descrição inicial dessas células tem se tornado evidente que as DCs são 

altamente heterogêneas. Consequentemente, a definição do que constitui uma DC não é 

tão clara e direta quanto para outros tipos celulares, como no caso dos linfócitos.  As 

DCs são definidas baseando-se em suas propriedades funcionais (ex. potentes ativadores 

de linfócitos T) e na combinação de marcadores celulares (na maioria dos casos, as DCs 
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apresentam em sua superfície a integrina CD11c e uma alta expressão de MHC de classe 

II) (SATO & FUJITA, 2007).  

Devido a essa heterogeneicidade, pesquisadores da área vêm tentando classificar 

as DCs em subtipos, considerando uma série de variáveis como: origem, fenótipo, função 

e localização (PULENDRAN et al., 2001; SHORTMAN et al., 2002; HOCHREIN et al., 

2008; PULENDRAN et al., 2008; HEATH & CARBONE, 2009).  

Uma das classificações adotadas pelos pesquisadores divide as DCs em clássicas 

ou convencionais (cDCs), que seriam DCs que já apresentam características 

morfológicas de uma DC mesmo em homeostase, e as pré-DCs, que seriam células 

precursoras que ainda necessitam se desenvolver para adquirir as características 

marcantes das DCs, como por exemplo, DCs plasmacitóides (pDCs) e monócitos 

(SHORTMAN et al., 2007). 

Existem três subpopulações de cDCs que residem no baço e linfonodos de 

camundongos e que são classificadas de acordo com a expressão das moléculas de 

superfície CD4 e CD8 (VREMEC et al., 2000; KAMATH et al., 2000). Eles 

identificaram uma população que expressa somente CD8 e não expressa CD4 

(CD8
+
CD4

-
), outra que expressa somente CD4 e não expressa CD8 (CD8

-
CD4

+
) e 

uma duplo negativa que não expressa nem CD8 e nem CD4 (CD8
-
CD4

-
). 

As pDCs se encontram circulantes no sangue, mas também podem ser 

encontradas tanto em órgãos linfóides quanto em tecidos periféricos. Em homeostase, 

elas se apresentam na forma arredondada, e somente após ativação, desenvolvem 

características morfológicas de uma DC (processos dendríticos). Quando ativadas, as 

pDCs secretam grandes quantidades de interferon (IFN) do tipo I e são importantes nas 

respostas imunes anti-virais (COLONNA et al., 2004; LIU et al., 2005). 
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1.1.4 - Ativação e Maturação 

 

As DCs residem nos órgãos em um estado imaturo. O contato das DCs com 

patógenos ou com fatores produzidos por células vizinhas em resposta a patógenos, 

induz sua ativação. Geralmente a ativação das DCs induz um processo conhecido como 

maturação. Para que a resposta imune se inicie é crucial que ocorra essa maturação 

(REIS E SOUSA, 2006). 

As DCs imaturas possuem uma alta capacidade de captura e processamento de 

antígenos e uma baixa capacidade de ativar linfócitos T. As DCs podem internalizar 

eficientemente uma diversidade de tipos de antígenos. Sua alta capacidade de captura é 

devida a uma alta expressão de receptores que medeam a endocitose, como receptores de 

lectina do tipo C, o DEC-205 e receptores Fc (BANCHEREAU & STEINMAN, 1998) 

(Figura 2). Além disso, essas células possuem uma grande capacidade de fazer 

macropinocitose, o que permite que elas capturem grandes volumes de fluidos e então 

concentrem macrossolutos (SALLUSTO et al., 1995). 

Durante a maturação, as DCs diminuem a expressão de receptores endocíticos e a 

endocitose em si, passando a expressar uma série de moléculas usadas na interação com 

os linfócitos T, como por exemplo, moléculas de MHC (classe I e II), membros da 

família B7 (CD80, CD86, ICOS-L), membros da família TNF (CD40, OX40L), assim 

como receptores de quimiocinas (CCR5, CCR7) (TIMMERMAN & LEVY, 1999) 

(Figura 2). 

Mediadores inflamatórios, como citocinas e produtos bacterianos, induzem a 

maturação de DCs e sua migração através do sangue ou de vasos linfáticos aferentes para 

órgãos linfóides secundários, como baço e linfonodos (TIMMERMAN & LEVY, 1999). 

Uma vez nesses órgãos, as DCs entram nas áreas ricas em linfócitos T e continuam 
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sofrendo mudanças em suas propriedades, tornando-se totalmente maduras. As DCs 

maduras diminuem sua habilidade de capturar antígenos e adquirem uma alta capacidade 

de atrair e ativar linfócitos T naive contra antígenos que foram capturados no tecido 

periférico (UENO et al., 2007). A interação com os linfócitos T possibilita também a 

ligação do CD40, presente nas DCs, com o CD40L, presente nos linfócitos. Essa ligação 

aumenta a viabilidade das DCs, induz sua maturação e aumenta a produção da citocina 

IL-12 (CELLA et al., 1996). 

 

Figura 2: Maturação das DCs. Características das DCs em seu estado imaturo ou maturo 

(ativado). A maturação das DCs pode ser influenciada por estímulos inflamatórios, citocinas e 

padrões microbianos (PAMPs). Adaptado de Timmerman & Levy (1999). 
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1.1.5 - Funções 

 

As DCs servem como sentinelas, reconhecendo a presença de patógenos 

invasores através de Receptores de Reconhecimento de Padrões (PRRs; do inglês 

Pattern-Recognition Receptors). As DCs expressam uma grande variedade de PRRs, que 

permitem que elas reconheçam Padrões Moleculares Associados à Patógenos (PAMPs; 

do inglês, Pathogen-Associated Molecular Patterns) e respondam as infecções (LEE et 

al. 2007).  

Os PRRs expressos em DCs podem estar localizados na membrana ou no 

citoplasma. Os PRRs de membrana, como por exemplo, TLRs (do inglês, Toll-Like 

Receptors) e CLRs (do inglês, C-type lectin-Like Receptors), têm duas funções 

principais: promover a fagocitose microbiana e iniciar vias de sinalização intracelular 

(TRINCHIERI et al. 2007; BROWN et al. 2006). Os PRRs citoplasmáticos, que podem 

ser dos tipos NLRs (do inglês, NOD-Like Receptors) e RLRs (do inglês, RIG-I-Like 

Receptors), reconhecem bactérias intracelulares e vírus, respectivamente, desencadeando 

vias de sinalização que cooperam com as vias ativadas por PRRs de membrana 

(CREAGH et al. 2006). 

Os diversos subtipos de DCs, que estão distribuídas em diferentes 

microambientes ao longo do corpo, são capazes de detectar diferentes tipos de patógenos 

e modular classes distintas de respostas imunes (PULENDRAN et al., 2008). 

As DCs presentes nos tecidos periféricos migram para os órgãos linfóides durante 

a inflamação e infecção, onde induzirão uma resposta imune adaptativa, ativando tanto 

linfócitos T CD4 e CD8, quanto linfócitos B. Contudo, as DCs estão continuamente 

patrulhando os órgãos periféricos, a linfa e os tecidos linfóides mesmo em homeostase. 

Essa migração permite que as DCs tenham a oportunidade de capturar antígenos próprios 
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e proteínas do ambiente continuamente para garantir a tolerância imunológica 

(STEINMAN et al., 2000).  

 

1.2 - Linfócitos T CD4 

 

1.2.1 - Geração 

 

Assim como as DCs, os linfócitos também são gerados na medula óssea a partir 

de células-tronco hematopoiéticas. Contudo, os linfócitos se originam somente de 

progenitores que se comprometeram com a linhagem linfóide (Figura 1). Os linfócitos 

do tipo B, também conhecidos como células B, deixam a medula óssea para habitarem 

órgãos linfóides secundários com seu processo de diferenciação praticamente completo, 

isto é, prontos para reconhecer e responder aos antígenos. Enquanto que os linfócitos T, 

ou células T, precisam terminar sua formação no timo antes que possam ser funcionais. 

Existem dois tipos de células T, um que expressa a molécula de superfície CD4 e 

o outro que expressa CD8. Os linfócitos T CD8 apresentam atividade citotóxica e são 

fundamentais na resposta imune contra microorganismos intracelulares e tumores, 

enquanto os linfócitos T CD4 são extremamente importantes para determinar o curso de 

uma infecção. Eles direcionam a resposta imune através da secreção de citocinas que 

agem modulando a função de outras células ou delas próprias (SZABO et al., 2003). 

Entretanto, para que isso ocorra, os linfócitos T CD4 precisam ser ativados e 

diferenciados, para assim adquirir suas funções efetoras. 
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1.2.2 - Ativação 

 

Os linfócitos T CD4 são ativados através da ligação de seu receptor TCR (do 

inglês, T Cell Receptor) à molécula de MHC (do inglês, Major Histocompatibility 

Complex) de classe II complexada a um peptídeo. O TCR dos linfócitos T CD4 precisa 

ter afinidade tanto com o MHC quanto com o peptídeo que está sendo exposto. Com 

isso, somente uma pequena porcentagem dos linfócitos terá essa especificidade e será 

ativada. 

Para que os linfócitos naive sejam ativados, somente a ativação da via de 

sinalização do TCR (primeiro sinal) não é suficiente. Para isso, ela deve ser 

acompanhada pelo “segundo sinal” que é resultado da ligação de moléculas 

coestimulatórias. As APCs expressam uma série de moléculas coestimulatórias, como o 

CD80 e CD86, que interagem com moléculas complementares presentes nos linfócitos T, 

como o CD28 ou o CTLA-4. Somente as APCs, como macrófagos, linfócitos B e DCs, 

expressam MHCs de classe II e as moléculas coestimulatórias necessárias para a ativação 

desses linfócitos. 

Apesar de todas as APCs serem capazes de ativar os linfócitos T, acredita-se que 

as DCs sejam as APCs iniciais, pois estão presentes nos locais de entrada do antígeno e 

são mais eficientes em capturar, processar e apresentar os antígenos (JENKINS et al., 

2001). Também são mais eficientes em migrar para as áreas ricas em células T dos 

órgãos linfóides secundários (ITANO et al., 2003). 
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1.2.3 - Diferenciação 

 

Os linfócitos T CD4, também chamados T helper (Th), quando são ativados, 

proliferam, diferenciam-se e adquirem suas funções efetoras. Inicialmente, foram 

descritos somente dois subtipos de linfócitos T helper, Th1 e Th2, que eram capazes de 

produzir grupos distintos de citocinas e consequentemente apresentavam funções 

distintas (MOSMANN et al., 1986; MOSMANN & COFFMAN, 1989). 

Uma vez diferenciados, os linfócitos Th1 secretam IFN- e TNF- (SZABO et 

al., 2003). Estes estão preferencialmente envolvidos com a eliminação de parasitas 

intracelulares por serem importantes ativadores de macrófagos (CONSTANT & 

BOTTOMLY, 1997). Já os linfócitos Th2 secretam IL-4, IL-5 e IL-13 e estão envolvidos 

com a eliminação de antígenos extracelulares, por serem importantes na ativação de 

eosinófilos e da imunidade humoral (CONSTANT & BOTTOMLY, 1997). A 

diferenciação Th1/Th2 deve ser muito bem controlada, pois uma resposta Th1 

exacerbada pode levar à destruição tecidual e ao surgimento de doenças autoimunes, 

enquanto uma exacerbada resposta Th2 pode gerar atopia e asma alérgica (SZABO et al., 

2003). 

O surgimento de um determinado subtipo se dá a partir do padrão de sinais 

recebidos pelo linfócito durante sua interação inicial com o antígeno. As citocinas são 

um dos principais sinais que influenciam nessa diferenciação. Os linfócitos que são 

ativados na presença de IL-12 e IFN- se diferenciam em células do tipo Th1, enquanto 

os que são ativados na presença de IL-4 se tornam células do tipo Th2 (SZABO et al., 

2003).  

Durante essa diferenciação, ocorre ativação de uma série de fatores de transcrição 

que são importantes para determinar o padrão de citocinas que essa célula irá produzir. 
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Existem fatores envolvidos somente com o fenótipo Th1, e outros envolvidos somente 

com o fenótipo Th2, e ainda os que estão envolvidos nos dois tipos de diferenciação, 

como o NFAT e NFB (HO & GLIMCHER, 2002). Os fatores de transcrição são 

importantes principalmente na transcrição das citocinas, contudo também podem 

promover a transcrição de outros fatores de transcrição ou de receptores, como 

exemplificado abaixo. 

Após os linfócitos T CD4 entrarem em contato com IFN-, ocorre a ativação de 

STAT1 que induz a transcrição de T-bet (AFKARIAN et al., 2002). T-bet, por sua vez, 

aumenta a transcrição de IFN- nessa célula e induz a expressão da subunidade 2 do 

receptor de IL-12, aumentando ainda mais a produção de IFN- e o estabelecimento do 

fenótipo Th1 (AFKARIAN et al., 2002) (Figura 3). 

Já quando linfócitos T CD4 entram em contato com IL-4, ocorre a ativação de 

STAT6 que induz a transcrição de GATA-3 e c-Maf, fatores importantes na produção de 

IL-4, IL-5 e IL-13; e no estabelecimento do fenótipo Th2 (RENGARAJAN et al., 2000) 

(Figura 3). 
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Figura 3: Diferenciação Th1/Th2. Se o linfócito T CD4 naive que está sendo ativado pela APC 

entrar em contato com o IFN-, este ativa STAT1 que induz a expressão de T-bet, que 

juntamente com outros fatores de transcrição, induz a expressão do IFN- e do receptor de IL-12 

e assim estabelecendo a diferenciação Th1. Caso o linfócito T CD4 naive que está sendo ativado 

pela APC entre em contato com a IL-4, esta ativa STAT6 que induz a expressão de GATA-3, que 

juntamente com outros fatores de transcrição, induz a expressão de IL-4 e a diferenciação Th2. 

Adaptado de Szabo et al., 2003. 
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Muito tempo depois da descrição inicial dos subtipos Th1 e Th2, foram descritos 

outros subtipos de linfócitos T CD4 (Figura 4), como Th17, que está envolvido na 

resistência a uma variedade de infecções; e os regulatórios, chamados Treg, que inibem a 

resposta contra antígenos próprios ou do ambiente (WEAVER et al., 2006; ZHU et al., 

2008). 

 

 

 

Figura 4: Diversificação das linhagens de linfócitos T CD4. Apesar da diferenciação T CD4 

ter sido definida pelo paradigma Th1/Th2 por quase duas décadas, o número de possíveis 

linhagens aumentou consideravelmente nos últimos tempos. Adaptado de Weaver et al. (2006). 

 

 

1.2.3.1 - Influência das DCs na diferenciação T helper: 

 

  As DCs têm um papel central na ativação e diferenciação dos linfócitos T CD4. 

Além das DCs apresentarem o antígeno através de moléculas de MHC de classe II e 

fornecerem as moléculas coestimulatórias necessárias para gerar células efetoras, elas 

secretam citocinas, que serão de extrema importância na diferenciação T helper 

(KAPSENBERG et al., 2003). 

O subtipo de DC envolvida influencia na diferenciação T helper (MOSER & 

MURPHY, 2000). Em camundongos, as DCs CD8
+
 estimulam a diferenciação Th1, 
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enquanto que as CD8
- 
estimulam a diferenciação Th2 (MALDONADO-LÓPEZ et al., 

1999). Sabe-se que a DC CD8
+
 é um dos subtipos que produz IL-12 e IFN-, logo 

capazes de promover a diferenciação Th1, enquanto as CD8
-
 produzem muito pouco 

dessas citocinas (OHTEKI et al., 1999; PULENDRAN et al., 2001). 

 Como já mencionado anteriormente, as citocinas são de extrema importância para 

a diferenciação de linfócitos T CD4. Para diferenciação Th1, as citocinas mais 

importantes são o IFN-, a IL-12 e a IL-18. Apesar de não sabermos a fonte inicial do 

IFN-, sabe-se que ele é importante para estabilizar o fenótipo Th1, suprimindo a 

produção de IL-4 (ZHANG et al., 2001) e para induzir a expressão do receptor de IL-12 

(IL-12R2) através de T-bet (AFKARIAN et al., 2002). APCs, principalmente DCs, 

poderiam ser a fonte inicial de IFN- e com isso influenciarem a diferenciação Th1 

(FRUCHT et al., 2001), contudo existem ainda dúvidas se as APCs seriam realmente 

capazes de produzir IFN- e qual seria sua real relevância (BOGDAN et al., 2006). 

 Já as citocinas IL-12 e IL-18 são produzidas quase exclusivamente por APCs, 

como macrófagos e DCs (SZABO et al., 2003), e agem sinergicamente na produção de 

IFN- (OKAMURA et al., 1998; STOBER et al., 2001). A produção inicial de IL-12 e 

IL-18 pela DC pode ser induzida através da ativação de PRRs (AKIRA et al., 2001). A 

produção de IL-12 pode ser intensificada após a interação da DC com o linfócito T, 

através da ligação CD40-CD40L (CELLA et al., 1996). Contudo, a IL-12 e a IL-18 só 

poderão agir sobre os linfócitos após a indução de seus receptores. Como as DCs 

possuem expressão constitutiva dos receptores de IL-12 e IL-18, essas citocinas são 

capazes de induzir a produção de IFN- por essas células (STOBER et al., 2001). O IFN-

 então age sobre os linfócitos T CD4 induzindo a expressão da subunidade 2 do 

receptor da IL-12 (AFKARIAN et al., 2002). A IL-12 agora é capaz de agir no linfócito, 

aumentando a produção de IFN- e induzindo a expressão do receptor da IL-18 (AKIRA, 
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2000). A IL-18 age então aumentando ainda mais a produção de IFN- pelos linfócitos T 

CD4 e estabelecendo assim o fenótipo Th1 (AKIRA, 2000) (Figura 5). 

  

 

Figura 5: Influência da DC na diferenciação Th1. Os patógenos invasores induzem a DC a 

produzir IL-12 e IL-18, que agem sobre a DC induzindo a produção de IFN-. O IFN- vai agir 

sobre a própria DC e sobre os linfócitos T CD4 naive que estiverem interagindo com ela. O IFN-

 vai se ligar a seu receptor, que já está presente em linfócitos naive, induzindo a expressão de T-

bet, que por sua vez, induz a expressão do IFN- e do receptor 2 da IL-12. A IL-12, vinda da 

DC, pode agora agir sobre o linfócito em diferenciação ativando STAT4 que aumentará a 

produção de IFN- e induzirá a expressão do receptor  da IL-18. A IL-12 e IL-18 agirão 

sinergicamente na célula Th1 induzindo uma alta produção de IFN-. Figura adaptada de Szabo 

et al. (2003).   
 

 

Esses subtipos de DCs estão principalmente concentrados em áreas distintas. As 

DCs CD8
+
 são encontradas nas áreas ricas em linfócitos T do baço, de linfonodos e das 

placas de Peyer; enquanto que as DCs CD8
-
 estão localizadas nas zonas marginais do 

baço, nos sinus subcapsulares dos linfonodos e na região subepitelial das placas de Peyer 

(PULENDRAN et al., 2001). Uma vez que as DCs são potentes iniciadoras da resposta 

imune e que são capazes de modular o tipo de resposta, as diferenças entre os subtipos 

podem ser a chave para correlacionar a rota de administração do antígeno com o 

surgimento de diferentes respostas imunológicas (PULENDRAN et al., 2001).  
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1.3 - Família NFAT 

 

 O fator nuclear de células T ativadas (NFAT) foi inicialmente descrito em células 

T, entretanto foi posteriormente encontrado também em outros tipos celulares. O NFAT 

é uma família de fatores de transcrição composta por 5 membros, o NFAT1 (NFATp, 

NFATc2), o NFAT2 (NFATc, NFATc1), o NFAT3 (NFATc4), o NFAT4 (NFATx, 

NFATc3) e o NFAT5 (TonE-BP) (RAO et al., 1997; LOPEZ-RODRIGUEZ et al., 

1999), que são expressos diferencialmente em células linfóides e não linfóides (Figura 

6).  

O NFAT1 é expresso principalmente em células e tecidos do sistema imune, 

como por exemplo, linfócitos T e B, células NK, mastócitos, monócitos e macrófagos, 

porém, não está presente em neutrófilos (WANG et al., 1995). O NFAT1 também pode 

ser encontrado em alguns tecidos do sistema nervoso, como epitélio e bulbo olfativos 

(HO et al., 1994).  

 

 

Figura 6: Membros da família NFAT. A família NFAT é composta por cinco membros, 

nomeados de 1 a 5, sendo que cada um deles apresenta nomenclaturas alternativas. Os quatro 

primeiros membros são regulados pela via cálcio-calcineurina, enquanto o último membro está 

envolvido com o estresse osmótico. Com exceção do NFAT3, todos os outros membros são 

encontrados no sistema imunológico. Adaptado de Macian et al. (2005). 
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Os quatro primeiros membros da família são ativados após a estimulação de 

receptores acoplados à mobilização de cálcio, como os receptores de antígenos das 

células B e T, receptores Fc e Fc, e receptores acoplados a proteínas G heterotriméricas 

(RAO et al., 1997). Enquanto o ultimo membro está associado ao estresse osmótico 

(Figura 6). 

 O aumento dos níveis intracitoplasmáticos de cálcio ativa a enzima calcineurina 

(fosfatase dependente de cálcio-calmodulina). Essa enzima desfosforila o NFAT, que 

está presente constitutivamente no citoplasma, na forma fosforilada. Uma vez 

desfosforilado, o NFAT expõe sua seqüência de localização nuclear (NLS) e transloca 

para o núcleo onde modula a expressão de uma série de genes (RAO et al., 1997) 

(Figura 7).  

A ativação de outras vias, como a via das Ras/MAP quinases, levam à ativação de 

outros fatores de transcrição, como c-Fos e c-Jun (dímero chamado de AP-1), que 

cooperam com o NFAT na região promotora dos genes (RAO et al., 1997)  

A ativação do NFAT pode ser bloqueada através de drogas imunossupressoras, 

como a ciclosporina A (CsA) e o FK506, que são capazes de inibir a atividade da enzima 

calcineurina (RAO et al., 1997) (Figura 7).  

O NFAT pode se ligar a regiões promotoras e amplificadoras (enhancers) de 

diversos genes, principalmente genes que codificam citocinas, como a IL-2, IL-4, IL-5, 

IL-13, GM-CSF, TNF e IFN-, e receptores de superfície, como o CD40L, o CTLA-4 e o 

FasL (RAO et al., 1997). Essas proteínas estão envolvidas com vários eventos durante a 

resposta imune, como por exemplo, na diferenciação dos linfócitos T helper, na 

inflamação, na alergia e, possivelmente, em doenças auto-imunes.  
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Figura 7: Ativação do NFAT. Alguns receptores celulares induzem a um aumento dos níveis 

intracitoplasmáticos de cálcio que leva a ativação da enzima calcineurina. Essa desfosforila o 

NFAT, que transloca para o núcleo, onde em cooperação com outros fatores de transcrição, 

modula a expressão de uma série de genes. Drogas imunossupressoras, como a ciclosporina A 

(CsA) e o FK506 bloqueiam a atividade da calcineurina, bloqueando assim, a ativação do NFAT. 

Adaptado de Rao (1994). 
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 1.3.1 - NFATs em DCs: 

 

Pouco se sabe sobre a expressão e função dos membros da família NFAT em 

DCs. Aparentemente, DCs derivadas de medula óssea de camundongos expressam os 4 

membros regulados por cálcio (XU et al., 2009). Entretanto, existem poucas vias 

conhecidas que induzem cálcio em DCs (FESKE, 2007), e menores ainda são aquelas 

que levam à ativação dos NFATs.  

Foi demonstrado que ATP induz influxo de cálcio em DCs mielóides de 

camundongo através de canais de cálcio do tipo CRAC (canais de cálcio ativados pela 

liberação de cálcio), de forma semelhante ao que ocorre em linfócitos T (HSU et al., 

2001). Porém, ainda não há descrição se os membros da família NFAT seriam ativados 

por esse estímulo e quais genes estariam sendo regulados.  

Sabe-se que o influxo de cálcio, induzido tanto pelo ATP quanto por ionóforo de 

cálcio, leva à maturação das DCs, com aumento de MHC de classe II e moléculas 

coestimulatórias (HSU et al., 2001; FARIES et al., 2001). O tratamento de DCs com 

CsA inibe o aumento da expressão de moléculas coestimulatórias (LEE et al., 1999), e a 

apresentação de antígenos (LEE et al., 2005), porém não afeta a expressão das moléculas 

de MHC (LEE et al., 1999; LEE et al., 2005). Apesar de existirem evidências de que a 

maturação de DCs induzida por influxo de cálcio seja mediada pela fosfatase 

calcineurina (ENGELS et al., 2000), ainda não se sabe qual é o envolvimento dos 

NFATs nesta maturação. 

Perrin-Cocon et al. (2004) demonstraram de forma indireta que a fosfolipase A2 

secretória (sPLA2) pode induzir a ativação de NFATs em DCs humanas derivadas de 

monócitos do sangue, entretanto as vias envolvidas nessa ativação ainda não são 

conhecidas.  



37 

 

A via mais dissecada até momento mostra que o receptor de -glicanos, dectina-

1, quando estimulado com zymosan ou curdlan é capaz de induzir influxo de cálcio, 

através da ativação de Syk e fosfolipase C2 (PLC2), que consequentemente ativa 

NFAT (ROGERS et al., 2005; GOODRIDGE et al., 2007; XU et al., 2009) (revisado em 

GOODRIDGE et al., 2008). Frente ao estímulo de zymosan, os NFATs parecem estar 

envolvidos com a expressão de ciclooxigenase-2 (COX-2) e a consequente produção de 

prostaglandina-E2 (PGE2), assim como na regulação da expressão de algumas citocinas 

como IL-2, IL-12 e IL-10, mas não em outras como TNF- e IL-6 (GOODRIDGE et al., 

2007). Entretanto, ainda não foi demonstrado quais membros da família NFAT estariam 

envolvidos nesta via. 

Trabalhos mais recentes demonstraram funções individuais para alguns membros 

da família NFAT. Zanoni et al. (2009) demonstraram que lipopolissacarídeo (LPS) ativa 

NFAT1 através de uma via exclusivamente dependente de CD14, e independente de 

TLR4 (revisado em GRANUCCI et al., 2008). A ativação de NFAT1 via CD14 parece 

ser necessária para regular o ciclo de vida das DCs, causando a morte por apoptose de 

DCs terminalmente diferenciadas (ZANONI et al. 2009). Enquanto que Kayama et al. 

(2009) demonstraram que Trypanosoma cruzi é capaz de ativar NFAT2, e que essa 

ativação seria importante para induzir a produção de IFN- por DCs. Eles demonstraram 

que DCs derivadas de fígado fetal de camundongos deficientes NFAT2 se desenvolvem 

normalmente, contudo apresentam, quando estimuladas com T. cruzi, uma diminuição da 

expressão de IFN- e IL-12p40, mas não de IL-6 e TNF (KAYAMA et al., 2009). 

Entretanto, a via pela qual T. cruzi estaria ativando o NFAT2 ainda não foi demonstrada. 

Todavia, ainda serão necessários muitos estudos nesta área para se identificar 

novas vias de ativação e esclarecer que papeis cada membro da família NFAT exerce em 

DCs. Provavelmente ainda levará certo tempo para que fique estabelecido que os 
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membros da família NFAT também estão envolvidos em vias de sinalização em células 

do sistema imune inato, e não somente em células da resposta imune adaptativa, como 

podemos evidenciar na revisão feita por Geijtenbeek et al. (2009). 

 

1.3.2 - Camundongos deficientes em NFAT1 

 

 Para se entender melhor o papel individual de cada membro da família NFAT, 

foram gerados camundongos deficientes desses fatores (revisado em MACIAN et al., 

2005)  Os camundongos deficientes em NFAT1 se desenvolveram normalmente e são 

imunocompetentes (XANTHOUDAKIS et al., 1996; HODGE et al., 1996). Diferente do 

que se esperava, eles apresentaram um aumento da resposta imune, com um discreto 

aumento do baço, além de hiperproliferação linfocitária e hipereosinofilia 

(XANTHOUDAKIS et al., 1996; HODGE et al., 1996). Contudo, uma das principais 

características desses animais foi apresentar um maior desvio da resposta imune para o 

tipo Th2, com aumento da produção de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, e diminuição de IFN- 

(KIANI et al., 1997; VIOLA et al., 1998), sugerindo que o NFAT1 regularia 

negativamente a formação da resposta Th2. 

Com o intuito de entender os mecanismos envolvidos nessa superprodução de 

citocinas do tipo Th2, Kiani et al. (1997) observou que esse aumento era dependente da 

IL-4, uma vez que, quando anticorpos neutralizantes eram adicionados à cultura, a 

produção das citocinas Th2 diminuía aos níveis dos animais normais (NFAT1+/+). Eles 

também observaram uma diminuição da expressão e dos níveis protéicos de IFN- nos 

animais NFAT1-/-, que também parecia ser dependente de IL-4, já que, quando a IL-4 

era bloqueada, os níveis de IFN- subiam, chegando aos níveis dos animais NFAT1+/+ 

(KIANI et al., 1997). 
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Para esclarecer esse fenômeno, Kiani et al. (2001) analisaram a produção de IFN-

 em animais duplo deficientes para NFAT1 e IL-4. Eles observaram que mesmo não 

produzindo IL-4, os linfócitos T CD4 NFAT1-/- produziram menos IFN- quando 

comparados aos linfócitos NFAT1+/+. Sugerindo, portanto, que a produção diminuída de 

IFN- nos animais NFAT1-/- não seria devido à alta produção de IL-4 e que o NFAT1 

teria um papel central no controle da expressão do IFN-. 

Todos esses trabalhos mostraram que o NFAT1 teria um papel central na 

regulação da diferenciação de linfócitos T CD4, diretamente regulando a expressão das 

citocinas ou através de mecanismos indiretos.  Contudo, todos os estudos feitos até então 

para avaliar esse papel do NFAT1 utilizaram estimulações de linfócitos T CD4 in vitro 

com anti-CD3, não avaliando de fato como seria o papel do NFAT1 na diferenciação T 

helper em uma condição mais fisiológica. 

Alguns modelos de infecção in vivo foram realizados com esse intuito (KIANI et 

al., 1997). Kiani et al. (1997) demonstraram que animais NFAT1-/- foram inicialmente 

suscetíveis à infecção por Leishmania major, porém curam a doença mais tardiamente. 

Essa suscetibilidade foi revertida com a administração de anticorpos anti-IL-4. Contudo, 

o IFN- também é extremamente importante para a cura dessa doença (REINER et al., 

1995) e estes animais apresentaram níveis normais de expressão de IFN- após 4 

semanas da infecção, o que nos indica que o IFN- estaria exercendo seu papel 

normalmente e poderia estar sendo o responsável pela cura tardia desses animais. Estes 

resultados nos indicam então que, dependendo do modelo utilizado, o NFAT1 pode 

regular de forma diferencial a expressão de certas citocinas e consequentemente a 

diferenciação de linfócitos T CD4. 

O melhor entendimento do papel do fator de transcrição NFAT1 na diferenciação 

T helper em modelos fisiológicos seria de grande valia na clínica. Considerando que o 
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balanço entre as respostas Th1/Th2 pode definir a cura de uma determinada doença ou o 

surgimento de outra, a intervenção específica deste fator pode ser uma alternativa no 

tratamento clínico.   

Para esclarecermos então o papel do NFAT1 na diferenciação T helper em uma 

situação fisiológica, utilizamos um modelo de sensibilização de camundongos com 

ovalbumina (OVA) e Adjuvante Completo de Freund (CFA). Este modelo é 

aparentemente menos complexo que um modelo de infecção, facilitando assim as 

análises e interpretações. Além disso, nosso laboratório já possuía protocolos 

estabelecidos para esse modelo e os utilizavam para análises da hiperproliferação de 

linfócitos NFAT1-/-, o que nos facilitou enormemente o início deste trabalho 

(CAETANO et al., 2001).   
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2.1 - Objetivos Gerais 

 

 Estudar o papel do fator de transcrição NFAT1 nos mecanismos da diferenciação 

de linfócitos T CD4 em um modelo in vivo de sensibilização de camundongos com OVA 

e CFA. Considerando o papel central das DCs nesse mecanismo de diferenciação e a 

escassez de informações nesta área, estudaremos também o papel deste fator de 

transcrição especificamente nesse subtipo celular. 

 

 

2.2 - Objetivos Específicos 

 

1. Analisar o perfil de produção de citocinas no modelo de sensibilização. 

 

2. Analisar o papel das diferentes populações linfocitárias no modelo de sensibilização. 

 

3. Analisar o papel do CFA usado na sensibilização no perfil de produção de citocinas. 

 

4. Analisar o papel de citocinas envolvidas com a diferenciação T CD4 no modelo de 

sensibilização. 

 

5. Analisar o papel das APCs, principalmente das DCs, no perfil de produção de 

citocinas no modelo de sensibilização. 

 

6. Avaliar a expressão e ativação do fator de transcrição NFAT1 em DCs purificadas de 

baço ou diferenciadas in vitro a partir da medula óssea. 

 

7. Avaliar o papel do NFAT1 na biologia das DCs, como em seu processo de 

diferenciação, de maturação e na sua influência na diferenciação de linfócitos T CD4. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 – REAGENTES E SOLUÇÕES 

 

3.1.1 – ANTICORPOS E REAGENTES PARA MARCAÇÃO E 

ESTIMULAÇÃO CELULAR 

 

Todos os anticorpos conjugados a fluocromos ou a biotina foram adquiridos das 

empresas BD PharMingen ou eBioscience e possuem especificidade contra moléculas 

murinas. Segue a lista dos anticorpos utilizados neste trabalho: anti-CD3-FITC (clone 

145-2C11), anti-CD4-FITC (clone GK1.5), anti-CD4-PE (clone GK1.5), anti-CD4-

biotinilado (clone L3T4), anti-CD8-FITC (clone Ly-2), anti-CD8-PE (clone Ly-2), anti-

CD8-biotinilado (clone Ly-2), anti-B220-FITC (clone RA3-6B2), anti-B220-biotinilado 

(clone RA3-6B2), anti-CD11b-FITC (clone M1/70), anti-CD11c-FITC (clone HL3), 

anti-MHC classe II (IA-IE)-biotinilado (clone 2G9), anti-CD80-PE (clone 16-10A1), 

anti-CD86-PE (clone GL1), anti-CD40-PE (clone 3/23), anti-IFN--PE (clone XMG1.2), 

anti-IL-4-APC (eBioscience; clone 11B11), anti-IL-2-PE (eBioscience; clone JES6-

5H4), anti-IL-10-APC, anti-PanNK-biotinilado (clone DX5). Para anticorpos 

biotinilados, utilizou-se estreptavidinas conjugadas a FITC ou PE (PharMingen). Para 

estimulação in vitro de linfócitos T foi utilizado o anticorpo IgG de cabra contra a 

molécula total de IgG de hamster (ICN Pharmaceuticals) aderido a placa, juntamente 

com anticorpo anti-CD3 de hamster (hibridoma 2C11). Para inibição dos receptores Fc 

foi utilizado o anticorpo anti-CD16/CD32 (hibridoma 2.4G2). Para o ensaio de bloqueio 

de atividade, utilizou-se o anticorpo contra a IL-12 murina (Prepotech). Para western blot 

e imunofluorescência utilizou-se o anticorpo policlonal de coelho contra o NFAT1 (67.1) 

(Dr. Anjana Rao, Harvard University, Boston, MA), o anticorpo secundário contra IgG 

de coelho conjugado a rodamina ou peroxidase (KPL) e DAPI (Molecular Probes). Para 
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estimulação das DCs e linfocitos T CD4, utilizou-se zymosan, Pam3Cys (Pam3Cys-Ser-

(lys)4; EMC Microcollections), Ionomicina (Calbiochem), PMA e CsA (LC 

Laboratories). 

 

3.1.2 - OVALBUMINA 

 

Foi feita uma solução estoque de 4 mg/mL de ovalbumina (OVA; Sigma) em 

PBS (Biolab), onde utilizou-se 1 parte dessa solução para uma parte de Adjuvante 

Completo de Freund ou Adjuvante Incompleto de Freund (CFA ou IFA, do inglês, 

Complete Freund Adjuvant ou Incomplete Freund Adjuvant; Sigma) para sensibilização 

ou diluiu-se em diferentes concentrações para cultura de células. Para a retirada do LPS, 

foi feita uma solução concentrada de 100 mg/mL de OVA. Essa solução foi então 

passada por uma coluna para remoção de endotoxinas (Detoxi-gel
TM

 Endotoxin 

Removing Gel – PIERCE) e depois diluída para a concentração estoque de 4 mg/mL em 

solução fisiológica apirogênica. 

 

3.1.3 - DMEM SUPLEMENTADO 

 

O meio de cultura DMEM (Dulbecco´s modified eagle´s médium) (Gibco) foi 

diluído em água Milliq e adicionou-se 3,75 g/L de bicarbonato de sódio para 

tamponamento do pH. Em seguida, o meio foi suplementado com os seguintes reagentes 

(todos da Invitrogen Life Technologies): 10 mL de piruvato de sódio, 10 mL de 

vitaminas, 10 mL de aminoácidos não essenciais, 20 mL de aminoácidos essenciais e 10 

mL de penicilina/estreptomicina. O pH foi ajustado para 7.4 e adicionou-se 10 mL de 

HEPES, 10 mL de L-glutamina e 1 mL de -mercaptoetanol (55 M). O meio foi então 
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avolumado para 1 L com água Milliq. A este meio suplementado foram adicionados 100 

mL de soro fetal bovino (SFB) (Gibco) de forma a se ter 10% deste no volume total. 

 

3.1.4 – REAGENTES UTILIZADOS PARA SEPARAÇÃO CELULAR 

  

Para selecionar positivamente ou negativamente diferentes populações celulares 

utilizou-se colunas magnéticas MACS (Miltenyi Biotech) do tipo BS ou CS, esferas 

magnéticas (beads) conjugadas ao anticorpo anti-FITC ou a estreptavidina, e tampão 

MACS. Utilizou-se também para selecionar negativamente linfócitos T CD4 e DCs o kit 

de separação magnética Dynabeads (Invintrogen). 

 

Tampão MACS (PBS com 0,5% de SFB e 2 mM de EDTA). 

 

Solução de ACK (Para 100 mL, utilizou-se 0,722 g de NH4Cl, 0,358 g de 

Na2HPO4, 0,0372 g de EDTA e 0,168 g de NaHCO3, ajustou-se o pH para 7.2 e 

avolumou-se com água destilada).  

 

3.1.5 – REAGENTES E TAMPÕES PARA WESTERN BLOT 

 

Tampão de ressuspensão (40mM de Tris-HCl pH 7.5, 10 mM de EDTA e 60 

mM de pirofosfato de sódio). 

Tampão de separação 4x (Para 500 mL, utilizou-se 90,5 g de Tris-base, 2,5 g de 

SDS, pH 8.8,) 
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Gel de separação 6% (4,8 mL de bis-acrilamida 30% (29:1; BIORAD), 6 mL do 

tampão de separação 4x e 13.1 mL de água destilada; 200 L de persulfato de sódio 10% 

e 20 L de TEMED). 

 Tampão de empacotamente 4x (Para 200 mL, utilizou-se 12,1 g de Tris-base, 

0,8 g de SDS, pH 6.8,) 

Gel de empacotamento 4% (1,35 mL de bis-acrilamida 30% (29:1), 2,5 mL do 

tampão de empacotamento 4x e 6,1 mL de água destilada; 70 L de persulfato de sódio 

10% e 20 L de TEMED). 

Tampão de amostra 5x (Para 75 mL, utilizou-se 4,2 g de Tris-base, 10 mL de 

glicerol, 10 mL de azul de bromofenol 0,1%, 15 g de SDS e ajustou-se o pH para 6.8. 

Para cada 3 mL dessa solução adicionou-se 1 mL de -mercaptoetanol). 

Tampão de corrida 10x (Para 1 L, utilizou-se 30,3 g de Tris-base, 144 g de 

glicina e 10 g de SDS). 

Tampão de transferência (7,57 g de Tris-base, 36,05 g de glicina, 0,5 L de 

metanol e 2 L de água destilada). 

TBS-T (Para 1 L de TBS, utilizou-se 12 g de Tris-base, 90 g de NaCl e ajustou-se 

o pH para 7,4. Para preparar o TBS-T, adicionou-se 0,05% de Tween-20). 

Solução de bloqueio (TBS com 5% de leite desnatado). 

 

3.1.6 - TAMPÃO DE CORRIDA DO RPA 

 

O tampão de corrida utilizado no RPA foi o TBE. Para se fazer o tampão 

concentrado 10x, utilizou-se 54 g de Tris-base, 27,5 g de ácido bórico e 20 mL de EDTA 

0,5 M pH 8 para 500 mL de TBE. Para a corrida diluiu-se o TBE 10x para 0,5x. 
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3.1.7 – TAMPÕES PARA MARCAÇÃO INTRACELULAR DE CITOCINA 

 

Tampão de marcação (1% de SFB, 0,09% (m/v) de azida de sódio, avolumou-se 

com PBS 1x e ajustou-se o pH para a faixa 7.4 – 7.6). 

Tampão de permeabilização (Para 100 mL da solução, utilizou-se 5 mL de 

saponina 10% e avolumou-se com tampão de marcação).  

 

3.2 - ANIMAIS 

 

  Foram utilizados camundongos, com 8 a 12 semanas de idade, das seguintes 

linhagens: C57Bl/6; geneticamente deficientes para NFAT1 (NFAT1-/-) e seu respectivo 

controle (NFAT1+/+) (XANTHOUDAKIS et al., 1996); e transgênico com TCR 

específico para OVA restrito ao MHC classe II (OT-II) (BARNDEN et al., 1998). Os 

animais foram cruzados e mantidos no biotério do Instituto Nacional de Câncer (INCA). 

 

3.3 - SENSIBILIZAÇÃO DOS ANIMAIS 

 

 Os animais foram sensibilizados subcutaneamente nas patas traseiras com 200 g 

de OVA emulsificada em CFA ou IFA. Após 15 dias da sensibilização, os animais foram 

sacrificados e os linfonodos drenantes das patas (inguinal e poplíteo) e/ou o baço foram 

retirados e macerados para dissociação das células. 
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3.4 - CULTURA DE CÉLULAS 

 

Todas as culturas de células foram realizadas utilizando o meio de cultura 

DMEM suplementado como descrito no item 3.1.3. Em alguns experimentos, as células 

foram estimuladas com doses variadas de OVA (0,3, 0,5 ou 1,0 mg/mL) ou com 1 g/mL 

de anti-CD3 ligado à placa com anti-IgG (0,3 mg/mL), com a adição ou não de anti-IL-

12 (1,0 L/mL), e mantidas em estufas úmidas a 37ºC, em uma taxa de 5% de CO2.  

 

 

3.5 - PURIFICAÇÃO DE CÉLULAS DENDRÍTICAS DO BAÇO 

  

Para podermos estudar as DCs de baço, estabelecemos alguns protocolos de 

purificação e obtenção destas. Estabelecemos um protocolo baseando-se em alguns já 

descritos na literatura (FUKAO et al., 2000; HOCHREIN et al., 2001). Este protocolo 

iniciou-se com a dissociação das células do baço em uma solução contendo 2 mg/mL de 

colagenase I (Gibco) por 45 minutos a 37ºC. As hemácias foram então lisadas com uma 

solução de ACK, onde utilizou-se 1 mL da solução para cada baço. Essa suspensão foi 

incuba por 5 minutos e adicionou meio de cultura para inibição da reação. As células 

restantes foram ressuspensas em HBSS 1x e incubadas por 5 minutos com 20 mM de 

EDTA para desfazer as interações celulares. A suspensão celular resultante continha 

cerca de 5% de DCs (células CD11c positivas – Figura 8, Pré-percoll).  

Antes da purificação, fizemos um enriquecimento através de um gradiente de 

percoll, onde foram retirados principalmente os granulócitos. As células foram colocadas 

sobre um gradiente de Percoll (Amersham) 54% e centrifugadas a 2000g por 10 minutos, 

à temperatura ambiente. As células da interfase foram recolhidas e lavadas para retirada 
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do percoll. A suspensão celular após o percoll passou a ter em torno de 30% de DCs 

(Figura 8, Pós-percoll/Pré-coluna).  

As células foram então incubadas com anti-CD16/32 por 15 minutos para 

bloquear a ligação da porção Fc dos anticorpos as células. As células foram ressuspensas 

em Tampão MACS e marcadas com o anticorpo anti-CD11c-FITC durante 30 minutos. 

As células foram centrifugadas, suspensas novamente em Tampão MACS e marcadas 

com esferas magnéticas (anti-FITC) por 30 minutos. As células foram então passadas na 

coluna magnética do tipo CS (MACS – Miltenyi Biotec) e aproximadamente 30 mL de 

Tampão MACS foram utilizados para lavar e retirar as células não desejadas. Com a 

coluna fora do suporte, foi injetado com a seringa Tampão MACS na coluna e, depois de 

recolocar a coluna no suporte, aproximadamente 15 mL de Tampão MACS foram 

utilizados para retirar as células não desejadas. Este último procedimento foi executado 

duas vezes. Para se retirar as células desejadas da coluna, este ultimo procedimento foi 

executado três vezes com a coluna sempre fora do suporte. Ao final da purificação, 

obtivemos um grau de pureza que variou de 60 a 95% (Figura 8, Pós-coluna). 
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Figura 8: Processo de purificação de DCs de baço. Esquema mostra resumidamente o 

processo de purificação de DCs de baço; e o perfil das células ao longo da purificação. As células 

do baço foram dissociadas em uma solução contendo colagenase. As células foram enriquecidas 

em um gradiente de percoll e purificadas em colunas MACS. As células foram marcadas com 

anti-CD11c e anti-MHCII e analisadas por citometria de fluxo. A primeira fileira de dotplots 

mostra o perfil SSCxFSC das células ao longo do processo de purificação, enquanto que a 

segunda mostra as marcações fluorescentes de CD11c e MHC II dos eventos contidos dentro da 

região selecionada R1. A região selecionada R2 mostra a porcentagem de células CD11c 

positivas. 

 

Para a técnica de imunofluorescência utilizamos a seleção por Dynabeads para 

purificar DCs de baço. O procedimento utilizado para isso foi igual ao descrito 

anteriormente, porém após o enriquecimento com o gradiente de percoll, as células foram 

marcadas com uma solução contendo diversos anticorpos contra as populações celulares 
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não desejadas e selecionadas negativamente através de um magneto, como descrito pelo 

fabricante. O grau de pureza obtido variou de 50 a 70% (dados não mostrados). 

 

3.6 - DIFERENCIAÇÃO DE CÉLULAS DENDRÍTICAS IN VITRO A PARTIR 

DA MEDULA ÓSSEA 

 

Uma forma de se obter grandes quantidades de DCs é através da diferenciação in 

vitro destas a partir de células precursoras da medula óssea (BM-DCs; do inglês, Bone 

Marrow-Dendritic Cells) (INABA et al., 1992). Neste protocolo, as células da medula 

óssea foram cultivadas in vitro na presença de GM-CSF (Prepotech) por 8 dias. A 

medula óssea foi retirada do fêmur de camundongos naive e parte das células (2 x 10
6
) 

foi plaqueada em 10 mL de meio na presença de GM-CSF (20 ng/mL) em uma placa de 

10 cm (Corning; não tratadas). No 3º dia de cultura, foram adicionados 5 ou 10 mL de 

meio com GM-CSF (20 ng/mL). No 6º dia de cultura, foram retirados 7 ou 10 mL do 

meio da placa e adicionados 7 ou 10 mL de meio fresco com GM-CSF (20 ng/mL). No 

8º dia, as células pouco aderentes foram recolhidas e utilizadas. Para se analisar a 

porcentagem de DCs presentes nesta suspensão celular, as células foram marcadas com 

anticorpos anti-CD11c e anti-MHC II; e analisadas por citometria de fluxo. Obtivemos 

um grau de pureza que variou de 60 a 80% (Figura 9). 
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Figura 9: Diferenciação de DCs a partir de células precursoras da medula óssea. (A) 

Células da medula óssea (MO) do fêmur de camundongos foram colocadas em cultura com GM-

CSF (dia 0). Nos dias 3 e 6, adicionou-se meio fresco contendo GM-CSF. No dia 8, as células 

foram recolhidas, marcadas com anti-CD11c e anti-MHCII e analisadas por citometria de fluxo. 

(B) O primeiro dotplot mostra o perfil SSCxFSC das células, enquanto que o segundo mostra as 

marcações fluorescentes de CD11c e MHC II dos eventos contidos dentro da região selecionada 

R1. A região selecionada R2 mostra a porcentagem de células CD11c positivas. 

 

 

3.7 – WESTERN BLOT PARA NFAT1 

 

Para avaliar a expressão da proteína NFAT1, as células foram ressuspensas em 20 

L de tampão de ressuspensão, lisadas com 20 L de SDS 10% e adicionou-se 10 L de 

tampão de amostra 5x. Esse lisado foi incubado a 100ºC por 15 minutos. O extrato total 

de proteínas foi submetido à eletroforese de poliacrilamida (SDS-PAGE) num gel de 

concentração de 6%, juntamente com um padrão de peso molecular (BIO-RAD). As 

proteínas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Essa membrana 
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foi incubada sob agitação com solução de bloqueio por 2 horas e em seguida incubada 

com o anticorpo primário anti-NFAT1 diluído (1:1000) em TBS-T por 2 horas. Após 3 

lavagens, a membrana foi incubada com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho 

conjugado à peroxidase (HRP) diluído (1:15.000) em TBS-T por 1 hora. Após mais 6 

lavagens a membrana foi revelada com o kit ECL, como indicado pelo fabricante 

(Amersham) e autoradiografado. 

 

3.8 - IMUNOFLUORESCÊNCIA PARA NFAT1 

 

  DCs purificadas de baço, através do kit Dynabeads, foram deixadas durante 4 

horas para aderir em lamínulas previamente tratadas com gelatina 2% (15 minutos a 

37ºC). Depois da adesão, as células foram deixadas sem estímulo ou foram estimuladas 

com ionomicina (5 M) por 10 minutos a 37ºC. CsA (2 M) foi adicionada 15 minutos 

antes da estimulação. As células foram então fixadas com paraformaldeído 4% por 15 

minutos. A superfície das DCs foram marcadas com o anticorpo anti-CD11c-biotinilado 

(1:100) e posteriormente com estreptavidina-FITC (1:100). As células foram então 

permeabilizadas com tampão de lavagem (PBS com 5% de SFB e 0,5% de NP-40) e 

incubadas com o anticorpo primário anti-NFAT1 (1:100) por 2 horas. Após algumas 

lavagens, as células foram incubadas com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho 

conjugado a rodamina (1:100) por 30 minutos e com DAPI por 1 minuto. As laminas 

foram montadas utilizando 5 L de N-propil-galato para conservação da fluorescência. 

As imagens foram então obtidas em um microscópio de fluorescência (Olympus BX60). 
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3.9 - CITOMETRIA DE FLUXO 

 

As células marcadas com fluocromos foram analisadas no FACScalibur (Becton 

Dickinson), utilizando o Cell Quest (Becton Dickinson) como programa para aquisição e 

análise dos dados. 

 

3.10 - ENSAIO IMUNOENZIMÁTICO (ELISA) 

 

 Para medir as concentrações das citocinas, 1,0 ou 2,0 x 10
6
 células/poço foram 

cultivadas em placa de 24 poços de fundo chato e estimuladas ou não com OVA ou anti-

CD3. O sobrenadante livre de células foi analisado quanto aos níveis das proteínas IFN-

, IL-4 e IL-12 p70 através de Ensaio Imunoenzimático (ELISA), como descrito pelo 

fabricante (PharMingen, PharMingen e Prepotech). 

 

3.11 - ENSAIO DE PROTEÇÃO A RNASE (RPA) 

 

Para analisar a expressão gênica do IFN- e da IL-12 nas células totais do 

linfonodo, 1,0 x 10
7
 células/poço foram cultivadas em placas de 6 poços de fundo chato e 

estimuladas com 0,5 mg/mL de OVA. Após 6, 24 e 48 horas as células foram recolhidas 

e o RNA total foi extraído, utilizando Trizol (Gibco) como descrito pelo fabricante. Para 

analisar a expressão de IFN- em linfócitos T CD4 purificados, 6,0 x 10
7
 células totais do 

linfonodo foram cultivadas em placas de 10 cm e estimuladas com 0,5 mg/mL de OVA. 

Após 24 horas, os linfócitos T CD4 foram purificados e o RNA total dessas células foi 

extraído utilizando Trizol como descrito pelo fabricante. A expressão dos RNAs 

mensageiros foi analisada utilizando o kit de RPA, como descrito pelo fabricante 
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(PharMingen), através da hibridização de 3 a 4 g de RNA com a sonda mCK-2 (IL-12 

p35, IL-12 p40, IL-10, IL-1, IL-1, IL-1ra, MIF, IL-6 e IFN-), sendo a normalização 

das massas de RNA feita através da expressão de dois genes constitutivos, o L32 e o 

GAPDH. Após a secagem, o gel foi revelado por auto-radiografia.  

 

3.12 - MARCAÇÃO INTRACELULAR DE CITOCINAS 

 

Para detecção da produção de IFN- nas diferentes populações de linfócitos do 

linfonodo, 2,0 x 10
6
 células/poço foram cultivadas em placa de 24 poços de fundo chato 

e estimuladas com 0,5 mg/mL de OVA. Cinco horas antes de completar 72 horas, foi 

adicionada brefeldina A 1:1000 (como indicado pelo fabricante - PharMingen). As 

células foram primeiramente incubadas com anti-CD16/32 para bloquear a ligação da 

porção Fc dos anticorpos por 15 minutos. Em seguida foram marcadas na superfície com 

anticorpos fluorescentes anti-CD4, anti-CD8, anti-B220, anti-PanNK ou anti-CD11b 

durante 15 minutos, fixadas com paraformaldeido 4% por 20 minutos, permeabilizadas 

com uma solução contendo saponina 0,5% (tampão de permeabilização) por 10 minutos 

e marcadas intracelularmente com o anticorpo anti-IFN- por 30 minutos. As células 

foram lavadas entre cada etapa com tampão de marcação ou com tampão de 

permeabilização. As amostras foram então analisadas por citometria de fluxo. 

 

3.13 - PURIFICAÇÃO DE LINFÓCITOS 

 

Os linfócitos T e B foram purificados a partir das células totais do linfonodo 

através de colunas magnéticas MACS para seleção negativa. As células foram suspensas 

em Tampão MACS e marcadas com anticorpos específicos contra as populações não 
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desejadas durante 15 minutos. Foram utilizados os anticorpos anti-CD8 e anti-B220 para 

purificar linfócitos T CD4, somente anti-B220 para purificar linfócitos T; anti-CD4 e 

anti-CD8 para purificar linfócitos B. As células foram centrifugadas, suspensas 

novamente em Tampão MACS e marcadas com esferas magnéticas (estreptavidina ou 

anti-FITC) por 15 minutos. As células foram então colocadas na coluna magnética e 

aproximadamente 30 mL de Tampão MACS foram utilizados para lavar e recolher as 

células de interesse. O grau de purificação das células foi analisado através de marcações 

de citometria de fluxo com anticorpos específicos para cada população linfocitária. 

Foram obtidos graus de pureza que variaram entre 80 e 92%. 

 

3.14 - DEPLEÇÃO DE LINFÓCITOS 

 

Os linfócitos T CD4, T CD8 e B foram depletados a partir das células totais do 

linfonodo através de colunas magnéticas MACS para seleção negativa. As células foram 

suspensas em Tampão MACS e marcadas com anticorpos específicos contra as 

populações a serem depletadas (anti-CD4-biotinilado, anti-CD8-biotinilado ou anti-

B220-biotinilado) durante 15 minutos. As células foram centrifugadas, suspensas 

novamente em Tampão MACS e marcadas com esferas magnéticas (estreptavidina) por 

15 minutos. As células foram então colocadas na coluna magnética e aproximadamente 

30 mL de Tampão MACS foram utilizados para lavar e recolher as células de interesse. 

O grau de purificação das células foi analisado através de marcações de citometria de 

fluxo com anticorpos anti-CD3-FITC, anti-CD4-PE, anti-CD8-PE e anti-CD8-FITC. 

Foram obtidos graus de pureza que variaram entre 80 e 92%. 
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3.15 - DIFERENCIAÇAO DE LINFOCITOS T CD4 IN VITRO 

 

 Linfócitos T CD4 purificados de linfonodos de camundongos naive NFAT1-/- ou 

NFAT1+/+ foram diferenciados in vitro em condições neutras, isto é, sem adição de 

citocinas (condição conhecida como default). As células foram estimuladas com anti-

CD3 ligado à placa (1 g/ml). Após 24 horas, foi adicionado IL-2 (20U/mL) a cultura. 

No terceiro dia, as células foram recolhidas, lavadas, e re-colocadas em cultura somente 

na presença de IL-2, sem estimulação (condição conhecida como resting). Após 2 dias, 

as células foram reestimuladas com anti-CD3 ligado a placa (1 g/ml). O sobrenadante 

livre de células foi recolhido após 24, 48 e 72 horas após a reestimulação e analisado por 

ELISA. 

 

3.16 - COCULTURA DE APCs COM LINFÓCITOS T 

  

 O baço de animais NFAT1+/+ e NFAT1-/- sensibilizados foram macerados e as 

hemácias foram removidas utilizando solução de ACK 1x. A suspensão celular resultante 

foi irradiada com 2500 rads, para funcionar com APCs. Linfócitos T foram purificados a 

partir de linfonodos drenantes de animais NFAT1+/+ e NFAT1-/- sensibilizados e co-

cultivados com as APCs na proporção de 1:5 (linfócitos:APCs; 1 x 10
6
: 5 x 10

6
) e OVA  

BN n/;’.l;/l(0,5 mg/mL) por 72 horas. O sobrenadante livre de células foi então recolhido 

e analisado por ELISA. 
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3.17 - COCULTURA DE DCs COM LINFÓCITOS T CD4 

 

 DCs foram purificadas de baço de animais NFAT1+/+ ou NFAT1-/- 

sensibilizados e colocadas em cultura na presença de OVA (0,5 mg/mL) em placas de 24 

poços na concentração de 2,0 x 10
5
 células/poço e 1,0 x 10

6
 células/poço, 

respectivamente. Os linfócitos T CD4 foram purificados a partir dos linfonodos 

drenantes de animais NFAT1+/+ ou NFAT1-/- sensibilizados e adicionados a essa 

cultura 24 horas depois, na proporção de 1:10 (APC:linfócitos). O sobrenadante livre de 

células foi então recolhido e analisado por ELISA. 

DCs purificadas de baço de animais NFAT1+/+ ou NFAT1-/- sensibilizados 

foram colocadas in vitro juntamente com 0,5 mg/mL de OVA e linfócitos T CD4 

purificados de camundongos OT-II, na proporção de 1:10 (1 x 10
5
: 1 x 10

6
; 

DCs:linfócitos), e deixadas por 72 horas. O sobrenadante livre de células foi então 

recolhido e analisado por ELISA. 

DCs diferenciadas da medula óssea de animais NFAT1+/+ ou NFAT1-/- naive 

foram colocadas in vitro juntamente com 250 mM de peptídeo OVA e linfócitos T CD4 

purificados de camundongos OT-II, na proporção de 1:10 (1 x 10
5
: 1 x 10

6
; 

DCs:linfócitos), e deixadas por 72 horas. Os linfócitos foram então recolhidos e 

expandidos utilizando o mesmo volume de meio com IL-2 (20 ng/mL) por 3 dias 

consecutivos. As células foram então estimuladas com ionomicina (1 M) e PMA (20 

mM) por 6 horas. Duas horas antes de terminar a estimulação, adicionou-se brefeldina A 

(10 g/mL). Ao final da estimulação as células foram fixadas com paraformaldeído 4% e 

guardadas a 4ºC. As células foram então marcadas para citocinas intracelulares. 
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3.18 - ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

  

 A análise estatística utilizada para comparar os valores dos animais NFAT1+/+ e 

NFAT1-/- foi o teste t de Student´s não pareado. Para a comparação entre as culturas 

tratadas e não tratadas com anti-IL12 foi o teste t de Student´s pareado. Foi considerado 

estatisticamente significativo p<0,05. 
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4. RESULTADOS 
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4.1 - Camundongos deficientes em NFAT1 apresentaram uma maior produção de 

IFN-. 

 

 Com o intuito de entender melhor o envolvimento do fator de transcrição NFAT1 

na diferenciação de linfócitos T CD4, camundongos deficientes em NFAT1 (NFAT1-/-) 

e seu respectivo controle (NFAT1+/+) foram sensibilizados subcutaneamente com OVA 

e CFA. Quinze dias após a sensibilização, os linfonodos drenantes desses animais foram 

retirados e as células totais estimuladas in vitro com o mesmo antígeno, a OVA, por 72 

horas (Figura 10A). Analisamos então as principais citocinas que caracterizam a 

diferenciação de linfócitos T CD4 no sobrenadante dessas culturas através da técnica de 

ELISA. Surpreendentemente, observamos que o sobrenadante das células NFAT1-/- 

apresentou quantidades superiores tanto de IFN- quanto de IL-4, quando comparado 

com o sobrenadante das células NFAT1+/+ (Figura 10B). Sugerindo que parte dos 

linfócitos T CD4 dos animais NFAT1-/- assumiu in vivo o perfil Th1, enquanto que a 

outra parte assumiu o perfil Th2. 

Entretanto, quando essas células dos linfonodos drenantes foram estimuladas in 

vitro com anti-CD3, observamos um perfil de diferenciação semelhante ao descrito 

anteriormente (KIANI et al., 1997), onde o sobrenadante das células NFAT1-/- 

apresentou menores quantidades de IFN- e maiores de IL-4, quando comparado com o 

sobrenadante das células NFAT1+/+ (Figura 10C). Sugerindo uma maior diferenciação 

dos linfócitos para Th2. 
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Figura 10: Perfis distintos de produção de IFN- frente a diferentes estímulos in vitro. (A) 

Os camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados subcutaneamente com 200 g de 

OVA emulsificada em CFA nas patas traseiras. Após 15 dias, os linfonodos drenantes foram 

retirados e as células colocadas em cultura e reestimuladas ou não (NE) com 0,5 mg/mL de OVA 

(B) ou com 1 g/mL de anti-CD3 ligado a placa (C) por 72 horas. O sobrenadante livre de 

células foi recolhido e analisado para os níveis das proteínas IFN- e IL-4 através de ELISA. Os 

resultados estão expressos em média + SEM (n=3) e são representativos de 3 experimentos 

independentes. 
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O fato do estímulo com OVA requerer o envolvimento de APCs, provavelmente 

DCs, para produção de IFN-, e o estímulo com anti-CD3 não, sugere que o fator 

NFAT1 de APCs ou DCs seria extremamente importante para o controle da produção 

desta citocina. O mesmo não parece ser verdade para a produção de IL-4, já que 

independentemente se o estímulo envolve ou não APCs ou DCs, a produção desta 

citocina pelas células NFAT1-/- foi exacerbada. 

Esta hipótese parece ficar ainda mais clara quando diferenciamos linfócitos T 

CD4 naive com anti-CD3 in vitro (Figura 11A). Observamos que os linfócitos T CD4 

NFAT1-/- apresentaram quantidades diminuídas de IFN- quando comparado com os 

linfócitos NFAT1+/+ (Figura 11B), enquanto que as quantidades de IL-4 no 

sobrenadante de linfócitos deficientes em NFAT1 ainda se apresentaram altas (Figura 

11B). Esse perfil de produção de citocinas mostra que linfócitos T CD4, quando 

diferenciados in vitro, apresentam somente uma maior diferenciação para Th2, 

reforçando a idéia de que as DCs NFAT1-/- estão envolvidas com a superprodução de 

IFN- pelas células NFAT1-/- no modelo de sensibilização in vivo. 
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Figura 11: Linfócitos T CD4 NFAT1-/- diferenciam-se preferencialmente para Th2 quando 

estimulados com anti-CD3 in vitro. (A) Linfócitos T CD4 purificados de linfonodos de 

camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- naive foram estimulados in vitro com anti-CD3 ligado à 

placa (1 g/mL). No 3º dia, as células foram deixadas sem estimulação, somente na presença de 

IL-2 (20U/mL) por 48 horas (condição conhecida como Resting). Após esse período, as células 

foram estimuladas novamente com anti-CD3 ligado a placa (1 g/mL). (B) O sobrenadante livre 

de células foi recolhido após diferentes tempos de estimulação e analisado para os níveis das 

proteínas IFN- e IL-4 através de ELISA. Os resultados representam um pool de 3 animais e são 

representativos de 3 experimentos independentes. 
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Para caracterizar melhor os níveis aumentados de IFN- nas culturas das células 

NFAT1-/- estimuladas in vitro com OVA, analisamos primeiramente a expressão do 

RNA mensageiro desta citocina através da técnica de RPA. As células totais do 

linfonodo de animais sensibilizados foram estimuladas in vitro com OVA e o RNA total 

foi recolhido após diferentes tempos de estímulo. Observamos que a expressão de IFN- 

foi induzida após o estímulo de 6 horas com OVA, em ambos os animais (Figura 12). 

Pudemos observar também que as células NFAT1-/- expressaram mais IFN- que as 

células NFAT1+/+ em todos os tempos analisados (Figura 12). Este resultado então nos 

mostra que a superprodução de IFN- está ocorrendo a nível transcripcional. 
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Figura 12: Células NFAT1-/- expressaram mais IFN- após estímulo in vitro com OVA. Os 

camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na Figura 10A. Após 

15 dias, os linfonodos drenantes foram retirados e as células foram estimuladas in vitro com 0,5 

mg/mL de OVA por 6, 24 e 48 horas ou deixadas sem estimulo (0 horas). O RNA celular total foi 

analisado por RPA para expressão de mRNA do IFN- e L32. Estes resultados representam um 

pool de 3 animais e é representativo de 2 experimentos independentes. 
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Observamos, através de ELISA, que os níveis protéicos do IFN- no 

sobrenadante da cultura acompanharam o aumento de seu RNA mensageiro (Figura 13). 

Observamos também que as culturas das células NFAT1-/- apresentaram maiores 

quantidades de IFN- em todos os tempos analisados, e que a diferença entre os animais 

NFAT1-/- e NFAT1+/+ foi aumentando com o aumento do tempo de estímulo (Figura 

13).  
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Figura 13: Células NFAT1-/- apresentaram mais IFN- no sobrenadante após estímulo in 

vitro com OVA. Os camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na 

Figura 10A. Após 15 dias, os linfonodos drenantes foram retirados e as células foram estimuladas 

in vitro com 0,5 mg/mL de OVA por 24, 48 e 72 horas. O sobrenadante livre de células foi 

recolhido e analisado para os níveis da proteína IFN- através de ELISA. Os resultados estão 

expressos em média + SEM (n=3) e são representativos de 2 experimentos independentes. O 

asterisco (*) indica resultados significativamente maiores quando comparado com os 

camundongos NFAT1+/+ (p<0,05). 
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Observamos também que os níveis protéicos de IFN- aumentaram no 

sobrenadante das culturas com doses crescentes da OVA, principalmente dos animais 

NFAT1-/- (Figura 14), e que, independentemente da dose da OVA, as células dos 

animais NFAT1-/- produziram maiores quantidades de IFN- quando comparado com os 

animais NFAT1+/+ (Figura 14). 

Estes resultados nos mostram que a produção aumentada de IFN- pelas células 

NFAT1-/- está correlacionada com o estímulo de OVA e consequentemente reforça a 

idéia de que as APCs estariam envolvidas nesse processo. 
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Figura 14: Células NFAT1-/- apresentaram mais IFN- no sobrenadante frente a diferentes 

doses de OVA. Os camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na 

Figura 10A. Após 15 dias, os linfonodos drenantes foram retirados, as células colocadas em 

cultura e estimuladas ou não com 0,3, 0,5 e 1,0 mg/mL de OVA por 72 horas. O sobrenadante 

livre de células foi recolhido e analisado para os níveis da proteína IFN- através de ELISA. Os 

resultados estão expressos em média + SEM (n=3) e são representativos de 2 experimentos 

independentes. 
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4.2 – Linfócitos T CD4 foram os principais produtores de IFN-. 

 

Considerando que diferentes populações celulares são capazes de produzir IFN-, 

utilizamos a marcação intracelular de citocinas combinada com a marcação de superfície 

para analisar que população celular seria responsável pela produção aumentada de IFN- 

pelas células NFAT1-/-. Observamos que os linfócitos T CD4 foram os principais 

produtores tanto nos animais NFAT1+/+ quanto nos NFAT1-/- (Figura 15). Também 

observamos produção de IFN- pelos linfócitos T CD8 e B, entretanto, em bem menores 

proporções com relação à CD4 (Figura 15). Outras células que poderiam estar 

produzindo IFN-, como células NK ou macrófagos, não foram detectadas através de 

citometria de fluxo (dados não mostrados), devido à sua baixa freqüência no linfonodo.  

Intrigantemente, observamos uma diminuição na porcentagem de linfócitos T 

CD4 NFAT1-/- produtores de IFN-em relação aos linfócitos T CD4 

NFAT1+/+ (6,24%) (Figura 15), não condizendo com os resultados obtidos por ELISA 

(Figura 13) e por RPA (Figura 12) que mostraram uma produção aumentada de IFN- 

pelas células NFAT1-/-. 
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Figura 15: Linfócitos T CD4 foram os principais produtores de IFN- após estímulo in vitro 

com OVA. Os camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na 

Figura 10A.  Após 15 dias, os linfonodos drenantes foram retirados e as células foram 

estimuladas in vitro com 0,5 mg/mL de OVA por 72 horas. Brefeldina A foi adicionada à cultura 

5 horas antes do procedimento de marcação. As células foram então recolhidas e marcadas na 

superfície com anticorpos anti-CD4, anti-CD8 ou anti-B220. Depois as células foram fixadas e 

permeabilizadas para a marcação intracelular com anticorpo anti-IFN-. As células foram 

analisadas por citometria de fluxo. Os resultados representam pool de 3 animais de 3 

experimentos independentes. 
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Para esclarecermos se os linfócitos T CD4 NFAT1-/- seriam as células 

responsáveis pela superprodução de IFN-, primeiramente, utilizamos a técnica de RPA 

para saber como estava a expressão de IFN-especificamente nesse subtipo celular. Para 

isso, estimulamos in vitro as células dos linfonodos drenantes de animais sensibilizados 

com OVA por 24 horas. Purificamos então os linfócitos T CD4 e analisamos a expressão 

de IFN-. Observamos que os linfócitos T CD4 NFAT1-/- expressaram mais IFN- 

quando comparado com a expressão dos linfócitos NFAT1+/+ (Figura 16). Além disso, 

os linfócitos T CD4 NFAT1-/- expressaram mais IFN- quando comparado as células 

totais do linfonodo, sugerindo um enriquecimento da população responsável pela 

produção aumentada de IFN-. 
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Figura 16: Linfócitos T CD4 NFAT1-/- expressaram mais IFN- após estímulo in vitro com 

OVA. Os camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na Figura 

10A.  Após 15 dias, os linfonodos drenantes foram retirados e as células foram estimuladas in 

vitro com 0,5 mg/mL de OVA ou deixadas sem estimulo (NE) por 24 horas. Linfócitos T CD4 

foram purificados a partir das células estimuladas. O RNA celular total foi analisado por RPA 

para IFN- e L32. Estes resultados representam um pool de 4 animais e é representativo de 2 

experimentos.  
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A outra forma que utilizamos para saber a importância dos linfócitos T CD4 na 

superprodução de IFN-, foi depletando cada população específica antes do estímulo in 

vitro com OVA. Após 72 horas, analisamos a produção de IFN- e observamos uma 

diminuição significativa na produção de IFN- somente quando os linfócitos T CD4 

foram depletados (Figura 17), mostrando a extrema importância dessa população na 

produção desta citocina, enquanto os linfócitos T CD8 e B não pareceram estar 

envolvidos. 

 

 

Total sem B sem CD8 sem CD4
0

10

20

30

40
NFAT1 +/+

NFAT1 -/-

IF
N

- 
 (

n
g

/m
L

)

 

 

Figura 17: Linfócitos T CD4 foram extremamente importantes para produção de IFN- 
após estímulo in vitro com OVA. Os camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados 

como descrito na Figura 10A. Após 15 dias, os linfonodos drenantes foram retirados e as células 

totais ou depletadas das populações de linfócitos B, T CD8 ou T CD4 foram colocadas em cultura 

e estimuladas com 0,5 mg/mL de OVA por 72 horas. O sobrenadante livre de células foi 

recolhido e analisado para os níveis da proteína IFN- através de ELISA. Os resultados 

representam pool de 4 animais de 3 experimentos independentes. 

 

 

 

 

 



73 

 

4.3 – Estímulos microbianos intensificaram a produção de IFN-, mas não foram 

fundamentais para sua produção. 

 

Uma vez que a sensibilização dos animais foi feita com CFA, que contem a forma 

inativa da Mycobacterium tuberculosis, e que, consequentemente, induz a modulação da 

resposta para Th1 (SHIBAKI & KATZ, 2002), analisamos a produção de IFN- por 

células de animais sensibilizados com IFA, que não contém a Mycobacterium. 

Observamos que a quantidade de IFN- produzida pelos linfócitos NFAT1-/- foi 

extremamente reduzida quando os animais foram sensibilizados com IFA (Figura 18A). 

Essa redução não foi observada tão claramente nos animais NFAT1+/+. Entretanto, a 

produção de IFN- pelos linfócitos dos animais NFAT1-/- sensibilizados com IFA 

continuou aumentada quando comparada aos animais NFAT1+/+ (Figura 18A), 

mostrando que a M. tuberculosis presente no CFA intensificou a produção de IFN-, 

principalmente pelos linfócitos NFAT1-/-, porém sua presença não foi fundamental. 

Como a solução de OVA, usada tanto na sensibilização dos animais quanto no 

estímulo in vitro, pode conter contaminação de lipopolissacarídeos (LPS), que também é 

um indutor da resposta Th1, utilizamos uma solução de OVA sem LPS para analisar seu 

papel na produção de IFN-. Observamos que a produção de IFN- diminuiu quando a 

OVA utilizada estava livre de LPS, quando comparado com a OVA normal, 

independente se os animais eram sensibilizados com CFA ou IFA (Figura 18B). 

Entretanto, continuamos observando uma produção aumentada de IFN- pelos linfócitos 

NFAT1-/- em relação aos NFAT1+/+ (Figura 18B). Estes resultados então mostram que 

a produção aumentada de IFN- pelos linfócitos NFAT1-/- também não depende do LPS 

presente na OVA. 
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Figura 18: Estímulos microbianos intensificaram a produção de IFN- induzida pela OVA. 

Os camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados subcutaneamente com 200 g de 

OVA normal (A) ou livre de LPS (B) emulsificada em CFA ou IFA nas patas traseiras. Após 15 

dias, os linfonodos drenantes foram retirados e as células foram estimuladas in vitro com 0,5 

mg/mL de OVA por 72 horas. O sobrenadante livre de células foi recolhido e analisado para os 

níveis das proteínas IFN- através de ELISA. Os resultados estão expressos em média + SEM 

(n=3 a 5) e são representativos de 2 experimentos independentes. (*) Resultados 

significativamente diferentes quando comparado com NFAT1+/+ (p<0,05). 
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4.4 – Camundongos deficientes em NFAT1 apresentaram uma maior produção de 

IL-12. 

 

Um dos principais fatores que induz a produção de IFN- é a citocina IL-12. A 

IL-12 é uma citocina heterodimérica formada pelas subunidades p35 e p40 

(KOBAYASHI et al., 1989). Para avaliarmos o papel da IL-12 na produção de IFN- 

pelas células NFAT1-/-, analisamos inicialmente a expressão de suas subunidades 

através da técnica de RPA. Observamos aumento de expressão da subunidade p35 da IL-

12 nas células NFAT1-/- em relação as NFAT1+/+, em todos os tempos analisados, 

inclusive antes mesmo do estímulo in vitro com OVA (0h) (Figura 19). Apesar do 

estímulo com OVA ter induzido um aumento na expressão da subunidade p35 após 6 

horas, a expressão desta subunidade foi diminuindo ao longo do tempo de cultura 

(Figura 19). Entretanto, não observamos diferença na expressão da subunidade p40 entre 

as células NFAT1-/- e NFAT1+/+ (Figura 19). Assim como a subunidade p35, a p40 

também teve sua expressão diminuída ao longo do tempo de cultura. Sabendo-se que a 

IL-12 é expressa principalmente por APCs (TRINCHIERI et al., 2003; MACATONIA et 

al.1995) e que a subunidade p40, diferentemente da p35, é expressa exclusivamente por 

APCs, podemos sugerir que a diminuição da expressão de ambas as subunidades seja 

decorrente da morte das APCs ao longo da cultura.  
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Figura 19: Células NFAT1-/- apresentaram uma maior expressão de IL-12. Os 

camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descritos na Figura 10A. Após 

15 dias, os linfonodos drenantes foram retirados e as células foram estimuladas in vitro com 0,5 

mg/mL de OVA por 6, 24 e 48 horas ou deixadas sem estimulo (0 horas). O RNA celular total foi 

analisado por RPA para IL-12 p35, IL-12 p40, L32. Estes resultados representam um pool de 3 

animais e é representativo de 2 experimentos independentes. 

 

 

 

Levando-se em conta que a expressão de p35 não está vinculada à expressão de 

p40 e que cada uma dessas subunidades pode formar outras citocinas distintas 

(TRINCHIERI et al., 2003), precisávamos avaliar a produção do heterodímero de IL-12, 

o p70. Para isso, células totais do linfonodo foram estimuladas in vitro com OVA por 24 

horas. Observamos, através de ELISA, que o sobrenadante da cultura de células NFAT1-

/- apresentou maiores quantidades da proteína IL-12, quando comparado com o 

sobrenadante das células NFAT1+/+ (Figura 20), sugerindo que a produção aumentada 

de IFN- pelos linfócitos NFAT1-/- possa ser devido à produção aumentada de IL-12. 
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Figura 20: Células NFAT1-/- apresentaram mais IL-12 no sobrenadante. Os camundongos 

NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na Figura 10A. Após 15 dias, os 

linfonodos drenantes foram retirados. As células dos linfonodos foram estimuladas in vitro com 

OVA (0,5 mg/mL) por 24 horas e no sobrenadante livre de células foi analisado os níveis da 

proteína IL-12 p70 por ELISA. O resultado está expresso como média + SEM (n=5). O asterisco 

(*) indica resultado significativo em relação às células NFAT1+/+ (p<0.05). 

 

 

Para confirmarmos o papel da IL-12 na produção de IFN- pelas células NFAT1-

/-, utilizamos anticorpos neutralizante anti-IL-12 no início da cultura. Após 72 horas do 

estímulo in vitro com OVA, observamos que a adição dos anticorpos anti-IL-12 reduziu 

significativamente a produção de IFN- pelos linfócitos NFAT1-/- (Figura 21), 

mostrando que a IL-12 teve um importante papel na produção aumentada de IFN- pelas 

células NFAT1-/-. 

Como as principais células produtoras de IL-12 são as APCs, principalmente DCs 

(TRINCHIERI et al., 2003; MACATONIA et al.1995), estes resultados reforçam a idéia 

de que as APCs NFAT1-/- estejam envolvidas com a superprodução de IFN- pelos 

linfócitos T CD4 NFAT1-/-. 
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Figura 21: IL-12 é extremamente importante para produção de IFN- por linfócitos 

NFAT1-/-. Os camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na 

Figura 10A. Após 15 dias, os linfonodos drenantes foram retirados e as células foram 

estimuladas in vitro com OVA (0,5 mg/mL) por 72 horas na presença ou não do anticorpo 

neutralizante anti-IL-12 (1 g/mL). O sobrenadante livre de células foi recolhido e analisado para 

os níveis da proteína IFN- através de ELISA. O resultado está expresso como média + SEM 

(n=5) e é representativo de 4 experimentos independentes. O asterisco (*) indica resultado 

significativo em relação às células NFAT1-/- não tratadas com anti-IL-12 (p<0.05). 
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4.5 – APCs deficientes em NFAT1 contribuíram para produção de IFN-. 

 

Para avaliarmos se o NFAT1 das APCs estaria regulando negativamente a 

produção de IFN- pelos linfócitos, utilizamos células de baço irradiadas, como APCs, e 

cocultivamos com linfócitos T. Observamos uma produção bastante aumentada de IFN- 

quando tanto a APC quanto os linfócitos eram deficientes para NFAT1, quando 

comparado com a cocultura de APCs e linfócitos NFAT1+/+ (Figura 22). Entretanto 

quando as APCs foram trocadas, o fenótipo dos linfócitos se inverteu, onde os linfócitos 

NFAT1+/+ passaram a produzir mais IFN- enquanto os linfócitos NFAT1-/- passaram a 

produzir menos (Figura 22). Estes resultados mostram que as APCs NFAT1-/- foram 

capazes de induzir uma maior produção de IFN-, independentemente se esses linfócitos 

tinham ou não NFAT1. 
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Figura 22: APCs NFAT1-/- induziram uma maior produção de IFN- por linfócitos T. Os 

camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na Figura 10A. Após 

15 dias, os linfonodos drenantes e baço foram retirados. Linfócitos T foram purificados dos 

linfonodos drenantes e cultivados junto com os esplenócitos irradiados. As células foram 

estimuladas com 0,5 mg/mL de OVA por 72 horas. O sobrenadante livre de células foi então 

analisado para os níveis da proteína IFN- através de ELISA. Os resultados representam um pool 

de 3 animais e são representativos de 2 experimento independentes. 
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Neste modelo de baço irradiado, diversas células podem funcionar como APCs, e 

tanto linfócitos T CD4 quanto T CD8 podem produzir IFN-. Para sabermos o papel das 

DCs na produção de IFN- especificamente por linfócitos T CD4, cocultivamos esses 

dois tipos celulares, ambos purificados de animais sensibilizados, na presença de OVA e 

medimos o IFN- por ELISA após 72 horas. Observamos uma maior produção de IFN-

pelos linfócitos T CD4 NFAT1-/- quando foram cocultivados com DCs também 

deficientes em NFAT1, quando comparado com a cocultura de DCs e linfócitos 

NFAT1+/+ (Figura 23). Entretanto, quando as DCs foram trocadas, observamos 

somente um pequeno aumento na produção de IFN- pelos linfócitos NFAT1+/+, e uma 

pequena diminuição nos linfócitos NFAT1-/- (Figura 23). Sugerindo que as DCs 

NFAT1-/- foram capazes de induzir uma maior produção de IFN-, contudo, o genótipo 

dos linfócitos T CD4 mostrou ser mais importante na produção desta citocina. 
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Figura 23: DCs NFAT1-/- induziram uma maior produção de IFN- por linfócitos T CD4. 

Os camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na Figura 10A. 

Após 15 dias, os linfonodos drenantes e o baço foram retirados. As DCs purificadas do baço 

foram cultivados por 24 horas somente com 0,5 mg/mL de OVA. Os linfócitos T CD4 foram 

purificados dos linfonodos drenantes de animais sensibilizados e cocultivados na proporção 1:10 

com as DCs por 72 horas. O sobrenadante livre de células foi recolhido e analisado para os níveis 

da proteína IFN- através de ELISA. Os resultados representam um pool de 3 animais e são 

representativos de 2 experimento independentes. 
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4.6 - DCs deficientes em NFAT1 apresentaram uma maior capacidade de induzir a 

diferenciação Th1 in vitro. 

 

Para realmente avaliarmos a capacidade das DCs NFAT1-/- na diferenciação de 

linfócitos T CD4 in vitro, utilizamos camundongos transgênicos com o TCR específico 

para OVA (OT-II). Cocultivamos então, DCs purificadas de baço de camundongos 

sensibilizados com linfócitos T CD4 purificados de camundongos OT-II naive. Após 3 

dias de estimulação com OVA, as células foram deixadas na presença de IL-2 e na 

ausência de estímulo por 24 horas. Linfócitos T CD4 repurificados foram então 

reestimuladas com anti-CD3 por 3 dias (Figura 24A). Observamos, após esse protocolo 

de diferenciação in vitro, que os linfócitos T CD4 produziram uma maior quantidade de 

IFN- e menor de IL-4 quando foram cocultivados com DCs NFAT1-/-, quando 

comparado com os linfócitos que foram cocultivados com DCs NFAT1+/+ (Figura 

24B). Estes resultados demonstram que as DCs deficientes em NFAT1 apresentaram 

uma maior capacidade para diferenciar linfócitos T CD4 para o fenótipo Th1, sugerindo 

um importante papel para o fator de transcrição NFAT1 em DCs. 
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Figura 24: DCs NFAT1-/- apresentaram uma maior capacidade de induzir a diferenciação 

Th1. (A) Os camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na Figura 

10A. Quinze dias depois, DCs foram purificadas do baço desses animais e cocultivadas com 

linfócitos T CD4 purificados dos linfonodos de camundongos OT-II (proporção 1:10), na 

presença de OVA (0,5 mg/mL). Depois de 3 dias, as células totais foram deixadas sem estímulo 

na presença de IL-2 (condição conhecida com Resting) por 24 horas. Os linfócitos T CD4 foram 

então repurificados e reestimulados com anti-CD3 ligado a placa (1g/mL) por 72 horas. (B) O 

sobrenadante livre de células foi recolhido e analisado para os níveis das proteínas IFN- e IL-4 

através de ELISA. Este resultado é representativo de 3 experimentos independentes. 
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4.7 - DCs purificadas de baço ou derivadas de medula óssea apresentaram NFAT1 

funcional. 

 

  Para podermos estudar o papel que o fator de transcrição NFAT1 apresentava em 

DCs, precisávamos primeiramente confirmar que as DCs apresentavam esse fator de 

transcrição e que ele era funcional neste tipo celular. Analisamos a expressão de NFAT1 

tanto em DCs derivadas in vivo (purificadas de baço), quanto em DCs derivadas in vitro 

a partir da medula óssea.  

  Utilizando células totais de baço como controle, observamos através da técnica de 

western blot, que as DCs purificadas de baço de camundongos C57Bl/6 apresentaram 

uma alta expressão do fator de transcrição NFAT1 (Figura 25A), e que a grande maioria 

se apresentou na forma fosforilada (não ativado). A indução do influxo de cálcio através 

do ionóforo de cálcio, ionomicina, provocou a rápida desfosforilação (ativação) do 

NFAT1, como pudemos observar por seu deslocamento diferencial no gel. A droga 

imunossupressora, CsA, capaz de bloquear a fosfatase calcineurina, inibiu a 

desfosforilação do NFAT1 (Figura 25A).  

  O mesmo foi observado através da técnica de imunofluorescência, onde DCs 

purificadas de baço apresentaram NFAT1. Apesar de termos observado marcação para 

NFAT1 no núcleo, a grande maioria se localizava no citoplasma (Figura 25B). A 

estimulação com ionomicina induziu parcialmente a translocação do NFAT1 para o 

núcleo, enquanto que a CsA inibiu essa translocação (Figura 25B).   
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Figura 25: DCs de baço apresentaram NFAT1 funcional. (A) Células totais de baço e DCs 

purificadas de baço (2 x10
6
 células - 85% de pureza) de camundongos C57BL/6 foram deixadas 

sem estímulo (NE) ou foram estimuladas com ionomicina (Iono) (5 M) por 10 minutos. 

Ciclosporina A (CsA) (2 M) foi adicionada 15 minutos antes do estímulo com Iono. O extrato 

total de proteína foi analisado por western blot usando o anticorpo anti-NFAT1 (67.1) e anticorpo 

contra IgG de coelho conjugado à peroxidase. (B) DCs purificadas de baço de camundongos 

C57BL/6 foram aderidas a lamínulas previamente tratadas com gelatina 2%. Após a adesão, as 

células foram deixadas sem estímulo (NE) ou foram estimuladas com ionomicina (Iono) (5 M) 

por 10 minutos a 37ºC. CsA (2 M) foi adicionada 15 minutos antes do estímulo com Iono. As 

células foram fixadas com paraformaldeído 4% e a superfície celular das DCs foi marcada com 

anti-CD11c biotinilado e estreptavidina-FITC (primeira coluna). As células foram então 

permeabilizadas e marcadas com o anticorpo anti-NFAT1 (67.1) e anticorpo contra IgG de 

coelho conjugado à rodamina (segunda coluna). E por último, as células foram marcadas com 

DAPI (terceira coluna) e observadas em um microscópio de fluorescência. A quarta coluna 

mostra a sobreposição das 3 marcações fluorescentes (Merge). Este resultado é representativo de 

2 experimentos independentes. 
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  Assim como as DCs purificadas de baço, as DCs obtidas in vitro a partir da 

medula óssea também apresentaram o fator de transcrição NFAT1, e este também foi 

capaz de ser ativado pelo estímulo de ionomicina (Figura 26). Utilizando o zymosan 

(parede fúngica rica em -glicanos) como estímulo, observamos uma rápida e transiente 

ativação do NFAT1, com pico máximo de ativação em 10 minutos (Figura 26A). 

Mostrando que um estímulo que mimetiza uma infecção fisiológica também foi capaz de 

ativar o fator de transcrição NFAT1. Contudo, não observamos ativação do NFAT1 

quando utilizamos o Pam3Cys (ligante de TLR-2) como estímulo (Figura 26B). Estes 

resultados corroboram com os da literatura que mostram que a família NFAT pode ser 

ativada através do receptor de -glicano, o dectina-1, mas não pela via de TLR-2 

(GOODRIDGE et al., 2007; XU et al., 2009). 

  Estes resultados então mostram que além das DCs apresentarem o fator de 

transcrição NFAT1, este fator pôde ser ativado com diferentes estímulos, se mostrando 

funcional. 
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Figura 26: DCs derivadas in vitro da medula óssea também apresentaram NFAT1 

funcional. DCs (4 x 10
5
 células – 60% de pureza) derivadas in vitro a partir da medula óssea de 

camundongos C57BL/6 foram deixadas sem estímulo (NE) ou foram estimuladas com 

ionomicina (Iono) (5 M) por 10 minutos ou estimuladas com Zymosan (100g/mL) (A) ou 

Pam3Cys (100ng/mL) (B) por 10, 30, 60 e 120 minutos. O extrato total de proteínas foi analisado 

por western blot utilizando o anticorpo primário anti-NFAT1 (67.1) e anticorpo secundário 

contra IgG de coelho conjugado à peroxidase. 
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4.8 - Camundongos deficientes em NFAT1 apresentaram um número maior de DCs.  

  

  Um dos primeiros eventos na biologia das DCs é sua geração na medula óssea e 

distribuição pelos diversos tecidos do corpo. Para avaliarmos se o fator NFAT1 teria 

algum envolvimento nesses momentos iniciais da vida das DCs, analisamos o número de 

DCs presentes no baço de camundongos NFAT1-/- e comparamos com camundongos 

controle (NFAT1+/+). Observamos que os animais NFAT1-/- apresentaram um número 

significativamente maior de DCs quando comparado com os animais NFAT1+/+ (Figura 

27A). Além disso, observamos que o grau de pureza obtido nas purificações de DCs de 

baço de animais NFAT1-/- foi superior aos obtidos para animais NFAT1+/+ (Figura 

27B), sugerindo uma maior proporção de DCs dentro da população total do baço dos 

animais deficientes para NFAT1. Estes resultados nos sugerem que o fator NFAT1 deve 

participar de algum evento relacionado ao ciclo de vida das DCs. Isto é, o NFAT1 

poderia regular negativamente a geração das DCs na medula óssea, ou a migração delas 

para o baço, ou sua morte.  
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Figura 27: Camundongos NFAT1-/- apresentaram um número maior de DCs no baço. 
Comparações entre o número de células (A) e o grau de pureza (B) obtidos nas purificações de 

DCs de baço de camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- feitas através de colunas MACS. Os 

resultados estão expressos em média + SEM (n=19). O asterisco (*) indica resultados 

significativamente maiores quando comparado com os camundongos NFAT1+/+ (p<0.02). 
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4.9 - Camundongos deficientes em NFAT1 apresentaram uma maior porcentagem 

de DCs CD8
+
. 

 

Analisando as subpopulações de DCs presentes no baço, observamos que além de 

terem apresentado um número maior de DCs no baço, animais NFAT1-/- apresentaram 

uma maior porcentagem da subpopulação CD8
+
, quando comparado com os animais 

NFAT1+/+, que apresentaram a porcentagem normalmente descrita de 20-25% 

(KAMATH et al., 2000) (Figura 28). Este resultado também foi observado em 

camundongos naive (dados não mostrados), logo demonstrando que o aumento desta 

subpopulação não esta relacionado com o processo de sensibilização. Estes resultados 

então sugerem que o NFAT1 possa regular negativamente a geração desta subpopulação 

no baço. Além disso, essa maior porcentagem de DCs CD8
+
 nos animais NFAT1-/- 

poderia ser a responsável pela maior capacidade que as DCs NFAT1-/- possuem em 

diferenciar os linfócitos T CD4 para Th1, já que a subpopulação de DCs CD8
+
 está 

envolvida com esse tipo de diferenciação (MALDONADO-LÓPEZ et al., 1999). 
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Figura 28: DCs NFAT1-/- apresentaram um maior percentual da subpopulação CD8

. Os 

camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na Figura 10A. 

Quinze dias depois, DCs foram purificadas do baço desses animais. A população total de DCs 

NFAT1+/+ e NFAT1-/- foi marcada com anti-CD8 e analisada por citometria de fluxo. Este 

resultado é representativo de 2 experimentos independentes. 
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4.10 - DCs deficientes em NFAT1 não apresentaram diferença no processo de 

maturação.  

 

Para que as DCs exerçam seu principal papel que é ativar e modular a resposta de 

linfócitos T é preciso que elas sejam ativadas, geralmente por PAMPs, e passem pelo 

processo de maturação. Para avaliarmos se o fator de transcrição NFAT1 teria algum 

papel neste processo, purificamos DCs de baço de camundongos NFAT1-/- e +/+, naive 

ou sensibilizados, e analisamos as principais moléculas que indicam a maturação das 

DCs. Para isso, as DCs foram marcadas com anticorpos fluorescentes anti-CD80, anti-

CD86, anti-CD40 e anti-MHC II e analisadas por citometria de fluxo. Observamos que 

as DCs NFAT1-/-, tanto purificadas de animais naive quanto sensibilizados, não 

apresentaram diferença na expressão de nenhuma das moléculas analisadas, quando 

comparado com DCs de animais NFAT1+/+ (dados não mostrados; Figura 29). 

Sugerindo que o fator NFAT1 não estaria envolvido com o processo de maturação das 

DCs. 
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Figura 29: DCs NFAT1-/- apresentaram o mesmo padrão de maturação que DCs 

NFAT1+/+. Os camundongos NFAT1+/+ e NFAT1-/- foram sensibilizados como descrito na 

Figura 10A. Quinze dias depois, DCs foram purificadas do baço desses animais. A população 

total de DCs NFAT1+/+ e NFAT1-/- foi marcada com anti-CD80, anti-CD86, anti-CD40 ou anti-

MHC II e analisada por citometria de fluxo. Este resultado é representativo de 2 experimentos 

independentes. 
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4.11 - BM-DCs deficientes em NFAT1 também apresentaram uma maior 

capacidade de induzir a diferenciação Th1 in vitro. 

 

  Para avaliarmos o papel da subpopulação de DCs CD8
+
 na diferenciação Th1 

utilizamos DCs derivadas in vitro a partir da medula óssea (BM-DCs), já que estas não 

apresentam esta subpopulação, sendo exclusivamente compostas por DCs CD8
-
 

(INABA et al., 1992; NAIK et al., 2005; dados não mostrados). Cocultivamos então 

BM-DCs de animais NFAT1-/- e seu respectivo controle (B6) com linfócitos T CD4 

purificados de animais OT-II. Após 3 dias de estimulação e 3 dias consecutivos de 

expansão, avaliamos a produção de citocinas por esses linfócitos, através de marcação 

intracelular de citocinas (Figura 30A). Observamos que os linfócitos que foram 

cocultivados com BM-DCs deficientes em NFAT1 produziram mais IFN-, quando 

comparado com os linfócitos cocultivados com BM-DCs controle (Figura 30B). 

Entretanto, não observamos diferença na produção de IL-2 entre as diferentes coculturas, 

mostrando que o fator de transcrição NFAT1 de DCs influenciou especificamente a 

produção de IFN- por linfócitos T CD4. 

  Estes resultados mostram que as DCs NFAT1-/- derivadas in vitro a partir da 

medula óssea também possuem uma maior capacidade de diferenciar linfócitos T CD4 

para Th1 e nos sugere que a subpopulação CD8
+
 pode não ser fundamental neste 

processo. 
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Figura 30: BM-DCs NFAT1-/- também induziram uma maior diferenciação Th1. (A) DCs 

derivadas in vitro a partir da medula óssea (BM-DCs) de camundongos C57Bl/6 e NFAT1-/- 

foram cocultivadas com linfócitos T CD4 purificados dos linfonodos de camundongos OT-II 

(proporção 1:10), na presença de peptídeo de OVA (250 M). Depois de 3 dias, as células foram 

recolhidas e expandidas na presença de IL-2 (20 U/mL) por 3 dias consecutivos. As células 

foram então estimulados com PMA (10 nM) e Ionomicina (1 M) por 6 horas. Duas horas antes 

do fim do estímulo, adicionou-se Brefeldina A (10 mg/mL). Ao final do estímulo, as células 

foram fixadas com paraformaldeído 4% e guardadas a 4ºC. (B) As células foram então marcadas 

intracelularmente com anticorpos contra diferentes citocinas (IFN-, IL-4, IL-2 e IL-10) e 

analisadas por citometria de fluxo. 
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5. DISCUSSÃO 
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5.1 - Papel do NFAT1 na regulação da produção de IFN-. 

 

Com o intuito de entender melhor o papel individual do fator de transcrição 

NFAT1 na diferenciação de linfócitos T CD4 e consequentemente na resposta 

imunológica, utilizamos em nossos estudos camundongos deficientes para esse fator de 

transcrição. Alguns resultados obtidos anteriormente mostraram que os linfócitos T CD4 

desses camundongos apresentavam uma tendência à diferenciação Th2, com alta 

produção de IL-4, IL-5 e IL-13, e baixa produção de IFN- (KIANI et al., 1997); e 

consequentemente um aumento da resposta alérgica in vivo (VIOLA et al., 1998; 

FONSECA et al., 2009).  

Entretanto, tivemos uma grande surpresa ao observar que esses camundongos 

deficientes produziam altos níveis de IFN- simultaneamente com altos níveis de IL-4 

em um modelo in vivo de sensibilização com OVA e CFA. Buscando esclarecer o 

fenômeno, observamos que essa alta produção de IFN- estava relacionada com a 

estimulação com a OVA e que o uso de CFA intensificava essa produção (Figura 10-14 

e 18). Como de certa forma esperado, observamos que as principais células produtoras 

desse IFN- neste modelo eram linfócitos T CD4 (Figura 15), indicando uma maior 

diferenciação para Th1 e sugerindo que o NFAT1 estaria funcionando como um 

regulador negativo da expressão de IFN-.  

Contudo, já havia sido demonstrado que o NFAT1 seria um regulador positivo da 

expressão de IFN- tanto em linfócitos T CD4 quanto em T CD8 (KIANI et al., 2001; 

TEIXEIRA et al., 2005). Este fato nos fez refletir sobre um resultado que tínhamos que 

mostrava que dependendo do tipo de estimulação usada observávamos um padrão 

diferente de produção de IFN-, isto é, se as células eram estimuladas com OVA havia 

uma superprodução de IFN-, quanto que se elas fossem estimuladas com anti-CD3 
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havia uma produção diminuída dessa citocina (Figura 10C e 11). Sendo a estimulação 

com anti-CD3 uma estimulação policlonal e que independe da participação de outros 

tipos celulares, diferentemente da OVA que necessita ser fagocitada, processada e 

apresentada em um contexto de MHC por APCs a linfócitos específicos, nos sugeriu que 

a superprodução de IFN- poderia estar relacionada com o envolvimento das APCs. 

Ensaios de cocultura in vitro nos mostraram então que de fato as APCs que não 

apresentavam NFAT1 foram capazes de induzir uma maior produção de IFN- por 

linfócitos T (Figura 22).  

Este resultado nos fez questionar que papel o fator de transcrição NFAT1 estaria 

exercendo nas APCs e como ele poderia estar sendo ativado nessas células. O fato da M. 

tuberculosis intensificar enormemente a produção de IFN- nos sugere que os NFATs 

possam ser ativados através de algum PRR que reconhece esse microorganismo. Apesar 

de ainda não estar demonstrado que a M. tuberculosis seja capaz de ativar os NFATs, 

existem algumas evidências que sugerem este fato. Sabemos que o receptor dectina-1 é 

capaz de reconhecer certas estruturas na M. tuberculosis e que este é capaz de ativar 

NFATs (GEIJTENBEEK & GRINGHUIS, 2009; YADAV & SCHOREY, 2006; 

GOODRIDGE et al., 2007). 

Os membros da família NFAT foram abundantemente estudados em linfócitos, 

não somente por terem sido descritos inicialmente neste tipo celular (SHAW et al., 

1988), mas também por terem se mostrado de extrema importância no funcionamento 

dessas células. Consequentemente, o estudo desses fatores em outros tipos celulares 

sempre foi bastante escasso, como é o caso das APCs. Pouco é sabido a respeito de sua 

expressão, das vias pelas quais eles seriam ativados nessas células, assim como, que 

genes importantes para fisiologia deste tipo celular os NFATs regulariam. Considerando 

que tínhamos indícios que o NFAT1 estaria regulando alguma função na APC referente à 
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diferenciação de linfócitos T CD4 e que a principal APC envolvida nessa diferenciação é 

a DC, investigamos ainda neste trabalho o NFAT1 especificamente nas DCs. 

Ensaios de cocultura in vitro nos mostraram que DCs deficientes em NFAT1 

foram capazes de induzir não só uma maior produção de IFN- por linfócitos T CD4 

(Figura 23), como uma maior diferenciação Th1, com altos níveis de IFN- e baixos de 

IL-4 (Figura 24), levando-nos a questionar que características essas DCs apresentavam 

que davam a elas essa capacidade. Um dos principais fatores envolvidos na indução da 

diferenciação Th1 é a citocina IL-12, que é produzida principalmente por DCs. O fato de 

termos encontrado uma maior produção de IL-12 nos camundongos NFAT1-/- e que essa 

IL-12 foi fundamental para superprodução de IFN- (Figuras 19-21), nos indicou que 

uma das formas que as DCs deficientes em NFAT1 influenciariam uma maior 

diferenciação Th1 seria através de uma maior produção de IL-12. 

O que podemos inferir sobre o nosso modelo de sensibilização é que, durante o 

processo, a Mycobacterium tuberculosis contida no CFA é reconhecida pelas DCs da 

pele através de diversos PRRs, principalmente TLR2, TLR9 e dectina-1 (BAFICA et al., 

2005; ROTHFUCHS et al., 2007). Esse reconhecimento é fundamental para a maturação 

e migração destas DCs até os linfonodos drenantes. Uma vez dentro das áreas ricas em 

células T do linfonodo, as DCs apresentam os antígenos, incluindo a OVA, ativando 

seletivamente linfócitos específicos e consequentemente induzindo a diferenciação de 

linfócitos T CD4 específicos para Th1, principalmente através da produção de IL-12. 

Essa maior produção de IL-12 pelas DCs poderia ser devido a uma regulação 

direta do NFAT1 sobre os genes das subunidades da IL-12, como já foi demonstrado 

para a subunidade p40 (ZHU et al., 2003). Entretanto, nossos estudos mostraram um 

aumento somente na expressão da subunidade p35 e não na p40, sugerindo que frente a 

essas condições de estímulo, o NFAT1 poderia estar regulando a expressão da 
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subunidade p35 ou que a superprodução desta citocina esteja ocorrendo de forma 

indireta. Uma vez que ainda não existem indícios de que os NFATs regulem a 

subunidade p35, podemos suspeitar de um efeito indireto.  

Esse efeito indireto poderia estar ocorrendo através de uma série de fatores 

capazes de induzir a produção de IL-12, como citocinas e moléculas de superfície 

(TRINCHIERI et al., 2003). Um dos primeiros eventos que levam a produção de IL-12 

nas DCs é a ativação de PRRs através de PAMPs. Em nosso modelo, o reconhecimento 

da Mycobacterium tuberculosis presente no CFA pelas DCs, através principalmente dos 

receptores TLR2, TLR9 e dectina-1, induz a produção de IL-12 (BAFICA et al., 2002; 

ROTHFUCHS et al., 2007). Uma maior expressão de um desses receptores e o 

consequente aumento das vias de sinalização em células NFAT1-/- poderia levar a uma 

maior produção de IL-12. Análises da expressão de TLR2 em células NFAT1-/- não 

revelaram significantes aumentos (dados não mostrados), contudo a expressão dos outros 

receptores e dos componentes de suas vias de sinalização ainda precisa ser analisada. 

No microambiente inflamatório ocorre a produção de uma série de citocinas que 

podem induzir a produção de IL-12 pelas DCs. Uma das principais citocinas que 

induzem a produção de IL-12 é o IFN- (MA et al., 1996), porém também existem 

evidência de que a IL-4 e a IL-13 poderiam aumentar a produção desta citocina 

(D’ANDREA et al., 1995). Levando-se em conta que camundongos deficientes em 

NFAT1 produzem níveis aumentados de todas essas citocinas, elas poderiam ser as 

responsáveis pela maior produção de IL-12.  

Além das citocinas, moléculas de superfície também influenciam na produção de 

IL-12. Um dos principais fatores que intensificam drasticamente a produção de IL-12 é a 

interação do receptor CD40, presente nas DCs, com o CD40L de linfócitos (CELLA et 

al., 1996). Um aumento na expressão de um desses receptores poderia justificar o 
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aumento da produção de IL-12 pelas células NFAT1-/-. Entretanto, nossos resultados 

mostraram que as DCs deficientes em NFAT1 apresentaram níveis equivalente de CD40 

em relação as DCs controle (Figura 29), sugerindo que esta via não estaria envolvida na 

superprodução de IL-12. Apesar de não termos ainda evidências sobre a expressão de 

CD40L em linfócitos NFAT1-/-, podemos suspeitar que a superprodução de IL-12 

também não está relacionada com essa molécula, já que nossos resultados de cocultura 

de DCs com linfócitos T CD4 demonstraram que as DCs NFAT1-/- foram capazes de 

induzir uma maior diferenciação Th1 independente do fenótipo dos linfócitos T CD4. 

Além da IL-12, existem outras citocinas que são produzidas por DCs e que estão 

envolvidas com a diferenciação Th1, como IL-18, IL-27 e IL-1 (SZABO et al., 2003; 

SHIBUYA et al., 1999), e que poderiam estar, juntamente com a IL-12, induzindo a 

superprodução de IFN- pelos linfócitos NFAT1-/-. Kiani et al. (2001) demonstraram 

que os linfócitos T CD4 deficientes em NFAT1 e IL-4 produziram níveis diminuídos de 

IFN- quando estimulados in vitro com anti-CD3. Entretanto, quando esses linfócitos 

foram estimulados com IL-12 e IL-18, estes produziram mais IFN- quando comparado 

aos linfócitos controle, sugerindo que o NFAT1 possa estar regulando negativamente a 

produção de IFN- induzida por essas citocinas.  

A princípio, o NFAT não está envolvido com as vias ativadas pelas citocinas IL-

12 e IL-18. O NFAT é ativado nos linfócitos T através de seu TCR, e as citocinas IL-12 

e IL-18 ativam STAT4, NFB e AP-1 (SZABO et al., 2003). Existem evidências de que 

a IL-12/IL-18 induza a produção de IFN- independentemente da via de sinalização do 

TCR (YANG et al., 1999). Contudo, alguns trabalhos mostraram interferência da via do 

TCR com as vias da IL-12 e IL-18 na produção de IFN-. Tsuji-Takayama et al. (1999) 

mostraram que para a IL-18 induzir a produção de IFN- é preciso que haja tanto a 

ativação do NFB quanto do NFAT. Estes pesquisadores mostraram que a estimulação 
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de clones Th1 somente com IL-18 induz uma baixa produção de IFN-. A estimulação 

com IL-18 deve estar associada ao estímulo com anti-CD3 para que haja indução de altos 

níveis de IFN-, isto é, a IL-18 deve induzir a ativação do NFB e o anti-CD3 do NFAT 

(TSUJI-TAKAYAMA et al., 1999). Por outro lado, Yoshimoto et al. (1998) mostraram 

que a estimulação de linfócitos T com IL-12 e IL-18 é suficiente para induzir altos níveis 

de IFN-, sugerindo que a cooperação de STAT4 com NFB e AP-1 seria suficiente para 

ativar a expressão do IFN-, não necessitando do NFAT. Entretanto, se a estimulação 

com IL-12/IL-18 for associada ao estímulo de anti-CD3, a produção de IFN- diminui 

(YOSHIMOTO et al., 1998). Esse fenômeno foi revertido com a adição de CsA, que 

bloqueia a ativação do NFAT (YOSHIMOTO et al., 1998). Estes resultados sugerem 

então que a via do TCR, mais especificamente o NFAT, poderia inibir a expressão de 

IFN- induzida pela IL-12/IL-18.  

Com o intuito de esclarecer o papel da IL-18 na produção de IFN- em nosso 

modelo, utilizamos anticorpos neutralizantes anti-IL-18 em culturas de células de 

linfonodo de camundongos sensibilizados estimuladas in vitro com OVA. Contudo, o 

bloqueio desta citocina não interferiu na produção de IFN- (dados não mostrados), 

sugerindo que esta citocina não estaria envolvida ou não seria fundamental para 

produção de IFN- em nosso modelo. 

Todavia, Wittmann et al. (2006) mostraram que quando linfócitos T humanos 

estimulados in vitro com anti-CD3, anti-CD28 e IL-12 foram tratados com CsA houve 

um aumento da produção de IFN- quando comparado com os linfócitos não tratados. Na 

ausência da IL-12, a CsA inibiu a produção de IFN-, condizendo com resultados já 

descritos anteriormente. Citocinas como IL-18, IL-23 e IL-27 não promoveram o mesmo 

efeito que a IL-12. Além disso, foi observado um aumento na expressão de c-fos e 

consequentemente da atividade de AP-1. Diante desses resultados, Wittmann et al. 
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(2006) propõem que o aumento da expressão de IFN- induzido pela CsA requer a 

cooperação dessas três vias de transdução de sinal, sugerindo que os baixos níveis de 

NFAT levariam a esse aumento. 

Os resultados e a hipótese de Wittmann et al. (2006) nos ajudam então a construir 

uma hipótese sobre nosso modelo onde linfócitos deficientes em NFAT1 produziram 

altos níveis de IFN- quando foram estimulados com OVA, isto é, através de APCs, e 

níveis diminuídos quando  foram estimulados somente com anti-CD3. Durante a 

estimulação com a OVA, a APC fornece ao linfócito T CD4 o primeiro sinal através do 

TCR, o segundo sinal através do CD28 e o terceiro sinal através da IL-12; e a ausência 

do NFAT1 nos linfócitos mimetizaria o efeito da CsA, induzindo consequentemente ao 

aumento da expressão de IFN-. Essa hipótese então sugere um papel diferencial do 

NFAT1 sobre a regulação da expressão de IFN- em relação aos outros membros da 

família NFAT. Além disso, sugere que dependendo da combinação dos fatores de 

transcrição que estão se ligando ao promotor do IFN-, o NFAT1 pode regular 

positivamente ou negativamente a expressão do gene dessa citocina. 

Alguns resultados obtidos por van Rietschoten et al. (2001) reforçam este modelo 

proposto. Eles mostraram que o fator de transcrição NFAT1 se liga preferencialmente ao 

promotor do receptor 2 da IL-12 (IL-12R2) em relação a outro membro da família, o 

NFAT2. Sugerindo que essa preferência de ligação do NFAT1 também pode estar 

ocorrendo no promotor do IFN-. Além disso, van Rietschoten et al. (2001) demonstram 

que o tratamento com CsA aumentou a expressão do receptor IL-12R2, mostrando que 

o NFAT1 regularia negativamente a expressão desse receptor. Diante deste resultado, 

podemos suspeitar que as células dos camundongos NFAT1-/- apresentem então uma 

maior expressão do receptor IL-12R2. A combinação dessa hipótese com o fato das 

células NFAT1-/- produzirem maiores quantidades de IL-12 nos sugere que estaria 
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ocorrendo uma maior ativação da via de sinalização induzida por essa citocina, 

possivelmente uma maior ativação de STAT4, o que poderia levar consequentemente a 

uma maior expressão de IFN-. 

Entretanto, não podemos excluir o possível papel de outras citocinas em nosso 

modelo. A citocina IL-1 também pode ser uma candidata. O papel da IL-1 na resposta 

imune, principalmente na resposta inata, é bastante claro, entretanto, seu papel na 

diferenciação Th1/Th2 é um tanto controverso. Weaver et al. (1988) demonstraram 

inicialmente que a IL-1 promovia a proliferação de clones Th2. Enquanto que, Shibuya 

et al. (1998) demonstraram que a IL-1 era necessária, juntamente com a IL-12, para o 

desenvolvimento Th1. Em nosso modelo, observamos que as células dos animais 

NFAT1-/- apresentaram uma expressão de RNA de IL-1 e  bastante aumentada, 

quando comparada as células dos animais NFAT1+/+ (dados não mostrados). Apesar de 

não termos ainda investigado sua expressão a nível protéico, podemos suspeitar de uma 

maior sinalização das vias de PRRs de membrana das DCs deficientes em NFAT1, como 

os TLRs, que são capazes de induzir a expressão de IL-1. Contudo, não podemos inferir 

se essa IL-1 está sendo clivada e liberada, e com isso tendo alguma ação. 

 

5.2 - Papel do NFAT1 em DCs. 

 

 Apesar de não termos comprovado durante este trabalho os mecanismos 

moleculares que estão induzindo uma maior produção de IFN- por linfócitos NFAT1-/-, 

mostramos, no entanto, que essa indução seria devido a uma ação conjunta de diversos 

fatores provenientes das DCs NFAT1-/-. Nossos resultados mostraram que o NFAT1 

apresenta funções importantes nas DCs, principalmente envolvendo o processo de 

diferenciação de linfócitos T CD4. Considerando que a disponibilidade de informações 
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sobre os NFATs em DCs sempre foi muito escassa, resolvemos investigar também neste 

trabalho que papeis o NFAT1 estaria exercendo nessas células. 

Apenas recentemente, isto é, nos últimos três anos, têm surgido evidências nesta 

área. Até mesmo a expressão dos diversos membros da família NFAT em DCs ainda não 

foi demonstrada de forma clara e direta na literatura. Apesar de parecer evidente que as 

DCs apresentariam NFAT1, demonstramos neste trabalho de forma direta que tanto DCs 

purificadas de baço, quanto derivadas a partir da medula óssea apresentaram NFAT1 e 

que esse fator se mostrou funcional (Figura 25 e 26).  

Todos os trabalhos publicados até então que estudaram NFATs em DCs apontam 

para um papel positivo para esses fatores na regulação de certas citocinas como IL-2, IL-

10, IL-12 e IFN-, mas não em outras como TNF- e IL-6 (GOODRIDGE et al., 2007; 

ZANONI et al., 2009; KAYAMA et al., 2009). Entretanto, somente Kayama et al. 

(2009) mostram o papel individual de um dos membros da família, neste caso o NFAT2, 

na regulação dessas citocinas. Como já discutido anteriormente, nossos resultados nos 

sugerem um papel oposto para o NFAT1 sobre a regulação da IL-12 (Figura 19-21). Os 

fatos de Kayama et al. (2009) terem mostrado uma regulação de NFAT2 sobre a 

expressão de IL-12p40, e nossa suspeita de que o NFAT1 regule a expressão de IL-

12p35, sugerem novamente que os diferentes NFATs possam ter preferência por certos 

promotores, ou que o mesmo fator possa regular positivamente ou negativamente a 

expressão de certas citocinas dependendo do modelo utilizado. 

Outra função sugerida pela literatura até o momento, para os NFATs, seria na 

regulação do ciclo de vida das DCs, isto é, na indução da morte por apoptose de DCs 

terminalmente diferenciadas (ZANONI et al., 2009). Este trabalho usou como modelo 

especificamente um dos membros da família, o NFAT1, devido a sua já descrita função 

na indução da morte por apoptose (SCHUH et al., 1998).  ZANONI et al. (2009) 
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mostraram que DCs de camundongos deficientes em NFAT1 apresentaram uma maior 

sobrevivência após tratamento in vivo com LPS, sugerindo que o NFAT1 regularia a 

morte das DCs. Em nosso trabalho obtivemos um resultado que também sugere este 

papel para o NFAT1 nas DCs. Observamos que camundongos NFAT1-/- apresentaram 

um maior número de DCs no baço (Figura 27), sugerindo que o NFAT1 poderia estar de 

fato envolvido na indução da morte de DCs. 

Entretanto, não podemos excluir a possibilidade de estarem ocorrendo outros 

mecanismos que levaram aos camundongos NFAT1-/- a apresentarem um maior número 

de DCs no baço. Principalmente por termos observado não só um maior número total de 

DCs, mas também um aumento na proporção de um dos subtipos de DC, o CD8
+
 

(Figura 28). Este número maior de DCs pode ter ocorrido devido a uma maior geração 

dessas células na medula óssea desses animais deficientes, sugerindo um papel negativo 

para o NFAT1 na geração desta subpopulação.  

As citocinas GM-CSF e FLT3L mostraram estar envolvidas na geração das DCs 

tanto in vitro quanto in vivo (INABA et al., 1992; BRASEL et al., 2000; LYMAN & 

JACOBSEN, 1998; DARO et al., 2000). Considerando que os NFATs são conhecidos 

por regularem a expressão de diversas citocinas no sistema imune, e que já foi mostrado 

estarem envolvidos com a regulação do GM-CSF (RAO et al., 1997), podemos sugerir 

que os camundongos NFAT1-/- podem apresentar uma maior expressão dessas citocinas 

e consequentemente uma maior geração de DCs pela medula óssea. Contudo, Daro et al. 

(2000) demonstraram que o tratamento de camundongos com GM-CSF induziu no baço 

desses animais uma maior expansão de DCs do subtipo CD8
-
, sugerindo que 

possivelmente não seria o GM-CSF a citocina envolvida no aumento do número de DCs 

nos camundongos NFAT1-/-. O tratamento de camundongos com FLT3L também 

induziu a expansão de DCs, uma vez que esses animais apresentaram um número 



105 

 

aumentado dessas células em vários órgãos linfóides (LYMAN & JACOBSEN, 1998; 

MARASKOVSKY et al., 1996). Entretanto, ainda não está claro na literatura se a 

citocina FLT3L induziria a expansão preferencial do subtipo CD8
+
 e nem que os 

NFATs possam regular a expressão desta citocina. 

Na verdade, ainda não está bem claro como ocorre a geração da subpopulação de 

DCs CD8
+
 (DEL HOYO et al., 2002; NAIK et al., 2003) (revisado em SATHE & 

SHORTMAN, 2008). Contudo, foi demonstrado que o fator de transcrição ICSBP (do 

inglês, Interferon Consensus Sequence-Binding Protein) é essencial para a geração desta 

subpopulação de DCs (ALIBERTI et al., 2003). Além de o ICSBP ser somente expresso 

em DCs CD8
+
, camundongos deficientes para esse fator de transcrição apresentaram 

uma profunda e seletiva deficiência na geração desse subtipo de DCs (ALIBERTI et al., 

2003). Considerando que existem evidências de interação do NFAT com ICSBP (ZHU et 

al., 2003), podemos sugerir que o NFAT1 possa regular negativamente a geração das 

DCs CD8
+
 através de uma colaboração com ICSBP. De qualquer maneira, nossos 

resultados sugerem que o NFAT1 regule negativamente a geração das DCs CD8
+
, logo 

podemos suspeitar que essa subpopulação apresente uma expressão aumentada de 

NFAT1 com relação às outras subpopulações nos camundongos normais.  

Outro ponto importante na biologia das DCs é seu processo ou estado de 

maturação. Apesar de existirem algumas sugestões de que os NFATs poderiam estar 

envolvidos nesse processo (ENGELS et al., 2000), nossos resultados sugerem que o 

NFAT1 não estaria envolvido (Figura 29). Apesar de Kayama et al. (2009) terem 

observado que DCs de camundongos deficientes em NFAT2 apresentaram uma pequena 

redução na maturação de DCs ativadas com T. cruzi, essa redução foi revertida com a 

adição de IFN- e não foi observada quando as DCs foram estimuladas com LPS, 

sugerindo que essa redução não estaria ocorrendo por efeito direto do NFAT2. Logo, 



106 

 

acreditamos que os NFATs não estejam envolvidos com o processo de maturação das 

DCs. 

Contudo, o ponto central na biologia das DCs é quando elas interagem com os 

linfócitos e direcionam a resposta imune adaptativa. Como já citado, as DCs exercem um 

papel central no direcionamento da diferenciação dos linfócitos T CD4. Observamos em 

nosso trabalho que o fator de transcrição NFAT1 presente em DCs influencia no 

direcionamento Th1 (Figura 24 e 30). Como já discutido anteriormente, a nossa maior 

suspeita seria que as DCs NFAT1-/- estariam produzindo mais IL-12 e desta forma 

induzindo uma maior diferenciação Th1. O fato de termos observado uma maior 

porcentagem de DCs do subtipo CD8
+
, que é o subtipo que mais produz IL-12 e com 

maior envolvimento na diferenciação Th1, nos sugeriu que essa população poderia estar 

especificamente envolvida com a capacidade das DCs NFAT1-/-. Contudo, nossos 

ensaios de cocultura de DCs derivadas in vitro a partir de medula óssea, que não 

apresentam essa subpopulação, sugerem que a capacidade que as DCs NFAT1-/- 

apresentam em induzir uma maior diferenciação Th1 não parece depender dessa 

subpopulação (Figura 30).  

Apesar da outra subpopulação de DCs (CD8
-
) não ser a subpopulação mais 

envolvida com a diferenciação Th1, ela também é capaz de produzir IL-12 em níveis 

mais baixos, logo as DCs CD8
-
 NFAT1-/- poderiam estar produzindo mais IL-12 que 

as DCs controle e induzindo uma maior diferenciação Th1 comparativamente. Além 

disso, já foi mostrado que as DCs CD8
-
 também podem induzir a diferenciação Th1 

através de mecanismos independentes de IL-12, através da expressão da molécula de 

superfície Delta 4 (ligante do receptor Notch) (SKOKOS & NUSSENZWEIG, 2007). É 

possível que as DCs CD8
-
 NFAT1-/- tenham uma maior expressão de Delta 4 e com 
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isso induzam uma maior diferenciação Th1. Entretanto, ainda não existem evidências de 

uma correlação entre NFATs e ligantes de Notch. 

Há também a possibilidade de que as DCs NFAT1-/-, seja qual for a 

subpopulação, estejam induzindo uma maior diferenciação Th1 por estarem em maior 

número, ou como já discutimos anteriormente, por estarem sobrevivendo por mais 

tempo. ZANONI et al. (2009) mostraram uma maior indução da resposta de linfócitos T 

CD4 por DCs NFAT1-/- e sugerem que essa indução está correlacionada com a maior 

sobrevivência das DCs. 

Independentemente dos mecanismos que estão ocorrendo, mostramos em nosso 

trabalho que o fator de transcrição NFAT1 presente em DCs é fundamental para modular 

a diferenciação de linfócitos T CD4. Sendo os NFATs e as DCs importantes alvos 

terapêuticos através do uso de drogas imunossupressoras (HACKSTEIN & THOMSON, 

2004), podemos sugerir com nossos resultados que, se bloquearmos especificamente o 

fator de transcrição NFAT1 em DCs, podemos aumentar a resposta imune para o 

fenótipo Th1 e com isso aumentar as chance de cura de diversas doenças que dependem 

desse tipo de resposta, como por exemplo, a tuberculose. 
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6. CONCLUSÕES 
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 Células dos camundongos NFAT1-/- sensibilizados apresentaram uma maior 

produção de IFN- quando reestimuladas in vitro com OVA. 

 

 A produção aumentada de IFN- pelas células NFAT1-/- se correlaciona com o 

estímulo de OVA e com as APCs.  

 

 Linfócitos T CD4 foram os principais produtores de IFN- frente ao estímulo de 

OVA e os principais responsáveis pela superprodução de IFN- pelas células 

NFAT1-/-. 

 

 Estímulos microbianos presentes na sensibilização, como a Mycobacterium 

tuberculosis e o LPS, intensificaram a produção de IFN-, mas não foram 

fundamentais para sua produção. 

 

 A citocina IL-12 foi um dos principais fatores envolvidos na superprodução de IFN- 

pelos linfócitos NFAT1-/-. 

 

 APCs NFAT1-/- foram as responsáveis por induzir uma maior produção de IFN- 

pelos linfócitos NFAT1-/-. 

 

 O fator de transcrição NFAT1 está presente em DCs purificadas de baço ou derivadas 

de medula óssea e foi ativado com estímulos que induzem o influxo de cálcio ou com 

estímulos fisiológicos como o zymosan. 

 

 O fator de transcrição NFAT1 parece estar envolvido com o ciclo de vida das DCs, 

mas não em seu processo de maturação. 

 

 O fator de transcrição NFAT1 de DCs, purificadas de baço ou derivadas de medula 

óssea, foi fundamental para modular a diferenciação Th1. 
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IFN-� Production by CD8� T Cells Depends on NFAT1
Transcription Factor and Regulates Th Differentiation1

Leonardo K. Teixeira,* Bruna P. F. Fonseca,* Adriana Vieira-de-Abreu,† Bianca A. Barboza,*
Bruno K. Robbs,* Patrı́cia T. Bozza,† and João P. B. Viola2*

CD8� T lymphocytes are excellent sources of IFN-�; however, the molecular mechanisms that dictate IFN-� expression upon TCR
stimulation in these cells are not completely understood. In this study, we evaluated the involvement of NFAT1 in the regulation
of IFN-� gene expression in murine CD8� T cells and its relevance during Th differentiation. We show that CD8�, but not CD4�,
T cells, represent the very first source of IFN-� upon primary T cell activation, and also that the IFN-� produced by naive CD8�

T cells may enhance CD4� Th1 differentiation in vitro. TCR stimulation rapidly induced IFN-� expression in CD8� T lympho-
cytes in a cyclosporin A-sensitive manner. Evaluation of CD8� T cells showed that calcium influx alone was sufficient to activate
NFAT1 protein, transactivate IFN-� gene promoter, and induce IFN-� production. In fact, NFAT1-deficient mice demonstrated
highly impaired IFN-� production by naive CD8� T lymphocytes, which were totally rescued after retroviral transduction with
NFAT1-encoding vectors. Moreover, NFAT1-dependent IFN-� production by the CD8� T cell compartment was crucial to control
a Th2-related response in vivo, such as allergic inflammation. Consistently, CD8�- as well as IFN-�-deficient mice did not mount
a Th1 immune response and also developed in vivo allergic inflammation. Our results clearly indicate that IFN-� production by
CD8� T cells is dependent of NFAT1 transcription factor and may be an essential regulator of Th immune responses in vivo. The
Journal of Immunology, 2005, 175: 5931–5939.

U pon T cell stimulation, CD4� T lymphocytes may un-
dergo a Th1/Th2 differentiation that is mostly character-
ized by the distinct pattern of cytokines they secrete.

Th1 cells produce IFN-�, which is essential for the eradication of
intracellular pathogens, whereas Th2 cells secrete IL-4, IL-5, and
IL-13, which are crucial to the elimination of extracellular organ-
isms and to sustain allergic reactions. Several factors can influence
the differentiation pathway of CD4� Th cells, especially the cy-
tokines prevailing within the microenvironment where these cells
encounter Ags (1, 2). IL-12 and IFN-� are known to be the major
Th1-inducing cytokines (3). IFN-� is a pleiotropic cytokine that is
essential for both innate and adaptive immunities (4), and its role
in CD4� Th1 differentiation has been intensely addressed. In vitro
studies have shown that IFN-� exerts both indirect and direct ef-
fects during Th1 development (5, 6). It induces APCs to produce
IL-12, which is of great importance during Th1 cell commitment
(7, 8). In addition, IFN-� is responsible for inducing/maintaining
the expression of the �-chain of the IL-12R (IL-12R�2) on CD4�

T cells, indicating an important role for IFN-� in the Th1 effects
mediated by IL-12 (9, 10). Furthermore, IFN-� and Th1 responses
are considered to be protective against Th2-related disorders such

as asthma and allergy (11–13). In animal models, the adoptive
transfer of IFN-�-producing cells into allergen-sensitized recipi-
ents has protected from airway eosinophilia after Ag challenge (14,
15). Defective IFN-� production also predisposes toward the de-
velopment of allergic diseases, and patients with severe asthma
present significantly reduced IFN-� production in response to al-
lergen compared with control individuals (16, 17).

Different transcription factors have been shown to regulate IFN-�
gene expression in T lymphocytes (3, 18). In CD4� T cells, T-bet, the
master switch of the Th1 response, is a key regulator of IFN-� pro-
duction in developing Th1 lymphocytes (19). However, T-bet expres-
sion is induced by IFN-� signaling pathway through STAT1, and thus
is dependent on an initial source of IFN-� (10, 20). Several cellular
compartments of the immune system have been characterized as po-
tential sources of IFN-� in vivo, including NK cells and CD8� T cells
(21, 22). It has been suggested that CD8� T cells may represent an
early source of IFN-�, which acts directly on CD4� Th1 differenti-
ation (22). Nevertheless, there are no available data concerning the
involvement of TCR-induced transcription factors in the regulation of
IFN-� expression in CD8� T cells.

NFAT proteins are pre-existing cytoplasmic transcription fac-
tors that are rapidly activated in T lymphocytes upon TCR stim-
ulation (23). The activation of NFAT proteins requires sustained
intracellular calcium levels that are induced shortly after TCR trig-
gering (23, 24). Calcium influx then activates the Ca2�-dependent
phosphatase calcineurin, which dephosphorylates NFAT (25, 26).
Once activated, NFAT translocates to the nucleus, where it binds
to regulatory sequences and regulates the expression of several
cytokine genes, including IFN-� (27, 28). The process of NFAT
activation is blocked by immunosuppressive drugs, such as cy-
closporin A (CsA)3 and FK506, which inhibit the phosphatase
activity of calcineurin (29, 30). In fact, NFAT1-deficient mice
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(NFAT1�/�) present a preferential differentiation toward a Th2
phenotype, including low levels of IFN-� and high levels of
IL-4 (31, 32). Consistently, CD4� T cells from NFAT1�/�

mice present an impaired IFN-� production (33), but no reports
regarding the participation of NFAT1 in the regulation of IFN-�
in CD8� T lymphocytes have been described.

Thus, we addressed the involvement of NFAT1 transcription factor
in the regulation of IFN-� production in CD8� T cells and its influ-
ence on Th1/Th2 immune responses using in vitro and in vivo models
of Th differentiation. In this study we show that naive CD8� T cells
do produce high levels of IFN-� upon TCR triggering during the
primary response, which is dependent on NFAT1 transcription factor.
Also, we demonstrate that IFN-� production by the CD8� T cell
compartment enhances CD4� Th1 differentiation in vitro and is cru-
cial to control allergic inflammation, which has been related to a Th1/
Th2 immune response deregulation. Our results thus suggest that
NFAT1 protein plays a positive regulatory role in IFN-� production in
CD8� T cells, which may modulate Th immune response in vivo.

Materials and Methods
Animals, cells, and reagents

C57BL/6, NFAT1�/�, CD8��/�, and IFN-��/� 8- to 12-wk-old female
mice were used in all experiments. Animals were bred and maintained in
the Brazilian National Cancer Institute animal facility. Animals were
treated according to the animal care guidelines of the Council for Interna-
tional Organizations of Medical Sciences. All primary cells (lymph nodes,
CD3�, CD4�, and CD8� T lymphocytes) and the mouse CD8� CTLL-
R8� cell line were cultured in DMEM supplemented with 10% FCS, L-
glutamine, streptomycin-penicillin, essential and nonessential amino acids,
sodium pyruvate, vitamins, and 2-ME (all from Invitrogen Life Technol-
ogies). Hybridomas 2C11 (anti-CD3) and 53-6.7 (anti-CD8) were cultured
in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS. All Abs were purified from
hybridoma supernatants by chromatography over protein G (Amersham
Biosciences), and their activities were functionally tested by cellular pro-
liferation, complement-dependent depletion, and ELISA. The cytokines
IFN-�, IL-2, IL-12, and IL-18 were purchased from PeproTech. The poly-
clonal Ab 67.1 (Dr. A. Rao, Harvard University, Boston, MA) was used to
detect the NFAT1 protein. PMA and ionomycin were obtained from Cal-
biochem, and the immunosuppressive drug CsA was obtained from LC
Laboratories. CFA and OVA were purchased from Sigma-Aldrich. The
solutions of May-Grünwald and Giemsa were obtained from Merck.
Polybrene (hexadimethrin bromide) was obtained from Fluka Chemie, and
chondroitin 6-sulfate sodium salt was purchased from Sigma-Aldrich.

Cell isolation and flow cytometry

In all experiments, different cell populations (CD3�, CD4�, and CD8� T
cells) were obtained from lymph nodes (inguinal, brachial, axillary, and su-
perficial cervical). Purified single-cell suspensions were isolated by negative
selection with magnetic beads (Micro Beads, MACS technology) according to
the manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec). Streptavidin magnetic beads
were conjugated to specific-biotinylated Abs (anti-CD4, anti-CD8, and anti-
B220/CD45R) to sort out undesired cell populations. For cytometric analysis,
cells were stained with specific fluorochrome-labeled Abs as previously de-
scribed (32). Labeled mAbs were all obtained from BD Pharmingen, and cells
were analyzed by flow cytometry on a FACScan (BD Biosciences). Cell pop-
ulations were isolated to �95% purity.

CD4� Th differentiation

CD4� and CD8� T cells were purified from C57BL/6 (IFN-��/�) or IFN-
��/� as described. For cocultivation assays, CD4� T cells from IFN-��/�

mice were cultured together with CD8� T cells from either IFN-��/� or
IFN-��/� mice (CD4:CD8 ratio, 2:1) and primarily stimulated in vitro for
72 h with plate-bound anti-CD3 (1 �g/ml) in the presence of IL-12 (10
ng/ml). On the third day, cells were harvested, washed, and rested for 48 h.
After resting, CD4� T cells were isolated again as described and were left
unstimulated or were in vitro stimulated for 48 h with plate-bound anti-
CD3 (1 �g/ml). After stimulation, cell-free supernatants were assessed for
IFN-� or IL-4 by ELISA.

ELISA and intracellular cytokine staining

Cells were left unstimulated or were in vitro stimulated for 24, 48, or 72 h
at 37°C with different stimuli as indicated. Cell-free supernatant was as-

sessed for IFN-� and IL-4 protein levels by ELISA according to the man-
ufacturer’s instructions (BD Pharmingen). For intracellular cytokine stain-
ing, indicated cell populations (1 � 106 cells) from naive C57BL/6,
NFAT1�/�, and NFAT1�/� mice were stimulated in vitro for 72 h with
plate-bound anti-CD3 (1 �g/ml). Brefeldin A (1/1000; Cytofix/Cytoperm;
BD Pharmingen) was added to the culture 5 h before the staining proce-
dure. Briefly, cells were harvested, and surface markers were stained with
anti-CD8-FITC or anti-CD4-FITC Ab. Cells were next fixed and perme-
abilized for intracellular cytokine staining with anti-IFN-�-PE Ab, then
analyzed by flow cytometry.

RNase protection assays, Western blot, and immunofluorescence
staining

For RNase protection assay analysis, purified CD8� T cells (2 � 106 cells)
from C57BL/6 mice were left unstimulated or were in vitro stimulated for
6 h at 37°C with plate-bound anti-CD3 (1 �g/ml) as indicated. CsA (5 �M)
was added to cells 15 min before anti-CD3 stimulation. Total RNA was
immediately extracted with TRIzol reagent according to the manufacturer’s
protocol (Invitrogen Life Technologies). mRNA expression was analyzed
with a multiprobe RNase protection assay kit (Ribo-Quant; BD Pharmin-
gen). For IFN-� expression analysis, mCK-1 and mCK-2 multiprobe sets
were used, and RNA loading was estimated by measuring GAPDH and
L32 housekeeping genes.

To detect the presence of the NFAT1 protein, purified CD8� T cells
from C57BL/6 mice or the CTLL-R8� cell line (2 � 106 cells) were left
unstimulated or were in vitro stimulated for 15 min at 37°C with ionomycin
(5 �M). CsA (5 �M) was added to cells 15 min before stimulation. Total
protein lysates were obtained as previously described (26). Briefly, cells
were lysed in buffer containing 40 mM Tris (pH 7.5), 60 mM sodium
pyrophosphate, 10 mM EDTA, and 5% SDS, followed by incubation at
100°C for 20 min. Small-scale nuclear extracts were made as previously
described (34). Briefly, cells were resuspended in buffer containing 0.5%
Nonidet P-40, 10 mM Tris (pH 7.5), 10 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0.5 mM
DTT, 0.1 mM EGTA, 2 mM leupeptin, 1 mg/ml aprotinin, and 1 mM
PMSF. The supernatant was removed to a separate tube, and the nuclear
pellet was lysed in the same buffer as described above. Cell extracts were
analyzed by electrophoresis on 6% SDS-PAGE. The separated proteins
were transferred to nitrocellulose membrane, and NFAT1 protein was de-
tected by the polyclonal Ab 67.1 as previously described (26).

Intracellular localization of NFAT1 protein was addressed in purified
CD8� T cells (2 � 105 cells) from C57BL/6 mice by immunofluorescence
staining, also as previously described (26). Briefly, cells were attached to
coverslips previously coated for 1 h with 2% gelatin and were left un-
stimulated or were stimulated for 16 h at 37°C with ionomycin (5 �M).
CsA (5 �M) was added to cells 15 min before ionomycin. Then cells were
fixed in 3% paraformaldehyde, permeabilized with 0.1% Nonidet P-40, and
stained with anti-NFAT1 67.1 Ab. The cells were photographed under
�100 magnification with a Zeiss Axiovert S100 microscope.

Retroviral construction and lymphocyte transduction

The pLIRES-EGFP bicistronic vector was constructed by inserting a 1.4-kb
BglII-NotI fragment from the pIRES2-EGFP vector (BD Clontech), compris-
ing the encephalomyocarditis virus internal ribosomal entry sequence (IRES)
and the enhanced GFP (EGFP) coding region, into the pLEGFP-N1 retroviral
vector (BD Clontech; pLIRES-EGFP-empty). To generate the retroviral vector
encoding for NFAT1, the full-length cDNA from NFAT1 isoform C was
cloned into the pLIRES-EGFP (pLIRES-EGFP-NFAT1). Then, the BD Eco-
Pack2 ecotropic packing cell line (BD Biosciences) was transiently transfected
with retroviral vectors by calcium phosphate precipitation for 16 h. Cell-free
virus-containing supernatant was collected 48 h after transfection, and con-
centrated as previously described (35). The supernatant was supplemented
with IL-2 (20 U/ml), and immediately used for spin infection (twice, 45 min
each time, 1800 rpm, room temperature) of purified CD8� T cells from naive
NFAT1�/� and NFAT1�/� mice previously stimulated with anti-CD3 (1 �g/
ml) for 24 h. Infected cells were incubated at 37°C for an additional 48 h,
supplemented with fresh medium, and stimulated with anti-CD3 (1 �g/ml) for
another 48 h. Cells were then stained for intracellular cytokine as described
above, and EGFP� CD8� lymphocytes were analyzed by flow cytometry for
IFN-� production as described.

Transactivation assays

CTLL-R8� cell line (2 � 106 cells) was eletroporated (950 �F, 250 V) in
a 0.4-cm GenePulser Cuvette (Bio-Rad) with 5 �g of the indicated IFN-
�-promoter constructs fused to a luciferase reporter gene (Luc; donated by
Dr. C. Wilson, University of Washington, Seattle, WA) (28) in serum-free
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medium. After 24 h, cells were washed and left unstimulated or were stim-
ulated in vitro for 16 h at 37°C with PMA (10 nM) or ionomycin (5 �M)
as indicated. CsA (5 �M) was added to cells 15 min before any other
treatment when indicated. The next day, cells were harvested, and lysis was
performed for 20 min at room temperature with 50 �l of 1� cell culture
lysis reagent (Promega). Crude extract (10 �l) was added to 100 �l of
luciferase assay substrate (Promega). Luciferase activity was promptly
measured in a Monolight 3010 Luminometer (Analytical Luminescence
Laboratory) and was expressed as relative light units.

Eomesodermin (Eomes) RT-PCR

Purified CD8� T cells (2 � 106 cells) from naive NFAT1�/� and
NFAT1�/� mice were left unstimulated (0 h) or were in vitro stimulated
for the indicated time periods at 37°C with plate-bound anti-CD3 (1 �g/
ml). Total RNA was extracted with TRIzol reagent (Invitrogen Life Tech-
nologies), and semiquantitative RT-PCR for murine Eomes expression was
performed using the Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads, accord-
ing to the manufacturer’s instructions (Amersham Biosciences). The prim-
ers used were as follows: Eomes, 5�-GCC CAC GTC TAC CTG TGC
AAC CG-3� and 5�-TGT TAT TGG TGA GTT TTA ACT TCC C-3�
(334-bp product); and GAPDH, 5�-TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT
TTG-3� and 5�-ACG ACA TAC TCA GCA CCA GCA TCA-3� (276-bp
product). PCR conditions were as follows: 95°C for 3 min; 35 cycles at
95°C for 30 s, 60°C for 30 s, and 72°C for 45 s; and final elongation at
72°C for 10 min. PCR products were resolved on 1.5% agarose gels and
visualized with ethidium bromide.

Pleurisy model

Naive animals were s.c. sensitized with 200 �g (0.1 ml) of OVA emulsified
in CFA in a hind footpad, as previously described (36). Fifteen days later,
animals were intrathoracically challenged with PBS or OVA (12 �g) as
indicated. After 24 h, thoracic cavity was rinsed with 1 ml of PBS/0.1%
BSA. Cells were then cytocentrifuged and stained with May-Grünwald/
Giemsa for differential leukocyte analysis. Draining lymph nodes (popliteal
and inguinal) were harvested, and cells (2 � 106 cells) were stimulated in
vitro for 48 h with plate-bound anti-CD3 (1 �g/ml). Cell-free supernatants
were then assessed for IFN-� and IL-4 by ELISA. For in vivo CD8� T cell
depletion, NFAT1�/� mice were i.v. treated with anti-CD8 Ab (100 �g/
animal) every 2 days in a total of five injections before sensitization
(NFAT1�/� and anti-CD8). Thereafter, mice continued to be treated with
anti-CD8 Ab (100 �g/animal) every 2 days until challenge. CD8� T cell
depletion was evaluated by flow cytometry of lymph nodes, which always
showed �3% CD8� T cells.

Statistical analysis

Statistical analysis of values from wild type (�/�) and knockout (�/�)
mice and between control and treated groups was performed using un-
paired Student’s t test for single comparison. A value of p � 0.05 was
considered statistically significant.

Results
Influence of IFN-� produced by CD8� T cells on CD4� Th1
differentiation

The cytokine IL-12 was initially characterized as the dominant
cytokine influencing the Th1 phenotype (3, 7, 8). However, addi-
tional studies have shown that other cytokines, such as IFN-�, may
also play a role during Th1 development (5, 6). In an in vitro
model of Th differentiation, disruption of IFN-�R signaling path-
way drastically reduced IFN-� production by CD4� T cells even
when stimulated in the presence of IL-12, indicating that IFN-�
directly enhances CD4� Th1 differentiation (data not shown). Sev-
eral cellular sources of IFN-� may enhance CD4� Th1 differen-
tiation, such as NK, dendritic cells and CD8� T cells (3, 21, 22).
As shown in Fig. 1A, upon TCR stimulation of primary lymph
node cells, CD8� T lymphocytes represent the very first source of
IFN-� production. To specifically address the influence of the
IFN-� produced by CD8� T cells on CD4� Th1 differentiation,
naive CD4� T lymphocytes cultivated together with CD8� T cells
from IFN-��/� or IFN-��/� mice were stimulated in vitro for 72 h
with anti-CD3. After this primary stimulation, CD4� T lympho-
cytes were purified, stimulated in vitro, and assessed for their abil-
ity to produce IFN-� and IL-4. We observed in this study that

CD4� T cells, which were cocultivated with IFN-�-competent
CD8� T cells, clearly produce more IFN-� and less IL-4 than
those cocultivated with IFN-�-deficient CD8� T lymphocytes
(Fig. 1B). Thus, our results demonstrate that the IFN-� produced
by CD8� T cells enhances Th1 phenotype development of CD4�

T lymphocytes during primary stimulation in vitro.

IFN-� production by CD8� T lymphocytes

The molecular mechanisms that control IFN-� gene expression in
CD4� Th cells are widely known; however, the mechanisms that
dictate its expression in CD8� T lymphocytes are not completely
elucidated. Thus, we decided to address the molecular pathways by
which CD8� T cells produce IFN-�. We show in this study that pu-
rified naive CD8� T cells produce IFN-� upon TCR stimulation, but
not in response to IL-12/IL-18 treatment alone (Fig. 2A). We also
observed that the IFN-� production level was not altered when anti-
CD28 costimulation was administered together with anti-CD3 (data
not shown). However, IL-12/IL-18 administration highly increased
IFN-� levels when associated with TCR triggering, suggesting that
both cytokines may play a secondary role on TCR-induced IFN-�
production by CD8� T lymphocytes (Fig. 2B). To evaluate the influ-
ence of other pathways in IFN-� production, we stimulated naive
CD8� T cells with different stimuli. Surprisingly, ionomycin-driven
Ca2� influx was sufficient to induce IFN-� production in CD8� T
cells, which was slightly potentiated by PMA administration (Fig.
2C). However, PMA stimulation alone was not sufficient to induce
IFN-� production in these cells (Fig. 2C). In addition, we found
that IFN-� expression is totally dependent on TCR stimulation, be-
cause IFN-� transcript levels could be detected as early as 6 h after
TCR triggering, but not in unstimulated CD8� T cells (Fig. 2D). In
this study, we also show that IFN-� expression/production by CD8�

T lymphocytes is totally inhibited when CsA is administered together

FIGURE 1. IFN-� produced by CD8� T lymphocytes enhances CD4�

Th1 differentiation. A, Total lymph node cells from naive C57BL/6 mice
were stimulated in vitro with anti-CD3 (1 �g/ml). After stimulation, cells
were analyzed for intracellular IFN-� production at 72 h as described. Data
are representative of three independent animals. B, Purified CD4� T lym-
phocytes from IFN-��/� mice were cultivated together with CD8� T cells
from IFN-��/� or IFN-��/� mice, and then stimulated in vitro for 72 h
with anti-CD3 (1 �g/ml) in the presence of IL-12 (10 ng/ml). On the third
day, cells were rested for 48 h. After resting, CD4� T cells were purified
again and were left unstimulated (Unst) or were stimulated in vitro for 48 h
with anti-CD3 (1 �g/ml). Cell-free supernatants were assessed for IFN-�
and IL-4 by ELISA. All results are from a pool of three mice and are
representative of two independent experiments.
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with any other stimulus (Fig. 2). These results clearly demonstrate that
CD8� T lymphocytes are competent for IFN-� production upon TCR
engagement, and IFN-� expression was totally inhibited by CsA at the
transcriptional level.

CD8� T lymphocytes present functional NFAT1 protein

The activation of NFAT transcription factors requires sustained intra-
cellular Ca2� levels induced by TCR engagement (23). Calcium in-
flux then activates the Ca2�-dependent phosphatase calcineurin,
which is blocked by the immunosuppressive drug CsA (23). Taking
into account that IFN-� expression is Ca2� dependent and blocked in
a CsA-sensitive manner, we decided to investigate whether CD8� T
lymphocytes presented NFAT transcription factor. We demonstrate
for the first time, to our knowledge, that naive CD8� T cells do
present inactive endogenous NFAT1 transcription factor (phosphor-
ylated form), which is activated by ionomycin-induced Ca2� influx
(dephosphorylated form), and blocked by CsA (Fig. 3). In fact, iono-
mycin treatment not only led to NFAT1 dephosphorylation, but also
resulted in NFAT1 nuclear translocation, which was again blocked by
CsA as observed by Western blot of nuclear lysate and immunoflu-
orescence staining of CD8� T lymphocytes (Fig. 3).

Effect of NFAT transcription factor on IFN-� promoter

We then examined the ability of NFAT transcription factor to reg-
ulate the IFN-� promoter in a CD8� T cell line. The CTLL-R8�

cell line presents endogenous NFAT1 whose activation is induced
by ionomycin and blocked by CsA (Fig. 4A). Moreover, the
CTLL-R8� cell line did not produce IFN-� when maintained in
culture without stimulation, but ionomycin treatment was sufficient
to induce its production, as assessed by ELISA (data not shown).
We then transiently transfected these cells with different IFN-�-
promoter constructs containing NFAT-binding sites and driving

the luciferase reporter gene (Fig. 4B). Three NFAT-binding sites
were approximately identified at positions �100, �160, and �280
bp through the proximal 538 bp of the IFN-� promoter (pIFN-�
�538; Fig. 4B) (28). Interestingly, ionomycin stimulation was suf-
ficient to highly transactivate the IFN-� proximal promoter con-
struct pIFN-� �538 (Fig. 4C). In accordance with primary CD8�

T cells results, PMA administration alone did not induce luciferase
activity or enhance reporter expression when associated with iono-
mycin, indicating that ionomycin-driven Ca2� influx alone was
sufficient to induce optimal response (Fig. 4C). The partial pro-
moter construct pIFN-� �108, which contained a single NFAT-
binding site, still showed 50% luciferase activity compared with
the full-length promoter construct (Fig. 4D). Again, IFN-� pro-
moter activity remained sensitive to CsA (Fig. 4, C and D). How-
ever, promoter construct pIFN-� �39 showed no luciferase ex-
pression at all (Fig. 4D). To evaluate the direct role of NFAT on
IFN-� promoter transactivation, we analyzed the effects of point
mutations in different NFAT binding sites (Fig. 4B) (28). As
shown in Fig. 4E, point mutations at the NFAT �160 site (N160),
�280 site (N280), or both sites (N160/N280) decreased luciferase
activity compared with the wild-type pIFN �538 construct. Point
mutation at both sites (N160/N280) decreased luciferase expres-
sion by an average of 50% compared with the pIFN �538 con-
struct, which is similar to the reduction observed in the pIFN-�
�108 construct (Fig. 4, D and E). It is still important to note in this
study the presence of a third intact NFAT binding site at position
�100, which could explain at least some of the luciferase activity
observed in the double mutant (N160/N280) and pIFN �108 con-
structs (Fig. 4, D and E). This site might play an important unrec-
ognized role in IFN-� promoter regulation in CD8� T cells. More-
over, luciferase expression always remained sensitive to CsA in all
constructs (Fig. 4, D and E). Based on these results, we conclude
that NFAT transcription factor plays a positive role in regulation of
the IFN-� promoter in the CD8� T cell compartment.

Involvement of NFAT1 in IFN-� production by CD8� T cells

To unequivocally test the hypothesis that NFAT1 is required for
IFN-� production in CD8� T lymphocytes, we evaluated intracel-
lular IFN-� production by these cells in NFAT1-deficient mice
(NFAT1�/�). Strikingly, upon stimulation of purified naive CD3�

T lymphocytes from NFAT1�/� mice, CD8�, but not CD4�, T

FIGURE 2. TCR triggering induces IFN-� production in CD8� T lym-
phocytes in a CsA-sensitive manner. CD8� T lymphocytes were purified
from naive C57BL/6 mice as described, and then left unstimulated or stim-
ulated in vitro as indicated: anti-CD3 (1 �g/ml), IL-12 (10 ng/ml), IL-18
(50 ng/ml), PMA (10 nM), ionomycin (Iono; 5 �M), or CsA (5 �M). CsA
was added 15 min before the other treatments. A–C, Analysis of IFN-�
production by CD8� T cells after 72 h of stimulation as indicated. Cell-free
supernatant was assessed for IFN-� by ELISA. D, Analysis of IFN-� ex-
pression in CD8� T cells by RNase protection assay after 6 h of stimula-
tion. RNA loading was estimated by measuring the intensity of L32 house-
keeping ribosomal protein gene. All results are from a pool of three mice
and are representative of three independent experiments.

FIGURE 3. NFAT1 is dephosphorylated and translocated to the nucleus
in CD8� T lymphocytes after Ca2� influx. CD8� T lymphocytes were
purified from naive C57BL/6 mice as described, and then left unstimulated
(Unst) or stimulated in vitro as indicated: ionomycin (Iono; 5 �M) or CsA
(5 �M). CsA was added 15 min before ionomycin. A, Detection of NFAT1
transcription factor in CD8� T cells in total lysates (Total; upper panel) or
nuclear lysates (Nuclear; lower panel) by Western blot analysis after 15
min of stimulation. NFAT1, dephosphorylated NFAT1; NFAT1-P, phos-
phorylated NFAT1. B, Cellular localization of NFAT1 protein in CD8� T
cells by immunofluorescence staining after 15 min of stimulation. All re-
sults are representative of at least two independent experiments.
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cells represented the main source of IFN-� during the primary
response (Fig. 5A). Furthermore, NFAT1�/� mice showed a 3-fold
decrease in the frequency of IFN-�-producing CD8� T cells com-
pared with NFAT1�/� mice after 72 h of in vitro stimulation (Fig.
5A). Also, NFAT1�/� CD8� T cells showed a drastic impairment
of IFN-� production compared with NFAT1�/� CD8� T cells, as
assessed by ELISA (Fig. 5B). To investigate the essential role of
NFAT1 transcription factor during IFN-� expression in CD8� T
cells, NFAT1�/� CD8� T lymphocytes were retrovirally trans-
duced with an NFAT1-enconding vector. As shown in Fig. 5C,
CD8� T cells from NFAT1�/� mice infected with pLIRES-EGFP-
empty construct showed drastically decreased IFN-�-producing
cells compared with NFAT1�/� CD8� T cells infected with the
same construct. However, the frequency of IFN-�-producing cells
was rescued in NFAT1�/� CD8� T cells retrovirally transduced
with NFAT1-encoding vector (pLIRES-EGFP-NFAT1) to the
same levels as the NFAT1�/� CD8� T cells (Fig. 5C). Although
these results clearly demonstrate that IFN-� expression in CD8� T
lymphocytes is extremely dependent on NFAT1, we also decided
to investigate the expression levels of the transcription factor
Eomes, which has been shown to be responsible for IFN-� pro-
duction in CD8� T lymphocytes (37). As shown in Fig. 5D, no
differences were observed on Eomes gene expression levels in
CD8� T lymphocytes from NFAT1�/� compared with
NFAT1�/� mice. Thus, our results clearly demonstrate that the
IFN-� produced by T lymphocytes upon TCR stimulation primar-
ily originates from CD8� T cells and depends mostly on NFAT1
transcription factor.

In vivo consequences of NFAT1-dependent IFN-� production

To further characterize the relevance of the IFN-� produced by
CD8� T cells during in vivo Th immune responses, we took ad-
vantage of a well-defined pleurisy model. Allergic diseases are
usually characterized by eosinophil tissue infiltration, increase in
the level of serum IgE, and a Th2 pattern of cytokine production,

including IL-4, IL-5, and IL-13, which is totally dependent on
CD4� T lymphocytes (38). It has been clearly shown that Th1
cytokines, such as IFN-� and IL-12, may suppress and counteract
the Th2 response of some allergic diseases (11, 12). Thus, we
asked whether NFAT1-dependent IFN-� production by CD8� T
cells could modulate the Th1/Th2 immune response and control
allergic inflammation in vivo. We performed a pleurisy model of
allergic inflammation to evaluate the influence of IFN-� on eosin-
ophil infiltration and cytokine production profile. As previously
demonstrated, we show in this study that NFAT1�/� mice present
more eosinophils in the pleural cavity than wild-type mice after Ag
challenge (Fig. 6) (36, 39). Reinforcing our proposal, in vivo de-
pletion of CD8� T cells from wild-type mice (NFAT1�/� plus
anti-CD8) led to eosinophilia in the pleural cavity similar to levels
in NFAT1�/� mice (Fig. 6). Consistently, CD8��/� and IFN-
��/� mice also presented more pleural eosinophils compared with
respective wild-type mice (Fig. 6). To better understand the im-
mune response generated in vivo in this model, we analyzed the
cytokine production profile after restimulation ex vivo. As shown
in Fig. 7, NFAT1�/� mice presented an enhanced Th2 phenotype,
including higher levels of IL-4 production and lower levels of
IFN-� compared with wild-type mice. Surprisingly, CD8� T cell-
depleted NFAT1�/� mice, which presented eosinophilia similar to
NFAT1�/� mice, did not show high levels of IL-4 production (Fig.
7). However, IFN-� production was strikingly decreased to levels
similar to those in NFAT1�/� mice (Fig. 7). Consistently, the
frequency of IFN-�-competent CD4� T cells in CD8� T cell-
depleted mice was also decreased to the level in NFAT1�/� mice
as analyzed by intracellular cytokine staining (data not shown).
Interestingly, CD8��/� mice also presented a highly decreased
IFN-� response compared with respective wild-type mice, but
showed a mild increase in IL-4, which was observed in IFN-��/�

mice (Fig. 7). These results suggest that NFAT1 transcription fac-
tor-dependent IFN-� production by CD8� T cells plays a crucial
role in eosinophil migration in this model of allergic inflammation

FIGURE 4. NFAT is able to transactivate IFN-�
promoter in the CD8� T cell line. CTLL-R8� cells
were left unstimulated (Unst) or were stimulated in
vitro as indicated: ionomycin (Iono; 5 �M), PMA (10
nM), or CsA (5 �M). CsA was added 15 min before
the other treatments. A, Detection of NFAT1 transcrip-
tion factor in CTLL-R8� cells by Western blot anal-
ysis 15 min after stimulation. NFAT1, dephosphory-
lated NFAT1; NFAT1-P, phosphorylated NFAT1. B,
Schematic view of the plasmid constructs used in the
transactivation assay. Different IFN-�-promoter con-
structs containing NFAT-binding sites were used:
pIFN-� �538 (proximal 538 bp of IFN-� promoter),
pIFN-� �108, pIFN-� �39, pIFN-� �538N160
(point mutation in the NFAT �160 site), pIFN-�
�538N280 (point mutation in the NFAT1 �280 site),
and pIFN-� �538N160/N280 (double mutation). El-
ement binding sites for the transcription factors
NFAT, AP-1, AP-2, and YY-1 are indicated. C–E,
CTLL-R8� cells were transfected with the indicated
IFN-�-promoter constructs and left unstimulated
(Unst) or stimulated in vitro for 16 h as indicated.
Then luciferase activity (Luc) was measured, and gene
reporter activity was expressed as relative light units
(RLUs). All results are representative of at least two
independent experiments.
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and may be important to control Th immune responses and allergic
diseases in vivo.

Discussion
In this study, we have demonstrated that IFN-� production by CD8�

T cells during the primary response is dependent on NFAT1 tran-
scription factor. Little is known about the molecular mechanisms that
regulate IFN-� production in CD8� T cells. T-bet, the master switch
of the Th1 response, is a key regulator of IFN-� expression in CD4�

T cells (19). Nonetheless, it is noteworthy that T-bet expression is
induced through the IFN-� signaling pathway, and thus its effects are
dependent on an initial source of this cytokine (10, 20). Pearce et al.
(37) have shown that the transcription factor Eomes, a T-bet paral-
ogue, controls effector functions of CD8� T cells, including IFN-�

production. However, this transcription factor is highly induced in
activated CD8� T lymphocytes, but moderately detectable in naive
CD8� T cells (37). Also, the regulatory mechanisms that dictate
Eomes gene expression in CD8� T lymphocytes are not completely
elucidated. In fact, Eomes expression was induced in CD8� T cells
early after TCR triggering (Fig. 5D), but this does not seem to explain
the striking differences observed in IFN-� production by NFAT1�/�

and NFAT1�/� CD8� T lymphocytes.
By contrast, the NFAT family of transcription factors is largely

known to be activated soon after TCR stimulation. Within minutes
after Ca2� influx, NFAT translocates to the nucleus and binds to
regulatory sequences of the IFN-� promoter region, regulating its
expression (23, 27, 28). In this study we have shown that iono-
mycin-induced calcium influx was sufficient for IFN-� production

FIGURE 5. NFAT1 is crucial for IFN-� production
in CD8� T lymphocytes. A, CD3� T lymphocytes were
purified from naive NFAT1�/� and NFAT1�/� mice as
described and were stimulated in vitro with anti-CD3 (1
�g/ml). After stimulation, CD4� and CD8� T cells
were analyzed for intracellular IFN-� production at 72 h
as described. B–D, CD8� T lymphocytes were purified
as described from naive NFAT1�/� and NFAT1�/�

mice and were stimulated in vitro with anti-CD3 (1 �g/
ml). B, Cell-free supernatants of stimulated cells were
assessed for IFN-� by ELISA at the indicated time
points. C, Cells were transduced with either pLIRES-
EGFP-empty or -NFAT1 vector after 24 h of stimula-
tion. Then, EGFP� cells were analyzed by flow cytom-
etry for intracellular IFN-� production at 96 h as
described. D, Eomes gene expression was analyzed by
semiquantitative RT-PCR at the indicated time points.
RNA loading was estimated by measuring the intensity
of the GAPDH housekeeping gene. All results are from
a pool of three mice and are representative of at least
two independent experiments.

FIGURE 6. NFAT1-dependent IFN-� production by CD8� T lymphocytes controls eosinophilia in vivo. Naive animals (NFAT1�/�, NFAT1�/�, CD8��/�,
CD8��/�, IFN-��/�, and IFN-��/�) or CD8� T cell-depleted mice (NFAT1�/� plus anti-CD8) were s.c. sensitized with OVA (200 �g) emulsified in CFA in
a hind footpad as described. Fifteen days later, animals were intrathoracically challenged with PBS or OVA (12 �g) as indicated. After 24 h, the thoracic cavity
was assessed for differential leukocyte analysis. The total number of pleural eosinophils is shown in control (PBS) and treated (OVA) groups. Data are expressed
as the mean � SEM of values from five mice and are representative of two independent experiments. �, Significantly different from wild-type, OVA-challenged
mice (p � 0.05); �, significantly different from non-CD8� T cell-depleted, wild-type, OVA-challenged mice (p � 0.05).
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in naive CD8� T lymphocytes. In fact, the three NFAT-binding
sites identified in the proximal regulatory region of the IFN-� pro-
moter are required for maximum inducibility of this gene in Jurkat
T cells and primary murine splenocytes (27, 28). Consistently,
CD4� T lymphocytes lacking NFAT1 display a substantial defect
in IFN-� gene expression, independent of the down-regulatory ef-
fects of IL-4 and GATA-3 (33). It has also been proposed that
NFAT transcription factors may act as candidates to drive early
transcription of cytokine genes in T cells, because they can recruit
histone acetyltransferases and thus initiate localized histone mod-
ification in the IFN-� promoter region (40–42). Thus, TCR-in-
ducible transcription factors, such as NFAT1, may represent the
very first switch on IFN-� production in CD8� T cells.

The local cytokine microenvironment is fundamental to define the
Th1/Th2 balance that CD4� T cells may undergo during Ag recog-
nition (1, 2). The cytokine IFN-� induces IL-12 production by APCs
and also up-regulates the expression of IL-12R�2 on CD4� T cells
through the activation of T-bet (7–10). Both mechanisms are widely
known to promote/enhance CD4� Th1 differentiation (3). Myeloid
cells, such as dendritic cells and macrophages, represent an early
source of IFN-� and IL-12 in the innate arm of the immune system (3,
4). In fact, CD8a� dendritic cells are able to prime CD4� T lympho-
cytes toward the Th1 phenotype (43, 44). Furthermore, it has been
recently demonstrated that NK cells may also represent an initial
source of IFN-� during Th1 polarization of naive CD4� T cells (21).
Our data indicate that upon TCR stimulation of primary T cells,
CD8�, but not CD4�, T lymphocytes, are excellent producers of
IFN-�, which is crucial to enhance CD4� Th1 differentiation (Fig. 1).
We thus suggest that CD8� T cells also function as another source of
IFN-� that may reinforce and amplify an adaptive Th1-specific re-
sponse. In accordance, it has been argued that the IFN-� secreted by
CD8� T cells acts directly on CD4� Th1 priming and also stimulates
APCs to secrete IL-12 (22). In that work, in vivo injections of anti-
CD3 in various MHC gene knockout mice have clearly demonstrated
that IFN-� is rapidly produced by a distinct population of CD8� T
cells and polarizes CD4� T cells toward the Th1 phenotype (22). It
has also been shown that the presence of IFN-� during the early phase
of CD4� Th priming is essential for Th1 phenotype stabilization,
because CD4� T cells lacking the IFN-� gene or its receptor do not
mount an efficient Th1 response and retain the capacity to produce
IL-4 (6). We thus suggest that CD8� T lymphocytes represent an
early source of NFAT1-dependent IFN-� production during the initial
adaptive response, which may account for the consolidation of Th1
immunity.

Altering the cytokine-producing profile of Th cells by inducing Th1
responses has been proposed to be protective against Th2-related dis-

orders, such as allergy (11–13). Our findings show that IFN-� and
also CD8� T cells are regulators of eosinophil recruitment and Th
immune responses in vivo. Because the IFN-� produced by CD8� T
lymphocytes was highly dependent on NFAT1, we suggest that mice
lacking this transcription factor could not counteract a Th2 response
and presented overexpression of Th2 cytokines and eosinophilia in
vivo. Thus, the impaired NFAT1-dependent IFN-� production by
CD8� T cells could be an alternative explanation for the allergic
phenotype described in the NFAT1-deficient mice (36, 39). However,
we cannot rule out the hypothesis that NFAT1�/� mice present a
Th2-biased phenotype in consequence of an intrinsic defect of CD4�

T cells to silence IL-4. This hypothesis could explain the low levels of
IL-4 production observed in CD8� T cell-depleted mice and the only
moderate increase in CD8�- and IFN-�-deficient mice, rather than the
profound increase in IL-4 levels observed in NFAT1�/� mice
(Fig. 7).

In vivo studies of airway allergic inflammation have demon-
strated that IFN-�, CD8� T cells, and also CD4� Th1 cells are
able to regulate Ag-induced eosinophil infiltration by inhibiting
Th2 responses (11–15). Interestingly, T-bet-deficient mice had im-
paired IFN-� production and also developed spontaneous airway
hyper-responsiveness similar to asthma patients, who revealed de-
ficient T-bet expression of the lungs and significantly lower IFN-�
secretion by PBMC compared with healthy individuals (45, 46). In
accordance, it has been recently shown in a model of Leishmania
major infection that the IFN-� produced by CD8� T cells directly
promotes Th1 differentiation and down-regulates initial Th2 im-
mune responses (47). Although depletion of CD8� T lymphocytes
in NFAT1�/� mice induced eosinophil infiltration in our model of
allergic inflammation (Fig. 6), we cannot exclude the involvement
of other cell types in this phenomenon. In addition to CD8� T
cells, in vivo treatment with anti-CD8 Ab could deplete CD8a�

dendritic cells, which have been implicated in Th1 differentiation
as well (43, 44). Thus, it is still possible that the absence of both
CD8� T cells and CD8a� dendritic cells might explain the en-
hanced allergic inflammation observed in CD8-depleted
NFAT1�/� mice. Nevertheless, conflicting results have been doc-
umented regarding the protective action of CD8� T and CD4�

Th1 cells against allergic diseases (48–50).
The suppressive effects of IFN-� on allergic inflammation may

be explained by several mechanisms. It is most likely that IFN-�
directly induces the differentiation of naive T cells toward the Th1
phenotype and/or represses Th2 cell recruitment/differentiation
rather than acting on eosinophils itself (4–6). It is also possible
that IFN-� suppresses the release of Th2 cytokines from activated
T cells (51, 52) and thus inhibits the following Th2-dependent

FIGURE 7. IFN-� production by CD8� T cells reg-
ulates the cytokine profile in vivo. Naive animals were
treated as described in Fig. 6. One day after challenge,
the draining lymph nodes (popliteal and inguinal) of the
indicated animals were stimulated in vitro for 48 h with
anti-CD3 (1 �g/ml). Then cell-free supernatants were
assessed for IFN-� and IL-4 by ELISA. Data are ex-
pressed as the mean � SEM values from five mice and
are representative of two independent experiments. �,
Significantly different from wild-type, OVA-challenged
mice (p � 0.05); �, significantly different from non-
CD8� T cell-depleted, wild-type, OVA-challenged mice
(p � 0.05).
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eosinophil recruitment (11, 38). However, other reports have
shown inhibitory properties of IFN-� directly on eosinophil infil-
tration into inflammatory tissues (53, 54). Our results support the
idea that NFAT1 plays a positive regulatory role in IFN-� produc-
tion by CD8� T cells and may control allergic inflammation in
vivo. In contrast, a recent report have shown that inhibition of all
NFAT family members in T cells prevents allergic pulmonary in-
flammation, early eosinophil recruitment to the lungs, and Th2
response development (55). These results support the idea that
different NFAT members may play specific roles during immune
responses in vivo, because this family consists of five proteins with
distinct properties in the regulation of cytokine genes.

In conclusion, we demonstrate in this study that IFN-� produc-
tion by naive CD8� T cells during primary stimulation is highly
dependent on NFAT1 transcription factor. We also indicate that
CD8� T cells and IFN-� are essential to control allergic inflam-
mation. Finally, we suggest that NFAT1 protein plays a positive
regulatory role on IFN-� production in CD8� T cells, which is
central to the generation of Th1 immune responses in vivo.
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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