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RESUMO 

Qa-2 e Qa-1 são moléculas murinas não-clássicas do MHC de classe I e são os homólogos 
funcionais do HLA-G e HLA-E, respectivamente. Essas moléculas estão envolvidas na modulação do 
sistema imune através da inibição da ação de células T CD8+ e células NK pela interação com receptores 
de inibição. Outra molécula não-clássica do MHC de classe I, a molécula Qa10 é característica do fígado 
e pode ser encontrada em altas concentrações na circulação. O Aire (autoimmune regulator) é o 
regulador transcricional responsável pela expressão de milhares de antígenos tecido-específicos da 
medula tímica promovendo o fenômeno de expressão gênica promíscua durante o processo de seleção 
negativa de timócitos. Falhas na expressão do Aire estão relacionadas com a ocorrência de graves 
manifestações autoimunes. Com o objetivo de caracterizar a expressão de genes envolvidos na 
modulação das respostas imunes, o presente estudo avaliou a expressão gênica de H2-Q7(Qa-2), H2-
T23(Qa-1), H2-Q10(Qa10) e Aire durante o desenvolvimento fetal e pós-natal do timo, de órgãos 
linfóides periféricos e de sítios imunologicamente privilegiados em animais das linhagens C57BL/6 e 
BALB/c. Foram obtidas amostras de RNA dos órgãos durante o período fetal (E13.5 a E20.5) e pós-natal 
(1, 5, 10, 15, 45 e 60 dias). A quantificação da expressão gênica foi realizada pela técnica de PCR em 
tempo-real e os resultados expressos em escala de quantificação relativa (QR) calculados através do 
método 2-ΔΔCt. No timo, transcritos para o gene H2-Q7 foram detectados em níveis elevados ao longo de 
todo o desenvolvimento, com níveis aumentados na fase adulta (P<0,001). No período fetal, H2-Q7 foi 
mais expresso em timo fetais com E20.5 dias (P<0,05), período de ocorrência dos processos de seleção 
tímica. Os perfis de expressão de H2-Q7 no timo, e em órgãos linfóides periféricos, mostraram padrões 
distintos, caracterizado pelo aumento gradativo nos níveis de transcritos de acordo com o avanço da 
idade do animal. O perfil de expressão de H2-T23 se manteve sem grandes variações ao longo da 
ontogenia do timo. Fígado e intestino, respectivamente, foram os órgãos que expressaram os níveis 
mais elevados de H2-T23 com tendência ao aumento de acordo com a idade (p<0,001). O gene H2-Q10 
foi expresso preferencialmente pelo fígado em níveis 5 vezes mais  elevados  na fase adulta. A análise do 
perfil de expressão de Aire no timo mostrou que o pico de expressão desse gene ocorreu por volta do 
dia E16.5 em animais C57BL/6, e dia E18.5 em BALB/c (P<0,001). Em ambas as linhagens, a expressão de 
Aire foi detectada, em níveis diminuídos, durante a fase adulta do timo e, ainda, em órgãos linfóides 
periféricos em diferentes idades. Na placenta, de maneira geral, os níveis de mRNA de todos os genes 
diminuíram com o avanço da gestação. No cérebro não detectamos níveis consideráveis de genes de 
classe Ib. De maneira geral, as linhagens C57BL/6 e BALB/c apresentaram perfis de expressão gênica 
semelhantes, entretanto, com níveis de transcritos diferentes, variando de acordo com a fase de 
desenvolvimento de cada órgão. Esses resultados sugerem que genes não-clássicos do MHC começam a 
ser expressos cedo durante a ontogenia dos órgãos linfóides e os seus níveis variam de acordo com a 
idade do animal, podendo estar relacionados com a manutenção dos mecanismos atuantes na 
manutenção da tolerância imunológica.  

 

Palavras chaves: Tolerância imunológica, Qa-2/Qa-1, Aire, Ontogenia, órgãos linfóides 

 



ABSTRACT  

 
Qa-2 and Qa-1 are murine non-classical MHC class I molecules and their human functional homologues 
are HLA-G and HLA-E, respectively. These molecules are involved on the modulation of immune 
responses by interacting with of T CD8+ and NK cell inhibitory receptors. Another non-classical MHC class 
I molecule, Qa10 is liver-specific and can be found at high concentrations in the serum. The gene Aire 
(autoimmune regulator gene) is the transcriptional regulator responsible for the expression of 
thousands of tissue-related antigens in thymic medulla through the phenomenon of promiscuous gene 
expression during negative selection. Failures in the expression of Aire are related to severe 
autoimmune manifestations. Aiming to characterize the expression of genes involved on the modulation 
of immune responses, in this study we evaluated the gene expression of H2-Q7(Qa-2), H2-T23(Qa-1), 
H2-Q10(Qa10) e Aire during fetal  and postnatal development of thymus, peripheral lymphoid organs 
and immunologically privileged sites.  RNA samples were obtained from the organs during fetal (E13.5 to 
E20.5) and postnatal (1, 5, 10, 15, 45 and 60 days) from mice of two different strains, C57BL/6 and 
BALB/c. Quantification of gene expression was performed by real-time PCR and the results expressed by 
relative quantification (RQ) calculated using the 2-ΔΔCt method. In the thymus, transcripts for H2-Q7 were 
detected at high levels throughout the organ development, with increased levels in adult mice (P 
<0.001). In the fetal period, H2-Q7 expression was increased in fetal thymus with E20.5 days (P <0.05). 
The expression profiles of H2-Q7 in thymus and peripheral lymphoid organs showed distinct patterns, 
characterized by a gradual increase in levels of transcripts according to the age of the animal. The 
expression profile of H2-T23 remained without major changes during ontogeny of the thymus. Liver and 
gut, respectively, showed the highest levels for H2-T23 expression with a tendency to increase according 
to age. The gene H2-Q10 was expressed preferentially by the liver at levels five times higher in adult 
mice. The analysis of the expression profiles of Aire in the thymus showed that the highest expression 
occurred around E16.5 days in C57BL/6 and day E18.5 in BALB/c mice (P<0.001). In both strains, the 
expression of Aire was detected at reduced levels in adult thymus, and also in peripheral lymphoid 
organs at different ages. In placenta, in general, the mRNA levels of all genes decreased with advancing 
gestation. In the brain did not detect significant levels of class Ib genes. In general, C57BL/6 and BALB/c 
mice showed similar profiles of gene expression, however, exhibiting transcriptional levels varying 
according to the stage of development of each organ. These results suggest that non-classical MHC class 
I genes begin to be expressed early during the ontogeny of lymphoid organs and their levels vary with 
the age of the animal, findings that may be related to the mechanisms for maintenance of 
immunological tolerance 
 
Keywords: Immune tolerance, Qa-2/Qa-1, Aire, lymphoid organs ontogeny 
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O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC – do inglês, major 

histocompatibility complex) foi inicialmente descrito durante a década de 40 através da 

observação dos processos de rejeição/aceitação de transplantes de tecidos entre 

camundongos alogênicos ou singênicos, respectivamente [1]. Essa região, localizada no 

cromossomo 17 em camundongos, foi primeiramente denominada de Antígeno II e, 

posteriormente, de região de Histocompatibilidade-2 (H-2) [2]. Em humanos, a região 

equivalente a H-2 dos camundongos localiza-se no braço curto do cromossomo 6, sendo 

denominada Antígeno Leucocitário Humano (HLA – human histocompatibility leukocyte 

antigen) [3, 4]
.  

Os genes do MHC foram definidos originalmente com base no mapeamento dos loci 

que continham os principais genes determinantes da rejeição contra enxertos, sendo 

reconhecidos os genes de classe I e classe II, respectivamente, codificando proteínas 

homólogas, mas estruturalmente diferentes [5, 6], Figura 1. A região de classe II possui genes 

que codificam as moléculas de classe II, expressas normalmente em células apresentadoras 

de antígenos, tais como monócitos, macrófagos, células dendríticas, células de Langerhans e 

linfócitos B. Essas moléculas estão envolvidas na apresentação de peptídeos de origem 

extracelular para os linfócitos T CD4+ [11, 12].  

Ao contrário da região de classe II, a região de classe III não possui um extenso 

polimorfismo; seus genes estão relacionados à codificação de componentes do 

complemento, tais como C2, C4 e Fator B, dois membros de 70 kDa da família das proteínas 

do choque térmico (heat-shock protein -hsp70) e citocinas como o Fator de Necrose Tumoral 

(TNF), linfotoxina-α (LT-α) e linfotoxina-β (LT-β) [13] 

A região de classe Ia do MHC humano codifica as moléculas expressas praticamente 

em todas as células nucleadas em níveis variáveis de expressão e fazem apresentação de 

antígenos intracelulares aos linfócitos T citotóxicos (TCD8+) [6, 7].  

Em humanos, os loci de classe I conhecidos como não-clássicos (classe Ib), são 

constituídos pelos genes HLA-E, HLA-F e HLA-G [8]. Esses genes são bem menos polimórficos 

do que os genes HLA de classe I clássicos (HLA-A, HLA-B e HLA-C) e codificam as moléculas 

com distribuição tecidual restrita. Além disso, as moléculas de classe Ib não possuem função 

de apresentação de antígenos. Seu papel vem sendo associado com a regulação da resposta 

imune [10].  



 

 

Introdução 

 

3 
 

 

Figura 1. Mapa do MHC humano. A organização das regiões de classe I, II e III é mostrada com 

aproximações de distâncias gênicas dadas em milhares de pares de bases (Kb) [121]. 

 

1.1. ANTÍGENO LEUCOCITÁRIO HUMANO - G 

 

O HLA-G é uma glicoproteína codificada pelo complexo principal de 

histocompatibilidade humano (MHC) de classe Ib [14, 15]. O gene foi primeiramente 

identificado em 1987 [16], porém o seu reconhecimento só ocorreu em 1990 [17].  

O gene HLA-G está localizado em posição telomérica ao HLA-A e sua estrutura 

gênica é idêntica aos HLAs de classe I clássicos, os quais são compostos de oito éxons, sete 

íntrons e uma região não traduzida 3’ (3’-UTR,3’- untranslated) [15]. Além de sua restrita 

expressão, a molécula HLA-G se distingue das moléculas clássicas Ia por seu limitado 

polimorfismo; cerca de 44 alelos, sendo que dois deles foram recentemente descritos pelo 

nosso grupo de pesquisa [18, 19]. Esses alelos dão origem a múltiplas isoformas através da 

edição alternativa a partir de um único transcrito primário do mRNA (RNA mensageiro), 

gerando 4 proteínas de membrana (HLA-G1, -G2, -G3 e -G4) e 3 proteínas solúveis (HLA-G5, -

G6 e -G7) [20, 21, 22], Figura 2. 

O nível de expressão de HLA-G pode variar segundo os sítios polimórficos descritos 

para esse loco, de forma geral, a expressão de moléculas de HLA-G é observada de maneira 

constitutiva em subpopulações de células do citotrofoblasto, em tecidos coriônicos e na 
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córnea [25, 26, 27, 28], em células tímicas [29,49], em precursores eritróides e endoteliais [30], no 

compartimento endócrino do pâncreas humano [31] e em células-tronco mesenquimais (MSC 

– mesenchymal stem cell) do fígado fetal e da medula óssea [32]. A expressão do HLA-G pode 

ser induzida por certo número de citocinas e hormônios produzidos durante a gravidez ou 

presentes no microambiente inflamatório (como: GM-CSF [33], IL-10 [34], IFN [35], 

glicocorticóides [36, 37], progesterona [38], TNF [39]).  

Essa expressão pode ainda ser alterada sob algumas condições patológicas, tais 

como transplantes, doenças autoimunes, inflamatórias, câncer e infecções virais. A 

expressão de HLA-G por tecidos transplantados pode favorecer a sobrevivência do enxerto e 

a ausência de sua expressão está associada com maior agressividade de algumas doenças 

autoimunes e inflamatórias [15, 23].  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Características das proteínas HLA-G solúveis e de membrana geradas por edição 
alternativa do mRNA [24]. 

 
O HLA-G tem sido considerado “molécula HLA de tolerância”, inibindo as atividades 

citolíticas de células NK e de linfócitos T citotóxicos CD8+. Embora os mecanismos pelos quais 

HLA-G participa do controle da resposta imune não estejam totalmente elucidados, sabe-se 

que a ligação dessa molécula inibe a ação das células NK [40], o processo de adesão vascular 

transendotelial, além de inibir a ação de linfócitos TCD8+ antígeno-específicos, pela indução 

de apoptose [41]. Além disso, a ligação de HLA-G com receptores específicos pode levar a 
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inibição da proliferação de células TCD4+ [24], promover a polarização da resposta imune para 

um perfil Th2 (T-helper type 2) [42] e induzir células supressoras circulantes, caracterizadas 

fenotipicamente e funcionalmente como CD3+CD4low e CD3+CD8low [42, 43]. 

Essas células exercem sua função imunossupressora sobre outros linfócitos T 

através da produção de fatores solúveis como a IL-10 e TGF-β [44]. Além disso, 

aparentemente, a síntese de HLA-G5 por MSCs humanas promove tanto inibição das funções 

de células T e NK como a expansão de células T regulatórias de fenótipo CD4+ CD25high 

FOXP3+ [45]. 

As funções inibitórias realizadas pelo HLA-G ocorrem pela interação dessa molécula 

com pelo menos três receptores que possuem motivos intracelulares inibitórios (ITIM - 

immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) presentes nas superfícies de células 

imunocompetentes: ILT-2 (Ig-like transcript 2) em sub-populações de linfócitos T e células 

NK, monócitos/macrófagos, linfócitos B, células dendríticas; ILT-4 (Ig-like transcript 4) em 

monócitos/macrófagos, células dendríticas; e p49/KIR2DL4 ( killer immunoglobulin-like, 2 

domain long 4) em células NK e linfócitos T CD8+, sendo que KIR2DL4 é um receptor 

específico para HLA-G [46, 47, 48].  

No timo humano, foi demonstrado que o HLA-G1 é altamente expresso na 

membrana das células epiteliais tímicas medulares (mTECs – medullary thymic epithelial 

cells), em células estromais tímicas da junção córtico-medular e na região subcapsular do 

timo. Além disso, a isoforma solúvel HLA-G5 é altamente encontrada dentro do 

compartimento medular do timo [49]. Os processos de indução da tolerância central e seleção 

do repertório de timócitos ocorrem no timo e garantem a formação de linfócitos T 

funcionais restritos ao MHC-próprios e tolerantes às proteínas próprias [60]. 
 

1.2. ANTÍGENO LEUCOCITÁRIO HUMANO-E 

  

Diferentemente da molécula de HLA-G, a expressão e função de HLA-E em 

processos fisiológicos e patológicos permanecem pouco estabelecidos. HLA-E é expresso de 

forma constitutiva em linfócitos T e B, em células NK, células endoteliais, macrófagos e no 

timo [50, 55]. A expressão dessa molécula na membrana celular requer a disponibilidade de 

peptídeos conservados derivados da seqüência líder de algumas moléculas HLA de classe I, 
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incluindo, HLA-A, -B, -C e –G [51, 52, 53]. Ainda, HLA-E pode ser encontrado também na forma 

solúvel (sHLA-E) e sua expressão pode ser induzida por algumas citocinas, como INF-γ e IL-10 
[50, 54] 

HLA-E tem sido identificado como um ligante para os receptores CD94/NKG2A e 

CD94/NKG2C expressos em células NK e em células T CD8+ [51, 53, 56]. A interação do HLA-E 

com peptídeos de seqüências líderes, provenientes de moléculas clássicas de HLA de classe I, 

interagem com o receptor inibitório (CD94/NKG2A) presente na célula NK, resultando na 

inibição da lise mediada por essas células [51, 53, 55]. De forma semelhante, complexos 

formados pela ligação do HLA-E a peptídeos de seqüências líderes podem interagir 

diretamente com células TCD8+, fornecendo vias de proteção e regulação da função dessas 

células [55].   

A importância definitiva da molécula de HLA-E na regulação da resposta imune foi 

obtida através da construção de animais deficientes de Qa1, seu homólogo murino funcional 
[57]. Esses animais apresentaram defeitos na imunoregulação mediada por linfócitos TCD8+, 

levantando evidências acerca do envolvimento de células T CD8+ supressoras restritas à 

expressão de HLA-E/Qa-1 na modulação das respostas imunes [57, 58, 59]. 

1.3. O CORRESPONDENTE MURINO FUNCIONAL DO HLA-G E HLA-E 

 
Em murinos, duas moléculas são descritas como sendo os homólogos funcionais do 

HLA-G e HLA-E de humanos: Qa-2 e Qa-1, respectivamente. Semelhantemente aos humanos, 

Qa-2 e Qa-1 são moléculas de classe Ib do MHC que possuem pouco polimorfismo e 

expressão tecidual limitada [61, 62, 63].  São codificadas por genes localizados na sub-região H2-

Q e H2-T do complexo de histocompatibilidade-2 e possuem homologia estrutural em cerca 

de 80 a 85% com os correspondentes no humano [64, 65]. 

Sabe-se que o número de genes da classe I do MHC, sua organização, características 

estruturais, seus padrões e níveis de expressão, apesar de semelhantes, variam de espécie 

para espécie. Assim, tem-se observado uma extensa dificuldade no estabelecimento de 

relações ortólogas, ou seja, relações de ancestralidade gênica comum entre os genes de 

classe I isolados de diferentes organismos [65]. A dificuldade em se encontrar relações 
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ortólogas implica no estabelecimento de relações de homologia funcional como sendo o 

padrão na comparação gênica [64].  

Estima-se que 80% dos genes de camundongos possuem um ortólogo humano 

restrito, entretanto, aparentemente, ainda não se conhece nenhuma relação de ortologia 

entre os genes de classe I do MHC humano e murino [65, 66]. Desse modo, a procura por 

homólogos murinos funcionais de moléculas como o HLA-G e o HLA-E requer que os 

candidatos sejam suficientemente similares em estrutura, desempenhem funções 

semelhantes, e que possam mediar processos intra e intercelulares equivalentes [67]. 

1.3.1. GENES DE CLASSE I DO MHC MURINO 

 
O complexo murino H2 localiza-se no cromossomo 17 e cobre cerca de 4 Mpb 

(mega pares de bases). Esse complexo é tradicionalmente dividido em três regiões de acordo 

com seu conteúdo gênico, designado como classes I, II e III. No camundongo, os genes de 

classe I do MHC são divididos em 5 subregiões: K, D, Q, T e M, de acordo com as posições 

que ocupam no cromossomo 17. Os loci H2-K e D codificam as moléculas clássicas do MHC 

murino, já os loci H2-Q, -T e –M codificam moléculas não-clássicas. Esses genes, assim como 

nos humanos, são geralmente caracterizados por possuir padrão de expressão limitada a 

determinados tecidos, baixo polimorfismo e produtos com funções ainda pouco conhecidas 
[61, 65].  

A sub-região H2-Q localiza-se em posição telomérica aos genes de classe II e III do 

MHC murino. É composta por um grupo de dez genes Q1 a Q10, cuja expressão varia de 

acordo com as diferentes linhagens de camundongos [61]. Alguns estudos têm demonstrado 

que em camundongos da linhagem C57BL/6, os genes Q4, Q6, Q7, Q8, Q9, Q10 codificam 

proteínas que podem estar envolvidas na modulação das respostas imunes, na apresentação 

de antígenos e ativação de células T, além de possuírem funções no controle do crescimento 

e desenvolvimento fetal murino [61, 64, 68, 69, 70].  

Uma característica marcante dos genes de classe I da região Q está relacionada com 

o fato de que o elevado nível de polimorfismo, característico dos genes do MHC, não está 

localizado dentro de cada gene individualmente, mas sim, no número de genes que são 

encontrados nessa região [65]. 
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Os genes Q3, Q5, Q6, Q7, Q8 e Q9 são também conhecidos como gene da pré-

implantação e do desenvolvimento embrionário (Ped gene – preimplantation embrio 

development gene). Entretanto, ainda não se tem conhecimento acerca dos produtos 

protéicos dos genes Q3 e Q5. Por outro lado, os genes Q6, Q7, Q8 e Q9 são genes altamente 

homólogos, duplicados e codificam a proteína Qa-2 [61, 65] 

Qa-2 (ou Qa2) é uma proteína de 40 kDa encontrada tanto em sua forma associada 

à membrana quanto em sua forma solúvel secretada. Ambas as conformações carregam os 

domínios α1, α2 e α3 associados à cadeia β2-microglobulina [61]. Os domínios da cadeia 

pesada são codificados pelos quatro genes homólogos, Q6, Q7, Q8 e Q9, dispostos em 

tandem na região H2-Q. Esses genes são agrupados em pares gênicos de acordo com as suas 

similaridades na seqüência, em: par gênico H2-Q6/Q8 e par gênico H2-Q7/Q9. Existe cerca 

de 99% de similaridade nas seqüências de nucleotídeos entre os genes de cada par gênico e 

mais de 93% de similaridade entre os dois pares gênicos [71].  

Algumas evidências têm demonstrado que o par gênico H2-Q7/Q9 é responsável 

pela expressão da maioria das moléculas Qa-2 presentes na superfície de células 

imunocompetentes e células embrionárias. Além disso, o produto protéico codificado pelo 

par gênico H2-Q6/Q8 foi detectado somente em células transfectadas, se essa molécula é 

expressa in vivo, ocorre em níveis muito baixos para serem detectados [61, 72, 73]. Dessa forma, 

estudos que buscam o melhor entendimento acerca das funções da molécula Qa-2 utilizam 

como padrão o estudo de moléculas codificadas pelos genes H2-Q7/Q9 [61, 67, 71, 72, 75, 86]. No 

presente estudo, todas as citações, resultados e informações acerca do Qa-2 são referentes 

à molécula codificada pelo par gênico H2-Q7/Q9. 

   

1.3.2. Qa-2: O HOMÓLOGO MURINO FUNCIONAL DO HLA-G 

 

O Qa2 é apontado em vários estudos como sendo o homólogo funcional do HLA-G 

no camundongo [61, 67, 75, 76, 77]. A base para a classificação de Qa-2 e HLA-G como homólogos 

incluem as suas similaridades de seqüência e estrutura compartilhadas, bem como a sua 

homologia funcional [64]. Além disso, ambas as proteínas possuem papéis 

imunorregulatórios, estão envolvidos no desenvolvimento embrionário e são expressas em 

sítios imunologicamente privilegiados [61, 64, 75, 76, 77].  Tanto o HLA-G como o Qa-2 são 
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proteínas de classe Ib do MHC com estruturas extracelulares altamente homólogas e 

existentes em isoformas associadas à membrana e solúveis. Em ambas as proteínas, ocorre 

ausência da cauda citoplasmática, característica das moléculas de MHC de classe Ia [67, 78, 79, 

80].  

A molécula Qa-2 possui pouco polimorfismo estrutural, entretanto, os seus níveis 

de expressão variam de acordo com a linhagem murina em que ela é encontrada. Linhagens 

selvagens ou geradas por cruzamentos podem ser agrupadas de acordo com os níveis de 

expressão do Qa2 em high, medium, low e null, nos quais os níveis de expressão do Qa2 

refletem o número de genes que codificam a molécula [64]. Assim, camundongos C57BL/6 são 

Qa-2high já que possuem ambos os pares gênicos Q6/Q8 e Q7/Q9. Animais BALB/c são Qa-

2med, pois nesses animais ocorre a deleção dos genes Q8 e Q9. Os animais C3H são Qa-2null, 

devido a deleção dos genes Q6, Q7 e Q8 [61].  

Qa-2 foi descrito primeiramente em 1976, por Flaherty [81].  Essa molécula foi 

inicialmente detectada em células derivadas de tecidos linfóides como, timócitos, células T 

maduras, células B, células-tronco hematopoéticas, unidades formadoras de colônia de 

granulócitos-macrófagos, células-tronco embrionárias multi-potenciais, células dendríticas e 

células NK [61, 82, 83]. Além de sítios imunologicamente privilegiados como o trofoblasto da 

placenta, células embrionárias, testículos, na câmara anterior do olho e em folículos pilosos 
[64, 66, 73]. Em tecidos adultos, a expressão de Qa-2 é amplamente distribuída. Transcritos para 

as isoformas solúveis e de membrana são expressos ubiquamente, em baixos níveis, em 

todos os órgãos, com exceção do cérebro [73]. Esse padrão de expressão, incomum para 

moléculas de classe Ib, está correlacionado com a capacidade dessa molécula em suportar a 

formação de estrutura convencional de moléculas de classe Ia [64]. Entretanto, em condições 

normais a concentração de Qa-2 é baixa, variando de 10 a 60 ηg/mL e aumentando de 

acordo com a estimulação do sistema imunológico [61]. 

 Qa-2 está presente em várias células de interesse imunológico, como APCs 

(antigen-presenting cells - células apresentadoras de antígenos) capazes de induzir respostas 

alogênicas anti-Qa2; em células implicadas com a imunidade de mucosas (células intestinais 

e em hepatócitos); em células epiteliais tímicas essenciais para a seleção positiva e negativa 

de células T e em timócitos em desenvolvimento [64]. As células T expressam Qa-2 de forma 
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mais abundante do que quaisquer outras células no organismo e têm sido usadas 

largamente em estudos que procuram definir o papel de Qa-2 na resposta imune [64, 84]. 

Durante o desenvolvimento, Qa-2 é expresso por zigotos e no embrião em fase de 

pré-implantação. Nesse contexto o gene H2-Q7/Q9 também é chamado de Ped gene (Gene 

da preimplantação e desenvolvimento embrionário). A expressão desse gene proporciona o 

aumento da taxa de implantação e clivagem embrionária, maior sobrevida do feto, 

gestações mais bem sucedidas, além de influenciar no tamanho e peso do animal durante a 

fase de lactação [72]. De forma semelhante, assim como no humano, a expressão do Qa-2 

parece ser um pré-requisito para o estabelecimento de uma gestação de sucesso, 

protegendo o feto das ações citolíticas de células NK maternas [67, 85]. 

Tanto Qa-2 quanto HLA-G produzem isoformas solúveis a partir da edição 

alternativa do RNA primário. A molécula Qa-2 possui duas isoformas solúveis conhecidas, a 

S1Qa-2 correspondente estruturalmente ao HLA-G5 e S2Qa-2 que não possui o domínio α3, 

correspondendo à molécula solúvel de HLA-G4. A isoforma de membrana do Qa-2 é 

estruturalmente homóloga à isoforma HLA-G1, entretanto, Qa-2 é ancorada na membrana 

por uma molécula de GPI (Glicosilfosfatidilinositol) [67], Figura 3.  

 

 

 

Figura 3. Isoformas de Membrana e solúveis do HLA-G e do seu homólogo murino Qa-2. A isoforma 

S1Qa-2 é estruturalmente similar ao HLA-G5 solúvel, enquanto que S2Qa-2 corresponde ao HLA-G4 
[67].  
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As principais funções da molécula Qa-2 estão relacionadas aos processos de 

ativação e proliferação de células T. Qa-2 possui a capacidade de se ligar a repertórios de 

peptídeos nonaméricos derivados de processos intracelulares. O mesmo acontece com a 

molécula Qa10 e com o HLA-G. Porém, diferentemente dessas moléculas, a expressão de 

Qa-2 por APCs, aparentemente, pode desencadear respostas imunes mediadas por linfócitos 

T CD8+ [61, 64, 70]. 

 Qa-2 tem importante função no controle do crescimento e do desenvolvimento 

fetal murino, regulando a taxa de divisão celular durante a fase de pré-implantação do 

embrião. Possivelmente, Qa-2 está relacionado com a proteção do feto pela inibição da lise 

mediada por células NK maternas [65, 68, 75, 76]. Quanto as suas propriedades 

imunomodulatórias, Qa-2 atua na regulação das respostas de células NK através da inibição 

das funções dessas células por interação com receptores ainda não identificados [65, 66, 71]. 

Qa-2 pode atuar como elemento de restrição para linfócitos T CD8+, promovendo lise de 

células tumorais que o expressem na membrana [84]
.  

Recentemente, foi mostrado que baixos níveis de Qa-2 estão relacionados com 

maiores índices de rejeição aguda a aloenxertos, indicando que essa molécula é um 

potencial marcador preditivo de eventos de rejeição aguda a transplantes [86]. Qa-2 é 

requerido durante a seleção de células T CD8αα/TCRαβ intraepiteliais e está envolvido na 

regulação dessas células para a manutenção da integridade intestinal [87].  

No timo, Qa-2 é expresso constitutivamente e é considerado um marcador de 

timócitos medulares nos estágios finais de desenvolvimento [64, 74, 88, 89]. Na medula tímica, as 

populações de timócitos que expressam altos níveis de Qa-2 constituem cerca de 5 a 6% dos 

timócitos SP (simples positivos) CD4+CD8- ou CD4-CD8+. Entretanto, Qa-2 também é 

encontrado em subpopulações de timócitos imaturos DN (duplo negativos) CD4-CD8- [64]. 

Esse padrão de distribuição seletiva do Qa-2 tem sido utilizado como um critério de 

identificação de subpopulações de timócitos amadurecidos e funcionalmente competentes 
[64].  

Os timócitos medulares TCRαβ CD4+ (SP) podem ser divididos em seis diferentes 

subgrupos baseados na expressão diferencial de alguns marcadores de superfície: (1) 

6C10+CD69+, (2) 6C10-CD69+, (3) 6C10-CD69-3G11+Qa-2-, (4) 6C10-CD69-3G11+Qa-2+, (5) 

6C10-CD69-3G11-Qa-2-, (6) 6C10-CD69-3G11-Qa-2+. Nos quais, 6C10 é expresso na passagem 
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do estágio DN para DP, e CD69 e 3G11, na passagem do estágio DP para SP [87, 89]. Os 

diferentes subgrupos refletem as vias de amadurecimento que os timócitos TCRαβ CD4+CD8- 

(SP) seguem até o seu completo amadurecimento em linfócitos TCRαβ CD4+ funcionais [87, 89].  

De maneira semelhante, timócitos medulares TCRαβ CD8+ SP formam uma 

população fenotipicamente e funcionalmente heterogênea dentro da medula tímica. 

Durante os 15 dias em que essas células residem na medula, elas são submetidas a 

modulações fenotípicas e funcionais. De acordo com o fenótipo apresentado, os timócitos 

TCRαβ CD8+ SP podem ser agrupadas em seis diferentes subpopulações baseadas no ganho e 

na perda da expressão de alguns marcadores de superfície [88]. De forma geral, a aquisição 

do amadurecimento fenotípico e funcional, provavelmente, segue o seguinte padrão:  

 

                    

Aparentemente, os timócitos medulares CD8+ SP que expressam Qa-2 na 

membrana, representam a população de células fenotipicamente e funcionalmente mais 

amadurecida, já que a aquisição da atividade proteolítica da granzima A e a resistência à 

morte celular induzida por cortisona, só ocorre nas subpopulações de timócitos em que o 

Qa-2 é observado [88].  

De forma geral, o amadurecimento funcional dos timócitos SP CD4+ e CD8+ é 

acompanhado pela perda na expressão de CD69, um marcador de ativação expresso de 

forma transiente durante a passagem do estágio de DP (duplo positivo) para SP, e a 

aquisição na expressão de Qa-2. Acredita-se, portanto, que o ganho na expressão do Qa-2 é 



 

 

Introdução 

 

13 
 

necessário para a migração dessas células para a periferia e para os processos de 

proliferação, produção de citocinas e atividade citolítica [74, 88, 89]. 

 

1.3.3. O GENE H2-Q10  

 

Outro gene não–clássico do MHC de classe I localizado dentro da sub-região H2-Q e 

com possível envolvimento na modulação do sistema imune é o H2-Q10. Este gene se 

encontra na porção mais distal da sub-região Q do complexo H-2 murino e possui homologia 

de cerca de mais de 80% com as moléculas clássicas H2-K, H2-D e L. H2-Q10 possui duas 

características marcantes dos genes de classe Ib: é um gene altamente conservado, com 

cerca de mais de 99,4% de homologia entre os diferentes alelos e possui uma expressão 

tecidual distinta, aparentemente, restrita a células do fígado [90]. 

H2-Q10 codifica a molécula Qa10. Essa molécula se encontra associada a β2-

microglobulina e possui cerca de 38-40 kDa. Qa10 foi a primeira molécula não-clássica do 

MHC de classe I a ser detectada como isoforma solúvel presente na circulação.  Ela é 

altamente detectável no soro sob a forma de complexos multivalentes de alto peso 

molecular, cerca de 200-300 kDa, e em concentrações que variam de 20 a 60 μg/mL, 

dependendo da linhagem do animal [90, 91]. Em algumas linhagens, como em BALB/c, os níveis 

são maiores em machos do que em fêmeas. Esses níveis aumentam com o ganho de idade 

pelo animal, diminuem durante a gestação e não se alteram frente à estimulação antigênica 
[91].  

A propriedade de Qa10 em ser secretada, ao invés de estar associada à membrana, 

se deve à porção C-terminal particular dessa molécula, resultante da deleção de 13 bases 

nucleotídicas e de múltiplas substituições de nucleotídeos no éxon 5. Essas alterações dão 

origem a um códon de terminação prematuro, que nessa molécula é 47 aminoácidos mais 

curto do que outras moléculas clássicas do MHC de classe I [91]. 

Qa10 é sintetizado em níveis elevados pelas células parenquimatosas do fígado, 

embora tenham sido encontrados traços de expressão nos rins e no estômago [92].  Qa10 

possui motivos de ligação típicos de moléculas clássicas do MHC de classe I e se associa a 

peptídeos que se ligam comumente a essas moléculas, sendo facilmente reconhecidas por 

um variado número de células T CD8+. Muitos dos ligantes de Qa10 são octâmeros derivados 
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do processamento de proteínas intracelulares como, subunidades do proteassoma, 

riboforina, citocromo c oxidase e peptídeos provenientes do TCR Vβ [90]. 

As suas funções ainda não estão bem estabelecidas. Entretanto, tem-se sugerido 

que essa molécula poderia estar envolvida em eventos de tolerância imunológica, podendo 

estar envolvida na melhor aceitação de aloenxertos hepáticos. [91]. 

Tem sido relatado que em algumas espécies de animais, o transplante de fígado é 

muito mais tolerizável do que o de outros órgãos, como pele, coração e rins. 

Aparentemente, esse estado de tolerância é acompanhado pela deleção ou inativação 

funcional de células T CD8+ antígeno-específicas após ligação-cruzada com moléculas de 

classe I do MHC presentes no aloenxerto. É possível que a presença de Qa10 na circulação e 

em células do aloenxerto sirva como um indutor de tolerância e também possa estar 

envolvido com a relativa ausência de imunogenicidade a transplantes hepáticos [93]. 

 

1.3.4. Qa-1: HOMÓLOGO MURINO FUNCIONAL DO HLA-E 

 

Assim como o Qa-2, a molécula Qa-1 é uma molécula não-clássica do MHC de classe 

I [94, 95]. Qa-1 é codificado pelo gene H2-T23, localizado na região T do complexo H2 murino e 

tem sido considerado um dos genes de classe Ib do MHC menos polimórfico [95]. Análises 

iniciais do polimorfismo de Qa-1 têm reconhecido que as variações identificadas não são 

relativas a verdadeiros alelos genéticos, mas sim, a pseudoalelos que surgiram por eventos 

de duplicação de blocos genéticos na região H2-T murina [95]. Somente quatro alelos têm 

sido identificados em termos moleculares e sorológicos e, apesar das fortes similaridades de 

seqüência entre todas as moléculas Qa-1, é sugerido a classificação dessas moléculas em 

duas famílias: Qa-1a- like e Qa-1b- like [95]. 

As moléculas Qa-1b-like sao codificadas por alelos do lócus H2-T23 e correspondem 

a 75 % de todas as moléculas Qa-1 encontradas em camundongos.  Moléculas Qa-1a-like são 

codificadas por alelos do locus H2-Q1. As diferenças estruturais entre as moléculas das 

famílias Qa-1a- like e Qa-1b- like giram em torno de 5 a 8% em termos de seqüências de 

aminoácidos, enquanto que os membros dentro da mesma família diferem em menos de 

2,0% [95]. Embora H2-T23 seja conhecido por codificar a maioria das proteínas Qa-1, os 

outros alelos e moléculas Qa-1a ainda não foram completamente caracterizados [95]. 
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Vários estudos apontam o Qa-1 como sendo o homólogo murino funcional do HLA-E 
[59, 94, 95, 96, 97, 98, 99]. Qa-1 é uma glicoproteína de membrana com 48 kDa e é expressa em 

associação com a molécula da β2-microglobulina. Embora o mRNA de Qa-1 possa ser 

detectado ubiquamente em vários tecidos, a expressão da proteína é consideravelmente 

mais restrita e limitada a células hematopoéticas ativadas como, células T, células 

dendríticas, macrófagos e células B [94].  Assim como o HLA-E, o Qa-1 interage com peptídeos 

compostos de 9 aminoácidos derivados das sequências sinais de moléculas clássicas do MHC, 

denominado de Qdm, ou determinante modificador de Qa-1 [94]. 

As principais funções do Qa-1 estão relacionadas com apresentação de um 

repertório limitado de peptídeos a diferentes tipos de células TCRαβ/γδ CD8+, NK-T e células 

NK.   Qa-1 pode apresentar antígenos endógenos ou exógenos gerados por vias que podem 

ser dependentes ou independentes de TAP (transporter associated with antigen processing – 

transportador associado ao processamento antigênico) [94]. Os principais peptídeos relatados 

como ligantes para Qa-1 incluem o Qdm, hsp60 de Mycobacterium bovis, sequências líderes 

da insulina, Salmonella GroEL e peptídeos derivados do TCRVβ [94, 95, 97]. A apresentação de 

antígenos pelo Qa-1 pode estimular a produção de citocinas envolvidas diretamente na 

resposta inata e direcionar a resposta imune a determinados tipos de patógenos [95]. 

Qa-1 está intimamente envolvido com a inibição das ações citolíticas de células NK e 

células TCD8+ através da ligação com receptores de lectina do tipo C, como CD94/NKG2 

presente em células NK, NK-T e em células TCD8+. Essas interações são peptídeo-

dependentes e necessitam da associação do Qa-1 com o Qdm. O resultado da ligação de Qa-

1 com receptores CD94/NKG2 pode ser a geração de sinais estimulatórios ou inibitórios, 

dependendo do membro da família NKG2 que é envolvida [94, 98]. De forma geral, a ligação do 

Qa-1 com CD94/NKG2A ou B resulta em sinais inibitórios que podem cessar a atividade de 

células NK ou células TCD8+. Já o envolvimento de CD94/NKG2C, E ou H pode gerar sinais 

estimulatórios que aumentam a atividade citotóxica dessas células. A interação do Qa-

1/Qdm com os receptores NKG2 é um processo dinâmico e NKG2A exerce efeito inibitório 

dominante [94]. 

Qa-1 está envolvido na regulação das respostas imunes e na autoimunidade através 

da modulação da ação de células T CD4+ autorreativas e de células B por mecanismos de 

supressão mediados por células TCD8+ regulatórias (Tregs CD8+). Evidências têm mostrado 
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que as células Tregs CD8+ suprimem a resposta de células T CD4+ e células B ativadas através 

da interação dependente da expressão de Qa-1 nessas células [59, 94, 96, 97,98]. A presença de 

Qa-1 é essencial para função imunossupressora de células Tregs CD8+ pois é através do 

reconhecimento do antígeno apresentado via Qa-1 nas células-alvo que as células Tregs 

CD8+ desempenham a sua função [59, 94].  Essas células, após reconhecimento de antígenos 

derivados do TCRvβ de clones de células T CD4+ autorreativas, apresentado via Qa-1, são 

estimuladas a realizar lise dependente de perforina e a produzir citocinas 

imunomodulatórias como TGF-β e IL-10 e controlar a ação das células-alvo [94, 97, 98]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Regulação das respostas de células T CD4+ por células T CD8+ reguladoras e por células NK 

através do envolvimento de moléculas Qa-1 [94]. 

 

De forma geral, a expressão de Qa-1/Qdm dependente de processamento 

antigênico mediado pela TAP, interage com receptores CD94/NKG2A nas células NK e pode 

proteger as células T CD4+ ou células-alvo da lise mediada por células NK. Alternativamente, 

a expressão de Qa-1 associado a peptídeos derivados de proteínas endógenas de células 

TCD4+ geradas por mecanismos independentes de TAP, pode interagir com TCRs em células 

T CD8+ restritas ao Qa-1, levando à expansão e diferenciação de células T CD8+ reguladoras 

que suprimem a ativação de células T CD4+ [94], Figura 4. 

Outras evidências apontam o envolvimento do Qa-1 na manutenção do privilégio 

imunológico da retina [100], na expansão de células T reguladoras CD8αα+ TCRαβ nos órgãos 
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linfóides [97] e na regulação da tolerância periférica pelo reconhecimento de proteínas 

próprias e não-próprias baseadas na avidez de interação do Qa-1 com TCRs específicos [99].  

No timo, foi visto que ocorre a seleção positiva de células T CD8+ restritas ao Qa-1. 
[94, 95]. Esta seleção, aparentemente, é independente do peptídeo dominante Qdm associado 

ao Qa-1 e, ao contrário da seleção de células restritas as moléculas de classe I convencionais, 

a apresentação do ligante e a expressão de Qa-1 somente por células hematopoéticas é 

suficiente para a seleção positiva. A seleção no timo de células TCD8+ regulatórias 

dependentes de Qa-1, pode permitir a expansão de células TCD8+ regulatórias nos órgãos 

linfóides periféricos e os mecanismos de inibição dependentes de Qa-1 realizado por essas 

células, combinado com os processos de seleção negativa, representam elementos-chave na 

manutenção da autotolerância. [94, 95, 98]. 

 

1.4. TOLERÂNCIA IMUNOLÓGICA 

 

A tolerância imunológica, ou autotolerância, envolve todos os mecanismos que 

previnem e protegem o indivíduo contra respostas imunes realizadas pelo seu próprio 

sistema imunológico. Assim, esse fenômeno pode ser definido como a não-responsividade 

dos linfócitos T e B aos antígenos próprios (autoantígenos) [60, 101]. 

Os mecanismos de indução da tolerância imunológica podem ser agrupados em 

central e periférica, de acordo com os locais onde são impostos. O principal processo 

atuante na tolerância central é a seleção negativa de timócitos que compreende a morte 

induzida pela interação de alta afinidade/avidez entre os TCRs (T-cell receptor – Receptor de 

célula T) e autoantígenos durante o desenvolvimento dos timócitos. O processo de seleção 

negativa de timócitos é um fenômeno realizado pelas células epiteliais tímicas medulares 

(mTECs – medullary thymic epithelial cells) sob a ação do gene Aire (autoimmune 

regulator)[60, 103]. 

1.4.1. O TIMO: INDUÇÃO DA TOLERÂNCIA CENTRAL 

O fenômeno da tolerância central aos antígenos próprios envolve os processos de 

seleção negativa e positiva dos linfócitos T que se desenvolvem no estroma tímico. O timo é 
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um órgão linfóide primário, local onde os precursores de células T, os timócitos, são 

submetidos a processos complexos de maturação e adquirem competência fenotípica e 

funcional [102].  

Em camundongos, o timo inicialmente se desenvolve a partir de estruturas 

bilaterais da terceira bolsa faringeana do intestino primário embrionário [105, 106] e são 

colonizados por progenitores hematopoéticos por volta do 11° dia do desenvolvimento 

embrionário (E11.5) [107]. Já o fenômeno de involução alométrica do timo se inicia pouco 

antes do nascimento e a involução absoluta ocorre na puberdade com a substituição do 

estroma tímico por tecido adiposo. Entretanto, o timo adulto continua a receber células 

precursoras, vindas da medula óssea, lançando emigrantes tímicos para a periferia [107, 108]. 

Os processos de maturação dos linfócitos consistem em uma complexa seqüência 

de eventos biológicos, que compreendem a proliferação das linhagens celulares precursoras, 

a expressão diferencial de proteínas de membrana, rearranjos gênicos do receptor de células 

T, a seleção do repertório de linfócitos maduros e conseqüente morte celular programada 

dos linfócitos não selecionados e finalmente a migração celular para a periferia. Durante 

cada um desses estágios, as células sofrem significativas mudanças celulares e genéticas [103, 

109].  

O timo fornece o microambiente especializado para que ocorra o desenvolvimento 

dos precursores de células T. Esse microambiente é formado por células de origem linfóide 

(células dendríticas, macrófagos, células B, timócitos) e não-linfóide (células epiteliais, 

corpúsculos de Hassal) e pelos componentes da matriz extracelular (ECM) [103]. As células 

epiteliais tímicas, corticais e medulares são os componentes celulares principais do 

microambiente tímico. Elas compõem os dois principais compartimentos do timo, o córtex e 

a medula e influenciam diversos aspectos da diferenciação dos timócitos, das vias de 

interações célula-célula e das secreções de fatores solúveis, tais como citocinas e hormônios 

tímicos: timulina (thymulin), timopoetina (thymopoietin) e timosina-α1 (thymosin-α1) [111].  

Os sinais derivados das cTECs regulam a seleção positiva dos timócitos que 

reconhecem os complexos MHC-peptídeos próprios, enquanto que as mTECs promovem a 

seleção negativa de timócitos autorreativos, garantindo a manutenção da tolerância aos 

antígenos próprios [104]. De forma geral, a seleção positiva é o processo no qual os timócitos 

DP corticais que apresentam TCRs funcionais na superfície, se ligam com baixa 
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avidez/afinidade ao complexo peptídeo – MHC próprio e recebem estímulos para a 

manutenção da sua sobrevivência. Os timócitos cujos receptores não reconhecem as 

moléculas de MHC próprias morrem por negligência. Durante esse processo, também ocorre 

a restrição de moléculas de classe I ou de classe II do MHC com os subtipos de linfócitos T, 

assegurando que as células T CD8+ citotóxicas sejam específicas a peptídeos expostos pelas 

moléculas de MHC de classe I, enquanto que as células T CD4+ auxiliares ligam-se a 

moléculas de MHC de classe II associadas ao peptídeo [103, 107, 110].  

Diferentemente, a seleção negativa é a eliminação por apoptose dos timócitos cujos 

TCRs ligam-se com alta avidez/afinidade aos antígenos próprios apresentados pelo MHC 

presentes em mTECs e em células dendríticas no timo. Este processo é realizado 

principalmente pelas mTECs e elimina as células T em desenvolvimento que são fortemente 

reativas contra antígenos próprios [112]. A principal característica dessas células, entretanto, é 

a realização do fenômeno conhecido como Expressão Gênica Promíscua (Promiscuous Gene 

Expresion-PGE). Esse fenômeno se caracteriza como uma propriedade fisiológica das mTECs 

em expressar conjuntos de milhares de genes que codificam antígenos específicos de 

determinados tecidos e órgãos (TRAs – Tissue-related antigens) do corpo [113, 114, 116, 117]. A 

expressão de um conjunto de milhares de TRAs representa uma característica essencial para 

a representação do próprio no timo e garante a exposição da maioria, senão de todos os 

órgãos do organismo [115]. A manutenção desse fenômeno é regulada através da ação do 

gene Aire (Autoimmune regulator gene) expresso em algumas subpopulações de mTECs [60].  

 

1.4.2. O GENE AIRE  

 

Desde sua descoberta como um regulador transcricional envolvido no controle da 

expressão de milhares de genes dentro do timo, Aire tem modificado significativamente as 

bases das teorias acerca da tolerância imunológica [60]. O gene Aire foi identificado 

primeiramente em 1997, devido a sua incomum ligação a uma doença autoimune 

monogênica, denominada de APECED (Síndrome da poliendocrinopatia-candidíase 

ectordermal distrofia autoimune). Os indivíduos acometidos dessa doença desenvolvem um 

severo e complexo conjunto de sintomas, caracterizado por insuficiência das glândulas 
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adrenais e paratireóides, candidíase e outras endocrinopatias como, diabetes do tipo 1, 

hipogonadismo e hipotireoidismo [117].  

Aire é expresso preferencialmente em órgãos linfóides, particularmente no timo em 

subpopulações de mTECs. Outras células tímicas como células dendríticas e macrófagos 

intra-tímicos expressam Aire, porém, em menores níveis [60]. Além disso, trabalhos recentes 

têm demonstrado a expressão de Aire por células estromais de órgãos linfóides periféricos, 

como o baço, linfonodos e as placas de Peyer.  Nesses órgãos, assim como na medula tímica, 

o gene Aire promoveria a realização da PGE, sugerindo sua participação também na indução 

de tolerância periférica a autoantígenos [119]. 

A transcrição de milhares de TRAs no timo permite que as células T em 

desenvolvimento entrem em contado direto com um grande conjunto de antígenos próprios 

durante o seu desenvolvimento. Assim, uma vez que essas células atinjam a maturidade e 

migrem para a periferia do corpo, elas serão tolerantes aos antígenos aos quais foram 

apresentadas [119]. Atualmente sabe-se que a maioria dos genes que codificam TRAs e que 

são expressos de forma promíscua no timo é regulada pelo produto de um único gene Aire.  

Assim, a principal implicação da PGE regulada pelo Aire é a manutenção da homeostase 

imunológica no corpo, controlando as reações autoimunes potencialmente patogênicas [110]. 

Algumas evidências apontam que esta molécula atua como um regulador 

transcricional: Aire possui diversos domínios funcionais que são característicos de proteínas 

nucleares e a fatores de transcrição envolvidos com a regulação da transcrição, incluindo 

sinal de localização nuclear, um domínio de dimerização e domínios de ligação ao DNA. Os 

domínios de ligação ao DNA são compostos de um domínio SAND (Sp100, Aire-1, 

NucP41/75, DEAF-1), dois homeodomínios plant - (PHD) tipo zinc finger. Recentemente foi 

visto que o domínio PHD-1 de Aire reconhece resíduos não-metilados de lisina na posição 4 

de histonas H3. A não-metilação de lisinas nessa posição é indicativo de loci 

transcricionalmente silenciados. Isto sugere que interação de Aire com esses resíduos 

poderia promover o recrutamento dessa molécula para regiões onde a cromatina esteja 

inativa. Nesses locais, Aire poderia exercer sua influência [119]. 

Os mecanismos moleculares pelos quais o gene Aire regula a transcrição continuam 

pouco entendidos. Algumas evidências afirmam Aire, aparentemente, não atua como os 

fatores de transcrição convencionais, que se ligam a regiões promotoras e dirigem o início da 
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transcrição de um RNAm.  Aire atua sob milhares de genes, incluindo loci com grandes 

distâncias cromossômicas e com cinéticas de atuação diferentes na periferia [119]. 

 Aparentemente, Aire atua como um complexo transcricional envolvendo múltiplas 

proteínas relacionadas com diversas funções no núcleo. Ele se associa a proteínas envolvidas 

nos processos de modificação da cromatina e iniciação da transcrição, como DNA-PK (DNA 

dependente de quinase), TOP2a (Topoisomerase 2a), RNAPII (RNA polimerase II), Ku80 e 

Ku70 [119]. Outra proteína encontrada no complexo transcricional controlado pelo Aire é a 

CBP (Proteína ligadora de CREB), esta proteína atua na cromatina promovendo modificações 

estruturais e preparando a arquitetura da cromatina para a ação do Aire [120]. 

Aire atua também como um regulador transcricional na elongação do RNAm, 

interagindo com o P-TEFb (Fator B de transcrição e elongação positiva). Esse fator é uma 

ciclina dependente de quinase requerida no controle da ação da RNAPII (RNA polimerase II) 

desde o início da transcrição até a fase de elongação produtiva. Assim como outros fatores 

de transcrição, Aire recruta P-TEFb para a região promotora dos genes-alvo resultando no 

aumento da elongação e da eficiência da transcrição [120]. De forma semelhante, Aire está 

envolvido em complexos que regulam os eventos de processamento alternativo do pré-

mRNA. Conhecidamente, os processos de elongação transcricional e de processamento do 

pré-mRNA são eventos que ocorrem simultaneamente em células eucarióticas [119]. Dentro 

do núcleo, Aire está localizado em estruturas relacionadas com a formação, modificação e 

armazenamento de pré-mRNA em processamento e também de alguns fatores de 

transcrição e denominadas de speckles nucleares [60].  

Visando o melhor entendimento acerca dos processos de tolerância imunológica, 

propomos nesta abordagem, avaliar a expressão de genes envolvidos na modulação das 

respostas imunes como H2-Q7(Qa-2), H2-T23(Qa-1), H2-Q10(Qa10), assim como o gene Aire 

ao longo do desenvolvimento do órgão-chave na indução da tolerância central, o timo. Além 

disso, cientes da importância dos mecanismos de tolerância que agem em outros locais do 

corpo, como nos órgãos linfóides periféricos e em sítios imunologicamente privilegiados, 

propomos avaliar a expressão desses genes durante alguns períodos do desenvolvimento de 

órgãos, como intestino, fígado, baço, placenta e cérebro. 

Conhecidamente, animais de diferentes linhagens como, BALB/c e C57BL/6, 

possuem padrões de resposta imune distintos para os mesmos patógenos, 
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conseqüentemente, acredita-se que os processos de regulação das respostas imunes nessas 

duas linhagens também sejam particulares. Adicionalmente, a expressão de moléculas não-

clássicas do MHC varia de acordo com o tipo de tecido e de um indivíduo para o outro. Dessa 

forma, propomos, avaliar e comparar a expressão dos genes H2-Q7(Qa-2), H2-T23(Qa-1), H2-

Q10(Qa10) e Aire entre animais BALB/c e C57BL/6 de diferentes idades. 

Consideramos importante o estudo destes genes, uma vez que nos últimos anos 

tem sido observado aumento significativo do número de trabalhos que procuram reavaliar 

as bases moleculares da geração da tolerância central e periférica nos linfócitos T para a 

prevenção da autoimunidade.  
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2. HIPÓTESES 
 

2.1. Genes que codificam moléculas não-clássicas do MHC relacionadas com indução de 

tolerância imunológica apresentam expressão diferencial no timo fetal durante os processos 

de educação tímica.  

 

2.2. Animais das linhagens C57BL/6 e BALB/c, ao longo do seu desenvolvimento, apresentam 

perfis distintos de expressão de genes relacionados com a modulação do sistema imune no 

timo e nos órgãos linfóides periféricos.  

 

2.3. Órgãos linfóides periféricos, assim como o timo, expressam o gene Aire ao longo do seu 

desenvolvimento.  
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3. OBJETIVOS 
 
 

3.1 OBJETIVO GERAL:  

 

Caracterizar a expressão de genes não-clássicos do MHC de classe I com 

envolvimento na modulação das respostas imunes através da indução de tolerância 

imunológica, como H2-Q7(Qa-2), H2-T23(Qa-1), H2-Q10(Qa10) durante a ontogenia do timo 

e de órgãos linfáticos periféricos, correlacionando seus perfis de expressão gênica com a do 

gene Aire, reconhecidamente implicado no desenvolvimento de tolerância central.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

I - Caracterizar o perfil de expressão do gene Aire, durante a ontogenia do timo,  

II - Caracterizar os perfis de expressão dos genes H2-Q7(Qa-2), H2-T23(Qa-1), H2-

Q10(Qa10) e Aire em órgãos linfóides periféricos, como baço, intestino e fígado, em paralelo 

com a ontogenia do timo, 

II - Caracterizar os perfis de expressão dos genes H2-Q7(Qa-2), H2-T23(Qa-1), H2-

Q10(Qa10) e Aire em sítios imunoprivilegiados, como cérebro e placenta, em paralelo com a 

ontogenia do timo, 

IV - Avaliar e comparar os níveis de expressão dos genes H2-Q7(Qa-2), H2-T23(Qa-

1), H2-Q10(Qa10) e Aire durante o desenvolvimento de diferentes órgãos das linhagens 

C57BL/6 e BALB/c. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O delineamento experimental foi realizado de acordo com a Figura 5. 

 

PCR em Tempo Real
Método de Taqman®

Sondas FAM-MGB Inventoried
Taqman® Gene Expression Assays

Qa10

Qa2/HLA-G

Aire

Qa1/HLA-E

GAPD

ACTB

Análise Expressão Gênica 
Relativa 2 -ΔΔCt

Análise Estatística
Teste-t

BALB/c  x  BALB/cC57BL/6  x  C57BL/6

Cruzamentos

Extração RNA 
TRizol®

Timo-Figado-Cérebro-Intestino-Baço-
Placenta-Rim-Coração-Pulmão

Estocagem órgãos a -80° C 
Tissue-tek®

Estocagem fase DNA e proteína a -20° C

RT-PCR cDNA
High capacity®

E14-E15-E16-E17-E18-E19-E20

Determinação das idades

1-5-10-15-45-60

Período Fetal Pós-natal

Avaliação Qualidade do 
RNA

 
Figura 5: Fluxograma da estratégia experimental. Cada procedimento se encontra descrito em 

Material e Métodos. 

 

4.1. LINHAGENS ISOGÊNICAS DE CAMUNDONGOS 

 

As matrizes das linhagens C57BL/6 e BALB/c (Specific Pathogen Free) foram 

adquiridas junto ao Biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto/ USP. As linhagens 

foram mantidas por cruzamentos isogênicos no Laboratório de Imunogenética Molecular – 

Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP. Para o 

acasalamento foram mantidos juntos, quatro fêmeas e dois machos por caixa. Os animais 

foram criados e isolados em câmara isoladora (Alesco®, São Paulo, Brasil) com dispositivos 

com poros de 0.45 mm para a filtragem do ar, em temperatura constante de 25° C, ciclo de 
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iluminação de 12 horas, com maravalha, água e ração ad libitum. As fêmeas prenhas foram 

sacrificadas através de deslocamento cervical, conforme as normas estabelecidas pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal (Protocolo aprovado: N° 043/2009 – ANEXO A). 

Os fetos foram coletados através de incisão abdominal e imersos em solução salina 0,9% 

estéril em banho de gelo. Um dos fetos de cada ninhada foi fixado em formol 10% 

tamponado para posterior análise morfológica para determinação da idade, os outros, foram 

utilizados para remoção cirúrgica do timo e de outros órgãos sob estereomicroscópio para 

posterior extração de RNA total. Foram utilizadas pelo menos 2 fêmeas prenhas de cada 

linhagem para cada uma das idades (duplicata amostral), sendo que cada amostra foi 

composta de um pool de timos e/ou outros órgãos de uma mesma ninhada (duas ninhadas 

independentes). Para obtenção das amostras de animais com idades posteriores ao 

nascimento foi utilizado um número mínimo de 2 animais para cada idade. 

4.2. DETERMINAÇÃO DAS IDADES FETAIS 

As idades pós-coito (embrionárias) dos fetos foram confirmadas através da 

observação das características morfológicas durante cada fase do desenvolvimento fetal. A 

análise morfológica dos fetos foi realizada durante a evolução da gestação, observando o 

desenvolvimento dos membros anteriores e posteriores, como também avaliando o 

surgimento dos órgãos dos sentidos (olhos e orelhas) e o comprimento dos fetos (cabeça e 

cauda). De acordo com Rugh [157], cada dia de gestação apresenta uma determinada 

característica que reflete a idade do feto, assim pôde-se determinar a idade fetal com 

precisão. Além disso, o aparecimento do plug vaginal na manhã seguinte ao coito foi 

indicativo do início da gestação e marcado como dia zero. Para os animais com idades 

posteriores ao nascimento, o dia do nascimento foi considerado o dia zero. 

 

► Características morfológicas de desenvolvimento dos fetos 

→Desenvolvimento dos membros 

 

As características dos membros anteriores e posteriores dos fetos de camundongos 

em cada dia gestacional foram determinadas segundo Rugh [122] e estão descritas na Tabela 1 

e mostradas nas Figuras 6 e 7. 
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Tabela 1. Descrição da morfologia dos fetos durante a evolução da gestação. 

 

Idade dos Fetos Membros Anteriores Membros Posteriores 

E9.5 Membros como uma 
pequena 
saliência 

Membros como uma 
pequena 
saliência 

E10.5 Membros semicirculares Membros como uma 
pequena saliência 

E11.5 Separação em patas e placas 
circulares 

Membros semicirculares 

E12.5 Placas de forma pentagonal Separação em patas e placas 
circulares 

E13.5 Placas recortadas Placas de forma pentagonal 
 

E14.5 Dígitos separados 
distalmente, mas ainda 

próximos à palma. 

Placas profundamente 
recortadas 

E15.5 Dígitos inteiramente separados e divergentes; extremidades 
das falanges começam a aparecer. 

E16.5 Dígitos 2 a 5 próximos e paralelos; extremidades das falanges 
definidas. 

E17.5 Dedos e pés completamente palmados como em recém-
nascidos. 

 

 
Figura 6. Desenvolvimento dos membros anteriores e posteriores durante a gestação de 

camundongos (E 10.5 a E17.5) [122]. 
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→Desenvolvimento dos órgãos dos sentidos 

 

As vesículas ópticas largas são aparentes aos E9.5 dias de gestação e aos E12.5 dias 

os olhos são grandes e ovais. Durantes os 3 dias subseqüentes algumas partes dos olho 

tornam-se visíveis através da córnea, que são temporariamente expostas, pois 

posteriormente são cobertas completamente pelas pálpebras que crescem até aos E16.5 

dias de gestação. A pinna, lâmina dupla e fina de pele dobrada na região da orelha, começa a 

crescer em direção ao meato auditivo aos E13.5 dias e quase o cobre completamente aos 

E17.5 dias de gestação [122]. Essas características estão mostradas na Figura 7. 

 

 
Figura 7. Desenvolvimento dos órgãos do sentido (modificações externas) durante a gestação de 

camundongos (E12.5 a E17.5) [122]. 

4.3. REMOÇÃO DOS ÓRGÃOS  

Após o sacrifício das fêmeas prenhas, os animais foram rapidamente dissecados, 

fetos e recém-nascidos com até 3 dias de nascido foram dissecados com auxílio de lupa 

estereoscópica. Foi realizada uma incisão abrindo a região abdominal até a região torácica, e 

então o esterno foi cortado expondo o timo, identificado pelos dois lobos característicos. 
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Além disso, foram retirados o coração, o fígado, os pulmões, os rins, o intestino, o baço 

(idades posteriores ao nascimento), a placenta e o cérebro, os quais foram imediatamente 

processados para a extração de RNA total e/ou dispostas em Tissue-tek ® (Sakura Finetek, 

USA), imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e estocadas a – 80° C.  

4.4. EXTRAÇÃO DO RNA TOTAL 

Com a finalidade de prevenir a contaminação por ribonucleases no isolamento e 

manuseio dos RNAs, toda a vidraria, tubos plásticos, espátulas, pinças e “pulgas magnéticas” 

utilizadas foram previamente autoclavadas. Todos os procedimentos foram realizados com 

luvas de látex sem talco e descartáveis. 

Para a extração do RNA total dos órgãos dos camundongos, foi utilizado o reagente 

TRizol® de acordo com as instruções do fabricante (Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA). Foram 

adicionados 200 L de solução salina 0,9 % estéril em um criotubo contendo 1 mL de 

TRizol®, sendo que o volume de tecido não pode ultrapassar 10 % do volume do TRizol®. O 

tecido foi imediatamente homogeneizado com auxílio de um micro homogeneizador tipo 

potter e posteriormente com um pipetador procurou-se dissociar os fragmentos do tecido, 

ainda restantes. Após esse procedimento, a amostra foi deixada em repouso durante 5 

minutos à temperatura ambiente, promovendo a dissociação nucleoprotéica. Em seguida, a 

amostra foi transferida para um tubo Eppendorf (Eppendorf®, Hamburg, Alemanha) de 1,5 

mL e foi adicionado clorofórmio (0,2 mL/1 mL de Trizol - Merck®, Darmstadt, Alemanha). As 

amostras foram agitadas em vórtex por aproximadamente 15 segundos e deixadas por três 

minutos à temperatura ambiente. Em seguida, as mesmas foram centrifugadas por 15 

minutos a 2-6° C (12000 x g). Após a centrifugação, cada amostra estava dividida em três 

fases. 

Para extração do RNA, a fase aquosa foi transferida para outro tubo Eppendorf e o 

RNA precipitado com álcool isopropílico gelado (Mallinckrodt Baker®, Phillipsburg, NJ, USA). 

As preparações de RNA ficaram estocadas em isopropanol a -20 C. As fases contendo o DNA 

e proteínas foram estocadas a -20° C. Próximo à utilização do RNA, os tubos foram 

centrifugados por 10 minutos a 2-8° C (12000 x g) e o sobrenadante foi removido. O pellet de 

RNA formado foi lavado em etanol-DEPC (Dietil Pirocarbonato - Sigma-Aldrich®, St. Louis, 

MO, USA) 75% a frio. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 2-8º C (7500 x g). A 
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lavagem foi repetida mais uma vez. Após secagem natural do pellet, o RNA foi ressuspenso 

em água Milli-Q-DEPC livre de RNAse (Ribonuclease)/DNAse (Desoxiribonuclease). As 

amostras de RNA foram armazenadas a -80 C até o uso. 

 

4.5. QUANTIFICAÇÃO DE RNA TOTAL 

 

A quantificação do RNA foi realizada em espectrofotômetro Gene Quant II 

(Pharmacia Biotech®, Cambridge, Reino Unido). A solução de RNA foi diluída 100x em água 

Milli-Q-DEPC e submetida a dosagens. As dosagens tiveram como base a seguinte estimativa: 

1U de A260 = 40 µg RNA/mL. Foram utilizadas preparações livres de proteína (A260/A280  1,6) 

e livres de fenol (A206/230  1,6). A integridade das espécies de RNA foi avaliada por 

eletroforese em gel de agarose corada com brometo de etídeo. 

4.6. ELETROFORESE DE RNA TOTAL EM GEL DENATURANTE [123] 

→Preparação do Gel 

A agarose (70 mL) foi fundida em água Milli-Q autoclavada (1,5 % de agarose), e 

quando à temperatura de 60° C, foi adicionado 20 mL de formaldeído (37 %) e 22 mL de 

tampão de migração 5X concentrado (20,6 g de MOPS [ácido propano sufônico 3-([N-

morfolino)], dissolvidos em 800 mL de acetato de sódio 50 mM, pH 7,0 ajustado com NaOH 

2N e adicionados 10 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0, volume final ajustado para 1000 mL). O gel 

foi solidificado em suporte de acrílico, que inicialmente foi tratado com NaOH 0,5 M por 10 

minutos, assim como a cuba e o pente para eliminação de RNAase sendo posteriormente 

lavado com água Milli-Q autoclavada.  

→Preparação das amostras de RNA 

Em um tubo Eppendorf novo e autoclavado disposto em banho de gelo foram 

adicionados 4,5 L de solução de RNA (2 g de RNA), 2 L de tampão de migração MOPS 

(5X); 3,5 L de formaldeído (37%) (Merck®, Alemanha) e 10 L de formamida. A mistura foi 

então incubada a 65° C por 15 minutos, sendo posteriormente resfriada imediatamente em 

banho de gelo. Adicionou-se 1 L de brometo de etídeo 1:10 (solução estoque 10 mg/mL) e 
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2 L de dye loading solution (1/10 do volume). As amostras foram então aplicadas no gel. A 

eletroforese foi realizada a 80 V por cerca de 90 minutos. As bandas de RNAr 28 S (4,8 Kb), 

18 S (1,9 Kb) e 5 S foram visualizadas em transluminador UV (Ultravioleta) e fotografadas 

com câmera digital.  

4.7. TRATAMENTO DAS AMOSTRAS DE RNA E SÍNTESE DE cDNA (DNA COMPLEMENTAR) 

Antes da realização da reação em cadeia da polimerase em tempo – real (Real Time 

– PCR), as amostras que no gel mostravam algum indício de contaminação por DNA, foram 

tratadas com DNAse (Deoxyribonuclease I, Amplification Grade - Invitrogen®). Em uma 

alíquota de 1 g de RNA, foram adicionados 1 L de DNAse (1 U/ L), 1 L de tampão e o 

volume foi completado para 10 L com água Milli-Q-DEPC. Essa solução foi incubada por 15 

minutos à temperatura ambiente seguido da adição de 1 L de EDTA 25 mM (Invitrogen®) e 

uma nova incubação por 15 minutos a 65 C. Em seguida, foi realizada uma PCR comum para 

confirmar a ausência de DNA pela ausência de produto após a reação. Os reagentes e as 

concentrações finais utilizadas estão listados na Tabela 2. 

A síntese do cDNA foi realizada com a utilização do Kit para Transcrição Reversa da 

Applied Biosystems® (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit - Applied Biosystems®, 

Foster City, CA). Os procedimentos foram realizados de acordo com as recomendações do 

fabricante. Para cada reação, os cDNAs foram preparados a partir de 500 ηg de uma solução 

de RNA. Foram utilizados 2 µL de solução de RNA das amostras dos órgãos (timo, fígado, 

cérebro, intestino, baço e placenta) em diferentes idades. Assim, para cada reação com 2 µL 

de solução de RNA, utilizou-se 2,5 µL de RT buffer, 1 µL de dNTP, 2,5 µL de RT (random 

primers), 1,25 µL de MultiScribe Reverse Transcriptase, 0,63 µL de RNAse OUT Inhibitor e 

15,12 µL de água Milli-Q-DEPC, Tabela 3. 

A quantidade citada de cada reagente foi multiplicada pelo número de amostras de 

RNA para a confecção de um “mix”. Em seguida, 23 µL desse mix foram adicionados a cada 

tubo Eppendorf. Em seguida foram adicionados 2 µL de RNA de cada amostra nos tubos 

devidamente identificados. Finalmente os tubos Eppendorf foram submetidos ao 

termociclador onde foram realizados os ciclos de PCR. As condições da reação de transcrição 

estão listadas na Tabela 4 . O volume final da reação foi estimado em 25 L e posteriormente foi 
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preparada uma solução uso cDNA (75 ng /L) em um volume de 125 L. As amostras de cDNA 

foram estocadas a -20° C até a sua utilização. 

 

Tabela 2. Reagentes e concentrações utilizadas para o tratamento com DNAse. 

 

Reagente Concentração 

H2O Milli-Q-DEPC  

DNAse 1 U/µL 

Buffer 1X 

EDTA a (25 mM) 

RNA 1 µg/ µL 

Volume final 10 µL 
a Ácido etilenodiamino tetra-acético 

 

Tabela 3. Reagentes e concentrações utilizadas para a reação de transcrição reversa de cDNA. 

 

Reagente Concentração 

H2O Milli-Q-DEPC  

RT Buffer 10X 

RT Random Primers 10X 

dNTP Mix  25X (100 mM) 

MultiScribeTM Reverse 

Transcriptase 

50 U/µL 

RNase Inhibitor 110 U/µL 

RNA 500 ng/ µL 

Volume final 25 µL 

 

Tabela 4. Condições da reação de transcrição para cDNA a .  

 

Temperatura Tempo Ciclos 

25° C 10´ 1X 

37° C 120´ 1X 

85° C 5´´ 1X 

4° C ∞  
a Condições otimizadas para o uso do High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits 
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4.8. REALIZAÇÃO DA PCR EM TEMPO REAL (Real Time – PCR) 

 

A quantificação da expressão gênica foi realizada, utilizando RT-PCR, em aparelho 

7500 Real-Time PCR System® (Applied Biosystems®) disponível no Laboratório de 

Endocrinologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (HC-

FMRP). As reações foram preparadas utilizando-se o Taqman® Universal PCR Master Mix 

(Applied Biosystems®) otimizado para reações com o conjunto de sondas e primers pré-

formulados do Taqman® Gene Expression Assays e Taqman® Endogenous Controls (Applied 

Biosystems®).  

Em relação aos genes utilizados como controles endógenos nas análises de 

quantificação relativa, utilizamos os conjuntos de sondas/primers específicos para o GAPDH 

(Glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogenase) e ACTB (β-Actina) solicitados em formato de 

Taqman® Endogenous Controls. Para a verificação da estabilidade de expressão dos 

controles endógenos nas diferentes amostras, realizamos o cálculo da razão das médias de 

Cts (Threshold cycle) desses genes de acordo com as diferentes idades, órgãos e linhagens, 

APÊNDICE A.  

Os conjuntos de primers/sondas específicos para os genes-alvo H2-Q7, H2-Q10, H2-

T23 e Aire foram solicitados ao fabricante como Inventoried Assays. Informações adicionais 

acerca dos conjuntos de primers/sondas utilizados encontram-se no ANEXO B.  

 O preparo e armazenamento do material foram realizados de acordo com as 

instruções do fabricante, excetuando-se o volume final de cada reação otimizado em 10 L. 

Os ensaios de expressão foram realizados em singleplex. Para cada reação foram utilizados 2 

L de água Milli-Q-DEPC, 5 L de TaqMan® PCR Universal Master Mix (Applied Biosystems®), 

0,5 L de sonda TaqMan® Gene Expression Assays e 2,5 L de cDNA. As concentrações de 

cada um dos reagentes se encontram na Tabela 5. Todas as etapas do procedimento 

descrito foram realizadas com as amostras imersas em gelo e com pouca exposição à luz.  

Na preparação das reações foram utilizadas placas de polipropileno para 96 reações 

MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems®) cobertas com adesivos para 

placas ópticas resistentes a álcool e altas temperaturas MicroAmp - optical adhesive film 

(Applied Biosystems®). A reação da PCR em tempo-real foi realizada de acordo com as 

condições de ciclagem universal fornecida pelo ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System 
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(SDS V.3) do aparelho 7500 Real-Time PCR System® (Applied Biosystems®) e estão descritas 

na Tabela 6. 

 

 Tabela 5. Reagentes e concentrações utilizadas para a reação de PCR em tempo-real. 

 

Reagente Concentração 

H2O Milli-Q-DEPC  

TaqMan® PCR Universal 

Master Mix 

2X 

TaqMan® Gene Expression 

Assays 

20X 

cDNA 75 ng/ µL 

Volume final 10 µL 

 

Tabela 6. Condições de ciclagem universal para amplificação no aparelho 7500 Real-Time PCR 

System® 

  

Temperatura Tempo Ciclos 

50 °C 2´ 1X 

95 °C 10´  

95°C 15´´ 

40X 60°C 1´ 

72°C 25´´ 

 

Apesar dos conjuntos de primers/sondas do Inventoried Assays, Taqman® Gene 

Expression Assays, garantirem 100% de eficiência de amplificação, permitindo a aplicação do 

método do 2-ΔΔCt [124], nesse estudo foi realizado o cálculo da eficiência das reações através 

da montagem de uma curva padrão para cada um dos primers, utilizando-se diluições 

seriadas (1/2 a 1/16) das amostras de cDNA de timo de animais com E16.5 dias. Os valores 

de eficiência da reação (E) foram calculados para cada gene individualmente a partir do valor 

obtido de slope utilizando-se a fórmula: E=10-1/slope. Os valores de Slope, R2 e a eficiência da 

reação corrigida para porcentagem estão descritas na Tabela 7. 
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Genes Slope R2 Eficiência (%) 
ACTB -3.236 0.998 99 

GAPDH -3.367 0.986 99 
H2-Q7 -3.481 0.972 98 

H2-Q10 -3.324 0.997 99 
H2-T23 -3.382 0.963 96 

Aire -3.332 0.992 99 
 
Tabela 7.  Eficiência e valores de Slope e R2 dos primers utilizados para PCR real-time. 
Os valores de Slope e R2 foram fornecidos pelo 7500 Software v2.0. A eficiência E foi calculada pela fórmula E = 10(-1/slope). O 
gráfico gerado pela concentração de cDNA e os respectivos valores de CT foram empregados para o cálculo da equação de 
regressão e a correlação entre as variáveis dado pelo R2. (User Bulletin#2, ABI Prism 7700 Sequence Detection System). 
 
 

Para a quantificação relativa dos transcritos, cada amostra foi avaliada em triplicata 

e foram consideradas para análise somente as amostras cuja diferença de amplificação, 

valores de Cts, não excedeu meio-ciclo [125]. As triplicatas das amostras que apresentaram 

diferenças maiores que meio-ciclo, mesmo após repetição do experimento, foram 

desconsideradas. Em todas as placas foram realizados controles negativos das reações para 

todos os genes estudados (H2-Q7, H2-Q10, H2-T23, Aire, GAPDH e ACTB), sendo que nessas 

reações adicionou-se 4 L de água Milli-Q-DEPC. Assim, as reações que mostraram 

amplificação para qualquer um dos controles negativos foram desconsideradas. Ainda, 

foram desconsideradas amostras que não amplificaram ou amplificaram com Ct ≥ 37. O valor 

de threshold e a linha de base (Baseline) foram determinados automaticamente pelo 

software (SDS V.3) do aparelho 7500 Real-Time PCR System®.  

Em nosso estudo, a normalização e a quantificação relativa da expressão gênica 

foram realizadas pelo método de 2–ΔΔCt [125]. A média dos valores da expressão dos genes 

endógenos (ACTB e GAPDH) foi utilizada para obtenção do valor do ΔCt [ΔCt = Ct (Gene-alvo) 

– Ct (Endógenos)] em cada amostra. Os resultados (ΔCt) foram utilizados para o cálculo das 

diferenças dos valores de expressão entre as amostras e o calibrador obtendo-se os valores 

de ΔΔCt. Assim, foi aplicada a seguinte fórmula:  

QR (Quantificação Relativa) = 2–ΔΔCt, onde ΔΔCt = [ΔCt da amostra-alvo - ΔCt do 

calibrador].  

Foi utilizado como calibrador o menor dos valores de ΔCt obtidos. Com essa 

abordagem, foi possível comparar em uma mesma escala (0 a 1) as diferenças entre os perfis 

de expressão gênica. As amostras foram normalizadas juntas, de acordo com o interesse na 

análise de comparação da expressão gênica, ou seja, comparação entre os níveis de 
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expressão gênica, entre diferentes idades, entre os diferentes órgãos e entre as diferentes 

linhagens. 

Usando o método de 2–ΔΔCt, os dados são representados como a diferença (em 

vezes) na expressão gênica, que foi normalizada para dois genes endógenos de referência, 

sendo relativa ao calibrador (ou controle). Para o calibrador, o valor de ΔΔCt é igual a zero e 

20 é igual a 1. Assim, mudanças na expressão gênica relativa ao calibrador são iguais a 1. 

 

4.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os valores são expressos como média + erro padrão da média. O teste 

estatístico One-way ANOVA Bonferroni's Multiple Comparison Test foi empregado para a 

análise dos perfis de expressão nos diferentes órgãos. Para comparação das diferenças de 

expressão em uma mesma idade entre linhagens, foi empregado o Teste–t. O teste 

estatístico Two-way ANOVA Bonferroni's Multiple Comparison Test foi utilizado em análises 

envolvendo maior número de órgãos, idades e genes. Valores de P<0,05 foram considerados 

significantes. 
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5. RESULTADOS 
 

5.1 CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DO DESENVOLVIMENTO FETAL 

 

A utilização das chaves de características morfológicas de desenvolvimento 

mostradas na Tabela 1 e Figuras 6 e 7, possibilitaram a determinação com segurança das 

idades fetais até o E17.5 dia de gestação. Para as idades posteriores seria necessário utilizar 

a análise de mudanças internas, como por exemplo, os centros de ossificações. Alguns fetos, 

mais tardios são difíceis de precisar a idade, por possuírem características comuns a mais de 

uma idade. Entretanto, neste estudo, a maioria das determinações etárias foi possível, já 

que a realização da inspeção visual para acompanhar o aparecimento do “plug” vaginal na 

manhã seguinte ao coito foi um método seguro para a demarcação do dia zero da gestação. 

Em fetos com 13 dias (10 mm de comprimento) já é possível observar membros 

anteriores formados por uma placa recortada e os membros posteriores formados por 

placas em formato pentagonal, pode-se observar ainda, o aparecimento de um rudimento 

de orelha e a delimitação do olho. A evolução das características morfológicas durante a 

gestação de um camundongo é mostrada na Figura 8. 

Em fetos com 14 dias de gestação (E14.5), observam-se os membros anteriores 

formados por dígitos separados, mas ainda próximos à palma, e os membros posteriores 

formados por placas bem mais recortadas; também nota-se o meato auditivo e o 

aparecimento da pinna (uma lâmina de pele dobrada que cresce no sentido do meato 

auditivo). Esses animais possuem cerca de 12 mm de comprimento. 

Com 15 dias de gestação (E15.5), os fetos apresentam 15 mm e pode-se observar 

uma separação mais pronunciada dos dígitos e o aparecimento da córnea. Em fetos com 

E16.5 dias (16 a 17 mm), observa-se a definição das extremidades das falanges, assim como 

a definição da orelha e a fusão das pálpebras. 

Já em fetos com E17.5 dias (17 a 18 mm), os pés e dedos apresentam-se como em 

recém-nascidos e a pinna cobre completamente o meato auditivo. Alguns fetos apresentam 

certa dificuldade de se precisar a idade, pois possuem características comuns a mais de uma 

idade. 
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                   E13.5               E14.5               E15.5                       E16.5                        E17.5      

  Figura 8. Características morfológicas de fetos ao longo da gestação com idades de E13.5 a E17.5 [150]. 

 

Fetos com E18.5, E19.5 e E20.5 dias possuem características semelhantes às 

observadas em fetos com 17 dias. Porém, de forma geral, o comprimento desses animais 

acompanha o seu desenvolvimento. Em fetos com E18.5 dias, o comprimento observado foi 

de 18 a 19 mm, já para os com E19.5 dias, observou-se 19 a 20 mm de comprimento. Fetos 

com E20.5, são bastante semelhantes aos recém-nascidos e o comprimento observado foi de 

20 a 21 mm, Figura 9. Adicionalmente a observação do comprimento dos fetos no momento 

do sacrifício e a confirmação do dia zero pelo aparecimento do “plug” vaginal, nos permitiu 

determinar com precisão a idade de cada um dos fetos dos quais foram extraídos o RNA e 

DNA. 

 

5.2. ANÁLISE DA INTEGRIDADE DAS AMOSTRAS DE RNA TOTAL 

 

A análise da integridade das amostras de RNA total, obtidas a partir dos órgãos de 

fetos, recém-nascidos e adultos jovens de animais C57BL/6 e BALB/c, foi realizada através de 

eletroforese em gel de agarose desnaturante 1,5%. Nas Figuras 10 e 11, pode-se observar as 

subunidades 28 S e 18 S de RNAr, mostrando a integridade e a qualidade da preparação, e 

também observa-se o pool de RNAt (4S) junto com RNAr 5 S. 
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  Figura 9. Características morfológicas de fetos com idades de E18.5 a recém- nascido. 
 

 
 
 

 

 

 

 

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % mostrando o fracionamento das amostras de RNA total de 

alguns órgãos de fetos de camundongos C57BL/6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % mostrando o fracionamento das amostras de RNA total de 

alguns órgãos de camundongos BALB/c. 

 

5.3. ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA POR PCR EM TEMPO REAL 

 

Neste estudo, foi realizada a quantificação da expressão relativa de genes 

envolvidos na modulação das respostas imunes através da indução de tolerância 

imunológica. Verificamos a expressão do RNAm de Aire e de genes não-clássicos do MHC de 
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classe I, como H2-Q7(Qa2), H2-Q10(Qa10) e H2-T23(Qa1) ao longo do desenvolvimento de 

órgãos envolvidos em processos de tolerância imunológica como o timo, intestino, baço e 

fígado de animais da linhagem C57BL/6 e BALB/c. Ainda, a expressão desses genes foi 

avaliada em tecidos imunologicamente privilegiados como cérebro e placenta.  

Os valores estatísticos de médias, medianas, erros e desvios padrões encontram-se 

descritos na Tabela 8 no APÊNDICE D. 

 

5.3.1 PERFIS DE EXPRESSÃO GÊNICA AO LONGO DO DESENVOLVIMENTO DO TIMO 

  

O gene H2-Q7, ao longo do desenvolvimento do timo, se mostrou significantemente 

mais expresso em animais adultos jovens com 45 (P<0,05) e 60 dias de idade (P<0,001), 

sendo que em timo de animais com 60 dias os níveis desse transcrito foram 8 vezes mais 

elevados que o observado no período fetal, indicando que ocorre aumento gradativo nos 

níveis desse mRNA de acordo com o avanço da idade desses animais, Figura 12 A.   

Durante o período fetal, foi observado aumento significativo (P<0,05) nos níveis do 

mRNA de H2-Q7 em timo de animais com E20.5 dias quando comparado às outras idades, 

Figura 12 B. De forma geral, tanto no período fetal quanto pós-natal, animais da linhagem 

C57BL/6 expressaram níveis significantemente mais elevados de transcritos para H2-Q7 em 

comparação a animais da linhagem BALB/c de idades equivalentes. Foram observados níveis 

significantemente mais elevados de H2-Q7 em timo de animais C57BL/6 com E16.5 

(P=0,0142), E20.5 (P=0,0063), 1 (P=0,0037) e 45 dias de idade (P<0.0001), Figura 12 C. 

Em relação ao perfil de expressão do H2-Q10 em timos de animais C57BL/6, foi 

observado aumentos significantes dos níveis desse transcrito durante o período fetal, E15.5 

(P<0,05), E16.5, E17.5, E19.5, E20.5 (P<0,0001), e peri-natal 1 e 5 dias (P<0,0001) quando 

comparado  entre as outras idades, Figura 13 A e B. 

De forma semelhante à observada para o gene H2-Q7, os níveis de expressão de H2-

Q10 no timo foram significantemente mais elevados em animais da linhagem C57BL/6, com 

idades de E16.5, E20.5 (P<0,01), 1 e 5 dias (P<0,001), quando comparados a animais da 

linhagem BALB/c durante o período fetal e peri-natal, Figura 13 C. 
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Figura 12. Perfil de expressão do gene H2-Q7 durante o desenvolvimento do timo. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q7 durante o desenvolvimento do 
timo de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q7 durante o desenvolvimento fetal do timo de 
animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q7 durante o desenvolvimento do timo de animais C57BL/6 
e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos expresso em 
relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) marcados com 
(***). 

 

 
 

Figura 13. Perfil de expressão do gene H2-Q10 durante o desenvolvimento do timo. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q10 durante o desenvolvimento do 
timo de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q10 durante o desenvolvimento fetal do timo de 
animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q10 durante o desenvolvimento do timo de animais 
C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos expresso 
em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) marcados 
com (***). 

 

O perfil de expressão do gene H2-T23, visualmente, mostrou poucas variações ao 

longo do desenvolvimento do timo. Foram observadas aumentos significantes em timo de 

animais C57BL/6 com 5 e 15 dias (P<0,001) quando comparadas com outras idades. De 
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forma semelhante, em timo de animais com 45 e 60 dias foram observadas diferenças 

significantes (P<0,05) em comparação com as outras idades. Entretanto, quando analisamos 

somente o período fetal, foram observados níveis significantemente mais elevados (P<0,05) 

de mRNA de H2-T23 por volta do dia E14.5 e E20.5 dia de desenvolvimento, Figura 14 A e B.  

Diferentemente ao observado para o H2-Q7 e H2-Q10, os níveis de H2-T23 foram, 

de forma geral, significantemente mais elevados em timo de animais BALB/c com 1 e 45 

dias, (P=0,01 e P=0,0058, respectivamente). Para as idades restantes, apesar de não 

significante, os níveis desse transcrito foram discretamente mais elevados em animais 

BALB/c em comparação a animais C57BL/6 de idades equivalentes, Figura 14 C.  

 
 

Figura 14. Perfil de expressão do gene H2-T23 durante o desenvolvimento do timo. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-T23 durante todo o 
desenvolvimento do timo de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-T23 durante o 
desenvolvimento fetal do timo de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-T23 durante o 
desenvolvimento do timo de animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt 

expressos em vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) 
estão marcados com (*). (P<0,0001) marcados com (***). 

 

Em relação ao gene Aire, observou-se aumento significante (P<0,001) nos níveis 

desse transcrito por volta do E16.5 e E17.5 dia de desenvolvimento fetal tímico de animais 

C57BL/6. Os maiores níveis de expressão de Aire ocorreram durante o período fetal do 

desenvolvimento tímico, entretanto, apesar de não significante, é possível observar traços 

de expressão de Aire em períodos pós-natais e em timos de animais adultos, Figura 15 A e B. 

Foi observado que, durante o desenvolvimento tímico, o pico de expressão de Aire 

em animais C57BL/6, ocorre por volta do E16.5 dia (P<0,001) e em animais BALB/c, por volta 

do E18.5 dia do desenvolvimento (P=0,0001). De maneira geral, com exceção do E16.5 dia, 
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animais da linhagem BALB/c expressaram níveis mais elevados de Aire no timo em todas as 

outras idades analisadas, com aumentos significantes em timos de animais com E18.5 

(P=0,0001), E20.5 (P=0,0318) e 10 dias (P=0.0004), Figura 15 C. 

 

 
Figura 15. Perfil de expressão do gene Aire durante o desenvolvimento do timo. Cada coluna representa a média de duas 
ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene Aire durante o desenvolvimento do timo de 
animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene Aire durante o desenvolvimento fetal do timo de animais 
C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de Aire durante o desenvolvimento do timo de animais C57BL/6 e BALB/c. 
QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos expresso em relação ao 
calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) marcados com (***). 
 

Quando analisamos juntos os perfis de expressão dos quatro genes, H2-Q7, H2-Q10, 

H2-T23 e Aire ao longo do desenvolvimento tímico de animais C57BL/6, pôde-se observar 

que durante o período fetal, os genes H2-Q7 e Aire foram significantemente mais expressos 

por volta do E16.5 dia (P<0,001), sendo que os seus níveis foram 5 vezes mais elevados que 

os outros genes analisados no mesmo período. Em todas as idades avaliadas, fetais ou pós-

natais, o gene H2-Q7 foi grandemente o mais expresso nesse órgão, sendo cerca de 5 vezes 

mais expresso por volta do E20.5 dia e 100 vezes mais expresso que os outros genes em 

animais adultos com 45 e 60 dias de idade (P<0,001), Figura 16.  

Em relação aos genes restantes, H2-Q10 e H2-T23, seus níveis de expressão se 

mantiveram abaixo de 0.02, sendo os níveis desse último, discretamente mais elevados do 

que os observados para o Aire e H2-Q10, em idades posteriores ao E18.5 dia de 

desenvolvimento, Figura 16. 
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Figura 16. Perfis de expressão dos genes H2-Q7, H2-Q10, H2-T23 e Aire durante o desenvolvimento do timo 
em animais C57BL/6. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em 
vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. As diferenças estatísticas segundo o teste two-way 
ANOVA ( p<0,001) estão representadas com (*). 
 
 
5.3.2. PERFIS DE EXPRESSÃO GÊNICA NO BAÇO 

 

Além da análise dos perfis de expressão gênica de H2-Q7(Qa2), H2-Q10(Qa10), H2-

T23(Qa1) e Aire no contexto de um órgão linfóide central, como o timo, achamos 

conveniente avaliarmos a expressão desses genes em órgãos linfóides periféricos, como o 

baço. A extração de RNA a partir de amostras de baço fetal foi inviável, já que a observação 

e retirada desse órgão em animais com idades inferiores a 1 dia de nascido é bastante 

dificultosa devido as dimensões reduzidas desse órgão. 

A expressão relativa de H2-Q7 se mostrou significantemente aumentada e cerca de 

8 vezes mais expresso, em baços de animais adultos com 60 dias de idade (P<0,001), em 

comparação ao período perinatal, Figura 17 A. Apesar de não significante, é observado o 

aumento gradativo nos níveis dos transcritos de H2-Q7 com o ganho da idade pelo animal, o 

mesmo padrão que foi observado no timo.  

Assim como no timo, os níveis de H2-Q7 no baço de animais com 10 dias, foram 

significantemente mais elevados (p=0,0146) na linhagem C57BL/6 em comparação a animais 

BALB/c de mesma idade. A média de expressão nessa idade foi cerca de 4 vezes maior em 

animais C57BL/6, Figura 17 B. 
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Figura 17. Perfil de expressão gênica durante o desenvolvimento pós-natal do baço. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q7 durante o desenvolvimento pós-
natal do baço de animais C57BL/6. B. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q7 durante o desenvolvimento do baço 
de animais C57BL/6 e BALB/c. C. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-T23 durante o desenvolvimento pós-natal do 
baço de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-T23 durante o desenvolvimento do baço de 
animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos 
expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) 
marcados com (***). 

 
 

Em relação aos transcritos de H2-T23, não foram observadas diferenças 

significantes no perfil de expressão durante o desenvolvimento do baço em animais 

C57BL/6. Apesar disso, pode-se observar o aumento gradativo nos níveis de H2-T23 com o 

aumento da idade, Figura 17 C. Quando foram comparados os níveis de expressão entre as 

duas linhagens, de maneira semelhante, não se observaram diferenças significantes, apesar 

de os níveis desse transcrito terem sido 4 vezes mais elevados em animais C57BL/6, Figura 

17 D. 

Os transcritos para o gene H2-Q10, no baço de animais C57BL/6, foram 

significantemente mais elevados em recém-nascidos com 1 dia de idade (P<0,001), todavia, 

os níveis desse transcrito ao longo do desenvolvimento se mantiveram diminuídos e abaixo 

de 0,07, Figura 18 A. Não foram observadas diferenças significativas na expressão de H2-Q10 

entre animais das linhagem C57BL/6 e BALB/c, Figura 18 B.  
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Figura 18. Perfil de expressão gênica durante o desenvolvimento pós-natal do baço. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q10 durante o desenvolvimento 
pós-natal do baço de animais C57BL/6. B. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q10 durante o desenvolvimento do 
baço de animais C57BL/6 e BALB/c. C. Quantificação relativa de RNAm do gene Aire durante o desenvolvimento pós-natal 
do baço de animais C57BL/6. D. Comparação dos perfis de expressão de Aire durante o desenvolvimento do baço de 
animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos 
expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) 
marcados com (***). 

 
Em relação ao gene Aire, foram observados níveis significantemente mais elevados 

desse transcrito em baços de animais adultos com 60 dias (P<0,001). Esses níveis foram 

cerca de 3 a 5 vezes mais elevados, em comparação as outras idades analisadas, Figura 18 C. 

De forma semelhante ao observado no timo, os níveis de transcritos para o gene Aire no 

baço de animais BALB/c foram significantemente mais elevados (P=0,0242) do que em 

animais C57BL/6 de mesma idade, Figura 18 D. 

Dos quatro genes analisados durante o desenvolvimento pós-natal do baço, foi 

observado que a partir dos 10 dias de idade, ocorre um aumento gradativo nos níveis do 

transcrito de H2-Q7 e H2-T23, sendo que o gene H2-Q7 foi significantemente o mais 

expresso em baços de animais com 60 dias de idade (P<0,001). Transcritos para o gene Aire 

e H2-Q10 se mostraram diminuídos em todas as idades analisadas, Figura 19.  
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Figura 19. Perfis de expressão dos genes H2-Q7, H2-Q10, H2-T23 e Aire durante o desenvolvimento pós-natal 
do baço em animais C57BL/6. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt 

expressos em vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. As diferenças estatísticas segundo o 
teste two-way ANOVA ( p<0,001) estão representadas com (*). 
 
 
5.3.3. PERFIS DE EXPRESSÃO GÊNICA NO FÍGADO 

 

Nos últimos anos, estudos têm apontado o fígado como um órgão linfóide 

secundário por possuir múltiplas populações de células imunocompetentes, por 

desempenhar funções imunológicas e por ter grande importância durante os processos de 

hematopoese fetal. 

 Além disso, a exposição constante do fígado a antígenos e produtos de 

microganismos presentes na dieta e a manutenção da vigilância contra microrganismos 

patogênicos, toxinas e células metastáticas, requerem complexos mecanismos que garantam 

a manutenção da tolerância imunológica nesse órgão [143]. 

Embasados nisso, nós avaliamos a expressão dos genes H2-Q7(Qa2), H2-Q10(Qa10), 

H2-T23(Qa1) e Aire durante o desenvolvimento fetal e pós-natal do fígado de animais das 

linhagens C57BL/6 e BALB/c. 

Os níveis de expressão do mRNA do H2-Q7 foram significantemente (p<0,001) mais 

elevados no fígado de animais C57BL/6 com 10, 45 e 60 dias quando comparados com os 

níveis observados nas outras idades avaliadas.  O maior nível de expressão de H2-Q7 foi 

detectado em fígados de animais com 45 dias, cuja média de expressão foi cerca de 4 vezes 
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maior em comparação ao período fetal, Figura 20 A. Durante o período fetal, não foram 

observadas diferenças significantes nos níveis desse transcrito, apesar, de discretos 

aumentos em fígados fetais de animais com E13.5 e E14.5, Figura 20 B.  

 

 
Figura 20. Perfil de expressão do gene H2-Q7 durante o desenvolvimento do fígado. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q7 durante todo o desenvolvimento 
do fígado de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q7 durante o desenvolvimento fetal do 
fígado de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q7 durante o desenvolvimento do fígado de 
animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos 
expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) 
marcados com (***). 

 

Entre as linhagens C57BL/6 e BALB/c, foi observado que por volta do E16.5, animais 

da linhagem BALB/c expressaram níveis significantemente mais elevados (P=0,0234) de H2-

Q7 em comparação a animais C57BL/6. Entretanto, em todos os outros períodos foi 

observado o contrário, com aumentos significantes em fígados de animais C57BL/6 com 

E17.5 dias (P=0,0125), Figura 20 C. 

Os níveis de transcritos para H2-Q10 foram significantemente mais elevados em 

fígados de animais adultos jovens com 45 e 60 dias (p<0,001), Figura 21 A. Durante o período 

fetal, observamos aumento significante (p<0,05) por volta do E20.5 dia do desenvolvimento, 

Figura 21 B. Não foram observadas diferenças nos níveis de H2-Q10 entre animais BALB/c e 

C57BL/6, com exceção do E20.5 dia de desenvolvimento fetal, em que os níveis de H2-Q10 

foram significantemente mais elevados em animais C57BL/6 (P=0,0020), Figura 21 C. 
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Figura 21. Perfil de expressão do gene H2-Q10 durante o desenvolvimento do fígado. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q10 durante todo o 
desenvolvimento do fígado de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q10 durante o 
desenvolvimento fetal do fígado de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q10 durante o 
desenvolvimento do fígado de animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt 

expressos em vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) 
estão marcados com (*). (P<0,0001) marcados com (***). 
 

Para o gene H2-T23, em relação às outras idades, o perfil de expressão relativa 

do mRNA se mostrou diminuído durante o período fetal e perinatal e significantemente 

aumentado em fígados de animais com 5, 10, 15 (P<0,01), 45 (P<0,05) e 60 dias de idade 

(P<0,001), Figura 22 A. Não foram observadas diferenças nos níveis de expressão desse gene 

durante o período fetal de desenvolvimento do fígado, Figura 22 B. Em animais BALB/c 

observaram-se aumentos significantes em fígados fetais com E17.5, E18.5 e E20.5 dias, 

(P=0,0057, P=0,0196, P=0,0174, respectivamente). Em animais com 15 dias, foi observado 

aumento significante na expressão de H2-T23 em fígados de animais da linhagem C57BL/6 

(P<0,001), Figura 22 C. 

 Em relação ao gene Aire, a sua expressão em todas as amostras analisadas não 

apresentou diferenças. Todas as amostras apresentaram expressão do mRNA diminuída em 

relação ao calibrador (idade 1 dia), Figura 23 A. Todos os valores de expressão relativa do 

mRNA de Aire se mantiveram abaixo de 0,0001, apesar disso foi observado aumento 

significante desse transcrito em fígados fetais com E14.5 e E17.5 dias (P<0,05), Figura 23 B. 

Não foram observadas diferenças nos níveis de Aire entre as linhagens. O aumento 

observado no dia 15 é referente ao calibrador, Figura 23 C. 
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Figura 22. Perfil de expressão do gene H2-T23 durante o desenvolvimento do fígado. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-T23 durante todo o 
desenvolvimento do fígado de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-T23 durante o 
desenvolvimento fetal do fígado de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-T23 durante o 
desenvolvimento do fígado de animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt 

expressos em vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) 
estão marcados com (*). (P<0.0001) marcados com (***). 

 

Em todos os períodos analisados no fígado, o gene H2-Q10 foi o que se mostrou 

mais elevado, sendo significantemente aumentado em fígados de animais adultos jovens de 

45 e 60 dias (P<0,001), Figura 24. 

 
Figura 23. Perfil de expressão do gene Aire durante o desenvolvimento do fígado. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes.  A. Quantificação relativa de RNAm do gene Aire durante todo o desenvolvimento 
do fígado de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene Aire durante o desenvolvimento fetal do fígado 
de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de Aire durante o desenvolvimento do fígado de animais 
C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos expresso 
em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) marcados 
com (***). 
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Os outros genes analisados, apesar de possuírem perfis de expressão semelhantes, 

com tendência ao aumento nos níveis de transcritos com o avanço da idade, se mostraram 

diminuídos neste órgão, Figura 24. 

 

 
 

Figura 24. Perfis de expressão dos genes H2-Q7, H2-Q10, H2-T23 e Aire durante o desenvolvimento do fígado 
em animais C57BL/6. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em 
vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. As diferenças estatísticas segundo o teste two-way 
ANOVA (p<0,001) estão representadas com (*). 
 

5.3.4. PERFIS DE EXPRESSÃO GÊNICA NO INTESTINO 

 

A mucosa intestinal possui um sistema imune especializado na manutenção da 

homeostase imunológica sob constantes exposições a antígenos provenientes dos 

alimentos, de microrganismos comensais e também de patógenos invasores. Assim, 

acredita-se que este órgão seja um local de indução de diversos eventos envolvendo 

mecanismos de inibição da ação de células T.  

Em relação ao gene H2-Q7, quando a sua expressão relativa foi comparada entre as 

diferentes idades, observou-se significância somente nos níveis de mRNA em intestinos de 

animais adultos com 45  e 60 dias (P<0,001). Os níveis observados nessas idades foram cerca 

de 6 a 10 vezes mais elevados que os observados durante o período fetal e perinatal, Figura 

25 A. De maneira geral, a expressão de H2-Q7 se manteve diminuída e abaixo de 0.1 durante 

o período fetal e perinatal, Figura 25 B.  

Não foram observadas diferenças significantes entre os perfis de expressão de H2-

Q7 de BALB/c e C57BL/6, exceto em intestinos de animais com 15 dias onde foram 

observados níveis mais elevados na linhagem C57BL/6 (P=0,0002). Embora não tenha 
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atingido significância, nos outros períodos analisados, os níveis de expressão de H2-Q7 em 

BALB/c foram discretamente mais elevados do que em animais C57BL/6, Figura 25 C. 

Para o gene H2-Q10 a expressão relativa do mRNA se mostrou significantemente 

aumentada durante o período fetal, idades de E18.5 e E20.5 (P<0,001). Durante todos os 

outros períodos, a expressão desse gene se mostrou diminuída, Figura 26 A e B. Quando os 

perfis de expressão entre as linhagens foram comparados, observaram-se níveis elevados 

(P=0.0210) em intestinos de animais da linhagem C57BL/6 com E18.5 dias. Todavia, em 

animais com 10 dias de idade, foram observados níveis aumentados desse transcrito em 

animais da linhagem BALB/c (P=0,045), Figura 26 C. 

Em animais C57BL/6, quando comparados entre as diferentes idades, foram 

observadas elevações nos níveis de H2-T23, com diferenças significantes em animais com 45 

(P<0,05) e 60 dias de idade (P<0,001), Figura 27 A. O perfil de expressão de H2-T23 em 

intestinos fetais foi semelhante ao observado no adulto; aumentos gradativos nos níveis 

desse transcrito com o ganho de idade pelo animal. Entretanto, não foram observadas 

diferenças significantes, Figura 27 B. 

 
Figura 25. Perfil de expressão do gene H2-Q7 durante o desenvolvimento do intestino. Cada coluna representa a média 
de duas ou mais amostras independentes.  A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q7 durante o desenvolvimento 
do intestino de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q7 durante o desenvolvimento fetal do 
intestino de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q7 durante o desenvolvimento do intestino de 
animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos 
expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) 
marcados com (***). 
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Em intestinos de animais BALB/c com 10 dias de idade, os níveis de H2-T23 foram 

significantemente aumentados quando comparados aos valores observados para animais 

C57BL/6 (P<0,0001). Todavia, no período seguinte, animais C57BL/6 expressaram níveis mais 

elevados de H2-T23 (P=0,042), Figura 27 C.  

Em relação aos perfis de expressão de Aire no intestino (Figura 28 A), não foram 

observadas diferenças significantes entre as diferentes idades, exceto, em animais com 5 

dias (P<0,05). De maneira geral, os níveis de expressão desse transcrito foram discretamente 

aumentados durante o período fetal. Nesse período, foram observados aumentos 

significantes nos níveis de Aire em intestinos com E13.5 e E16.5 dias de idade (P<0,01), 

Figura 28 B. 

 

 
Figura 26. Perfil de expressão do gene H2-Q10 durante o desenvolvimento do intestino. Cada coluna representa a média 
de duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q10 durante o desenvolvimento 
do intestino de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q10 durante o desenvolvimento fetal do 
intestino de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q10 durante o desenvolvimento do intestino 
de animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou 
menos expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). 
(P<0,0001) marcados com (***). 

 
Os níveis de Aire em animais BALB/c se mostraram significantemente mais elevados 

em animais com E18.5, E20.5 e 15 dias (P=0,0002, P=0,0067 e P<0,01, respectivamente) 

quando comparado aos níveis observados nos mesmos períodos em animais C57BL/6, Figura 

28 C. 
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Figura 27. Perfil de expressão do gene H2-T23 durante o desenvolvimento do intestino. Cada coluna representa a média 
de duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-T23 durante o desenvolvimento 
do intestino de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-T23 durante o desenvolvimento fetal do 
intestino de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-T23 durante o desenvolvimento do intestino 
de animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou 
menos expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). 
(P<0,0001) marcados com (***). 
 
 

 
Figura 28. Perfil de expressão do gene Aire durante o desenvolvimento do intestino. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene Aire durante o desenvolvimento do 
intestino de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de RNAm do gene Aire durante o desenvolvimento fetal do intestino 
de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de Aire durante o desenvolvimento do intestino de animais 
C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos expresso 
em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) marcados 
com (***). 
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Durante o período fetal e perinatal, entre os dias E16.5 e 3, dos genes analisados, 

H2-Q10 foi o que se apresentou em maiores níveis, com aumento significante em intestinos 

de animais com E20.5 dias de idade (P<0,001). Para os outros períodos, os níveis mais 

elevados observados foram do gene H2-T23 com aumentos significantes em intestinos de 

animais com 10, 45 e 60 dias de idade (P<0,001).  

O perfil de expressão do gene H2-Q7 foi semelhante ao perfil gênico de H2-T23, 

sendo o segundo mais expresso em intestinos de animais adultos jovens. Foram observados 

aumentos gradativos nos níveis desses transcritos de acordo com o avanço de idade pelo 

animal.  

Os níveis de transcritos para o gene Aire, ao longo do desenvolvimento do intestino, 

se mostraram bastante diminuídos, Figura 29. 

 

 
 

Figura 29. Perfis de expressão dos genes H2-Q7, H2-Q10, H2-T23 e Aire durante o desenvolvimento do 
intestino em animais C57BL/6. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt 

expressos em vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. As diferenças estatísticas segundo o 
teste two-way ANOVA (p<0,001) estão representadas com (*). 
 

5.3.5. PERFIS DE EXPRESSÃO GÊNICA NA PLACENTA 

 

Os tecidos embrionários, juntamente com a placenta, o cérebro e a câmara anterior 

do olho são sítios imunologicamente privilegiados onde ocorrem diversos mecanismos de 

inibição das respostas de células imunocompetentes [146]. Nesse contexto, tanto em 

humanos quanto em modelos experimentais, a expressão de moléculas de classe Ib do MHC 
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na placenta está associada à manutenção da sobrevida dos fetos pela inibição da ação de 

células do sistema imune materno. Nós avaliamos a expressão dos genes H2-Q7(Qa2), H2-

Q10(Qa10), H2-T23(Qa1) e Aire em placentas de animais C57BL/6 fêmeas com E13.5, E15.5, 

E16.5 e E20.5 dias de gestação. 

A expressão do gene H2-Q7 não mostrou diferenças significantes entre as idades 

avaliadas. Apesar disso, observou-se uma tendência de aumento nos níveis desse transcrito 

em placentas de animais com E15.5 e E16.5 dias e declínio desses níveis em placentas com 

E20.5 dias de gestação, Figura 30 A. Quando comparados entre as linhagens, os níveis de H2-

Q7 em placentas de animais C57BL/6 com E16.5 e E18.5 (P=0,00137) dias de gestação foram 

mais elevados em comparação aos níveis observados em animais da linhagem BALB/c, 

Figura 30 B. 

O perfil de expressão do mRNA de H2-T23 foi similar ao observado para o gene H2-Q7, com 

um pronunciado aumento nos níveis de expressão em placentas com E15.5 dias de gestação 

e diminuição com o avanço da gestação. Entretanto, não foram observadas diferenças 

significantes nos níveis de H2-T23 neste órgão, Figura 30 C. De forma semelhante ao H2-Q7, 

a expressão de H2-T23 foi significativamente aumentada em animais da linhagem C57BL/6, 

sendo cerca de 3 vezes mais elevada em placentas de animais C57BL/6 com E16.5 dias 

(P=0,004) e cerca de 5 vezes em placentas com E20.5 dias de gestação (P=0,015) em 

comparação a animais BALB/c, Figura 30 D. 

A expressão do gene H2-Q10, em comparação entre as idades não mostrou 

diferenças, apesar do pronunciado aumento em placentas de animais com E13.5 dias de 

gestação, Figura 31 A. Em comparação aos níveis observados em animais BALB/c, observou-

se níveis mais elevados de H2-Q10 em placentas de animais C57BL/6 com E16.5 e E20.5 dias 

de gestação (P=0,0094 e P=0,018, respectivamente), Figura 31 B.  

Para o gene Aire, foram observados níveis significantemente aumentados em 

placentas de animais com E20.5 dias de gestação em comparação às outras idades, Figura 31 

C. De forma semelhante aos outros genes analisados, a expressão de Aire foi 

significantemente mais elevada em animais da linhagem C57BL/6 com E20.5 dias de 

gestação (P=0,0009), Figura 31 D. 
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Figura 30. Perfil de expressão gênica na placenta durante a evolução da gestação. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q7 em placentas de animais 
C57BL/6. B. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q7 em placentas de animais C57BL/6 e BALB/c. C. Quantificação 
relativa de RNAm do gene H2-T23 em placentas de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-T23 em 
placentas de animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes 
mais ou menos expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). 
(P<0,0001) marcados com (***). 

 

 
Figura 31. Perfil de expressão gênica na placenta durante a evolução da gestação. Cada coluna representa a média de 
duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de RNAm do gene H2-Q10 em placentas de animais 
C57BL/6. B. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q10 em placentas de animais C57BL/6 e BALB/c. C. Quantificação 
relativa de RNAm do gene Aire em placentas de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de Aire em 
placentas de animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes 
mais ou menos expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado (p<0,05) estão marcados com (*). 
(P<0,0001) marcados com (***). 
 

Durante a evolução na gestação, o gene que se mostrou significantemente mais 

expresso na placenta de animais C57BL/6 foi o H2-T23 (P<0,001). Em placentas de animais 
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com E15.5 dias de gestação, esse gene foi cerca de 3 vezes mais expresso que o gene H2-Q7, 

na ordem o segundo mais expresso, Figura 32. 

O gene H2-Q7 se mostrou significantemente aumentado quando comparado aos 

genes H2-Q10 e Aire, cuja expressão na placenta se mostrou diminuída em todos os períodos 

avaliados. Interessantemente, os níveis de H2-Q7 foram menores que os de H2-T23 em 

todos os períodos analisados, Figura 32. 

 

 
 

Figura 32. Perfis de expressão dos genes H2-Q7, H2-Q10, H2-T23 e Aire durante a evolução da gestação em 
placentas de C57BL/6. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em 
vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. As diferenças estatísticas segundo o teste two-way 
ANOVA (p<0,001) estão representadas com (*). 

 

5.3.5. PERFIS DE EXPRESSÃO GÊNICA NO CÉREBRO 

 

Nesse estudo, também foi avaliada a expressão de H2-Q7(Qa2), H2-Q10(Qa10), H2-

T23(Qa1) e Aire em outro sítio imunoprivilegiado, o cérebro, de animais das linhagens 

C57BL/6 e BALB/c de diferentes idades, Figuras 37 a 41 (APÊNDICE B). 

Embora tenham sido encontrados níveis bastante diminuídos desses transcritos no 

cérebro, em nenhuma das idades avaliadas, foi atingido significância. Em relação aos perfis 

de expressão de H2-Q7, foram observados aumentos nos níveis desse transcrito em cérebros 

de animais C57BL/6 durante o período perinatal, Figura 37 A. 

Tanto para H2-Q10, quanto para H2-T23, os perfis de expressão dos mRNA de 

ambos, se mostraram bastante diminuídos em todos os períodos analisados. Os aumentos 
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observados no dia E20.5 para H2-Q10 e 5 para H2-T23, são representativos da amostra 

calibradora, Figuras 38 A e 39 A.  

Em relação ao perfil de expressão do gene Aire no cérebro, embora não significante, 

foram observados níveis discretamente aumentados desse transcrito durante o período 

fetal, entre os dias E13.5 e E16.5, em relação as outras idades avaliadas, Figura 40 A. 

De maneira geral, não foram observadas diferenças significantes entre os níveis de 

mRNA de H2-Q7, H2-Q10, H2-T23 e Aire entre os animais das linhagens C57BL/6 e BALB/c, 

Figuras 37 C a 40 C. Da mesma forma, quando comparados, os níveis de expressão entre os 

diferentes transcritos não mostraram nenhuma diferença significante no cérebro de animais 

C57BL/6, Figura 41.  

 

5.3.7. QUANTIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA RELATIVA ENTRE OS ÓRGÃOS 

 

Com o objetivo de verificar quais foram os órgãos que expressaram níveis mais 

elevados de transcritos para H2-Q7(Qa2), H2-Q10(Qa10), H2-T23(Qa1) e Aire, comparamos 

os níveis de expressão desses mRNA nos 6 diferentes órgãos estudados em diferentes 

períodos (§). 

De maneira geral, o timo foi o órgão no qual foram observados os mais elevados 

níveis de expressão do gene H2-Q7. Foram observados níveis aumentados desse transcrito 

no timo de animais C57BL/6 na maioria dos períodos analisados, com aumentos significantes 

em timo de animais com E16.5 (P<0,05) e 60 dias de idade (P<0,01), Figura 33.  

Durante o período fetal, a expressão de H2-Q7 em timos de animais com E16.5 dias 

foi cerca de 10 vezes mais elevada do que a observada nos outros órgãos durante todo esse 

período. Em animais adultos (60 dias) os níveis de H2-Q7 foram cerca de 10 vezes mais 

elevados do que a observada em timos de animais em todas as outras idades analisadas e 

mais de 100 vezes do que a observada em outros órgãos como placenta, fígado e intestino 

durante o período fetal. Em animais adultos, embora não significante, depois do timo o baço 

foi o órgão que mais expressou H2-Q7, seguido do fígado e intestino. Não foram detectados 

níveis consideráveis desse transcrito no cérebro, Figura 33. 

§Para timo, fígado, intestino e cérebro, os níveis de mRNA foram avaliados em animais C57BL/6 com E16.5, E18.5, E20.5, 10, 15 
e 60 dias de idade. Para baço, somente animais com 10, 15 e 60 dias e para placenta, animais com E16.5 e E20.5 dias de 
gestação. 
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Para o transcrito de H2-T23, foram observados aumentos significantes somente em 

fígados de animais adultos (60 dias) (P<0,01) em comparação ao período fetal. Durante esse 

período, os níveis de mRNA de H2-T23 se mostraram discretamente mais elevados em fígado 

e placenta e equivalentes entre timo e intestino. De acordo com o ganho de idade pelo 

animal, foram observados aumentos gradativos na expressão de H2-T23 em fígado, baço e 

intestino. Os níveis desse transcrito em timos de animais adultos se mantiveram 

equivalentes aqueles observados em timos fetais. Embora sem atingir significância, intestino 

e fígado foram os órgãos onde foram observados os níveis mais aumentados de H2-T23, 

seguido do baço e do timo. Foram detectados níveis diminuídos desse transcrito, durante 

todos os períodos analisados, em cérebros de animais C57BL/6 em comparação aos outros 

órgãos, Figura 34. 

O fígado foi o único órgão em que foram detectados níveis significantes de H2-Q10 

(P<0,01). Foram observados aumentos gradativos nos níveis desse transcrito de acordo com 

o avanço da idade, sendo que os níveis mais elevados de H2-Q10 foram observados na fase 

adulta (60 dias). Durante o período fetal, tanto o timo quanto o intestino expressaram níveis 

diminuídos desse transcrito em comparação aos níveis observados em fígados de idades 

semelhantes. Nos órgãos restantes, não foram observados níveis consideráveis de H2-Q10, 

Figura 35. 

Em relação ao gene Aire, os níveis mais elevados desse transcrito foram detectados 

em timos durante o período fetal. Em timos de animais com E16.5 dias, os níveis de Aire 

foram significantemente aumentados (P<0,001) e cerca de 10 vezes mais elevados quando 

comparados aos níveis observados em outros períodos, Figura 36. 

Durante o período fetal, foram detectados níveis diminuídos de mRNA de Aire em 

placenta, intestino e cérebros de animais com E16.5 e E20.5 dias de idade.  Embora não 

tenha atingido significância, foram observados aumentos na expressão de mRNA de Aire em 

baços de animais adultos em níveis semelhantes aos do timo de mesma idade, Figura 36.  

No presente estudo também comparamos os níveis de expressão gênica de H2-

Q7(Qa2), H2-Q10(Qa10), H2-T23(Qa1) e Aire em animais da linhagem BALB/c em diferentes 

idades fetais e pós-natais (E16.5, E18.5, E20.5, 10 e 15). As figuras relativas a essa análise 

encontram-se no APÊNDICE C. 
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Figura 33. Quantificação relativa do RNAm de H2-Q7 durante o desenvolvimento de diferentes órgãos em 
animais C57BL/6. Cada coluna representa a média de duas ou mais amostras independentes. QR= 
Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos 
expresso em relação ao calibrador. As diferenças estatísticas segundo o teste two-way ANOVA (p<0,01) estão 
representadas com (**) e (p<0,05) com (*).§Para baço os níveis de mRNA foram avaliados somente nas idades 
10, 15 e 60 dias. Para placenta, os níveis de mRNA foram avaliados somente nas idades E16.5 e E20.5 dias. 
 

 
Figura 34. Quantificação relativa do RNAm de H2-T23 durante o desenvolvimento de diferentes órgãos em 
animais C57BL/6. Cada coluna representa a média de duas ou mais amostras independentes. QR= 
Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos 
expresso em relação ao calibrador. As diferenças estatísticas segundo o teste two-way ANOVA (p<0,01) estão 
representadas com (**) e (p<0,05) com (*).§Para baço os níveis de mRNA foram avaliados somente nas idades 
10, 15 e 60 dias. Para placenta, os níveis de mRNA foram avaliados somente nas idades E16.5 e E20.5 dias. 
 

Semelhantemente a animais C57BL/6, o órgão que expressou os níveis mais 

elevados de transcritos para o H2-Q7 foi o timo. Foi observado aumento significante 

(P<0,01) nos níveis desse transcrito em timo de animais com 15 dias de idade em 

comparação aos outros órgãos e idades. Durante o período fetal, timo, fígado e intestino 

foram, respectivamente, os órgãos que mais expressaram H2-Q7. Já em idades pós-natais, 

foram observados aumentos nos níveis no baço de animais com 10 e 15 dias, Figura 42. 
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Figura 35. Quantificação relativa do RNAm de H2-Q10 durante o desenvolvimento de diferentes órgãos em 
animais C57BL/6. Cada coluna representa a média de duas ou mais amostras independentes. QR= 
Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos 
expresso em relação ao calibrador. As diferenças estatísticas segundo o teste two-way ANOVA (p<0,01) estão 
representadas com (**) e (p<0,05) com (*).§Para baço os níveis de mRNA foram avaliados somente nas idades 
10, 15 e 60 dias. Para placenta, os níveis de mRNA foram avaliados somente nas idades E16.5 e E20.5 dias. 
 

 

 
Figura 36. Quantificação relativa do RNAm de Aire durante o desenvolvimento de diferentes órgãos em 
animais C57BL/6. Cada coluna representa a média de duas ou mais amostras independentes. QR= 
Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos 
expresso em relação ao calibrador. As diferenças estatísticas segundo o teste two-way ANOVA (p<0,01) estão 
representadas com (**) e (p<0,05) com (*). §Para baço os níveis de mRNA foram avaliados somente nas idades 
10, 15 e 60 dias. Para placenta, os níveis de mRNA foram avaliados somente nas idades E16.5 e E20.5 dias. 
 

 

Para os transcritos de H2-Q10, foram observados aumentos significantes em fígados 

de animais BALB/c com E20.5, 10 e 15 dias, (P<0,05, P<0,01 e P<0,05, respectivamente). 

Assim como em animais C57BL/6, em todos os períodos analisados, o fígado foi o órgão que 

expressou os níveis mais elevados desse transcrito, seguido pelo intestino. Não foram 

encontrados níveis consideráveis de mRNA de H2-Q10 nos órgãos restantes, Figura 43. 
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Os níveis de mRNA de H2-T23 foram significantemente mais elevados em intestinos 

de animais BALB/c com 10 dias (P<0,01). Diferentemente de animais C57BL/6, cuja 

expressão se deu em maior nível em fígados de animais adultos, a expressão de H2-T23 foi, 

na maioria dos períodos analisados, mais elevada em intestinos, seguido do fígado e timo, 

Figura 44. 

Em relação aos níveis de mRNA de Aire, assim como em animais C57BL/6, o timo foi 

o único órgão em que foram detectáveis aumentos significantes desse gene. Foi observado 

grande aumento (P<0,001) nos níveis desse transcrito durante o período fetal, em animais 

com E18.5 dias de idade. Observou-se diminuição dos níveis de Aire de acordo com a idade 

pelo animal. Diferentemente de animais C57BL/6, Aire não foi observado em baços de 

animais jovens, entretanto, observaram-se em todos os períodos analisados, níveis 

diminuídos desse transcrito em outros órgãos, como intestino e cérebro, Figura 45.  
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6. DISCUSSÃO 
 
O presente trabalho teve como finalidade caracterizar a expressão de genes 

relacionados com a modulação do sistema imune por intermédio da indução de tolerância 

imunológica durante o desenvolvimento do timo, de órgãos linfóides secundários e de sítios 

imunologicamente privilegiados em animais C57BL/6 e BALB/c. Em adição, foram 

correlacionados os níveis de expressão desses genes com os principais eventos biológicos 

que ocorrem em cada uma das fases do desenvolvimento desses órgãos, com ênfase 

particularmente no timo. Muitos dos resultados obtidos ao longo deste estudo são pioneiros 

e procuram contribuir com os estudos que reavaliam as bases da geração da tolerância 

imunológica. 

 

6.1 Perfis de expressão gênica de H2-Q7(Qa2), H2-Q10(Qa10), H2-T23(Qa1) e Aire no timo. 

 

Embora genes não-clássicos do MHC classe I estejam envolvidos em algumas 

funções compartilhadas por outros genes de classe Ia, preferencialmente, esses genes 

possuem funções mais especializadas nas respostas imunes. Esse é o caso de Qa-1 (H2-T23) 

que está envolvido na supressão de respostas de células TCD4+ e NK, por intermédio da 

interação com receptores CD94/NKG2A[94], além da indução de células TCD8+ reguladoras [94, 

98], e ainda, da molécula Qa-2 (H2-Q7) que, possivelmente, está envolvida na inibição da 

ação de células NK maternas contra as células do feto [67,72,85]. Dessa forma, acredita-se que a 

expressão dessas moléculas no timo poderia estar intimamente envolvida nos processos de 

seleção positiva e negativa do repertório de timócitos e, por conseqüência, influenciando as 

respostas imunes na periferia [29, 49].  

Em humanos, evidências apontam que a expressão do HLA-G pelas mTECs poderia 

resultar em eventos de tolerância imunológica dirigidos às células T antígeno-específicas, por 

intermédio da geração de células T regulatórias naturais CD4+Foxp3+ [15, 16], ou ainda, pela 

indução de apoptose de células T CD8+ via expressão de Fas [15, 49].  

Em nosso estudo, o gene H2-Q7 foi o que se mostrou mais expresso no timo em 

relação aos genes estudados. Além disso, interessantemente, o timo foi o órgão que mais 

expressou o transcrito desse gene, em comparação aos demais órgãos. Esses resultados são 
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bastante interessantes já que ainda não há na literatura trabalhos mostrando o timo como 

sendo o sítio de maior expressão de Qa-2, principalmente, em timos de animais adultos.    

Neste trabalho, observamos níveis bastante elevados de RNAm do H2-Q7 em timos 

de animais adultos jovens com 45 e 60 dias de idade. Observamos, ainda, que o aumento 

nos níveis de H2-Q7 obedeceu a um padrão distinto de expressão, caracterizado pelo 

aumento gradativo nos níveis de transcritos com o avanço da idade do animal. Esses 

resultados corroboram dados que afirmam que a expressão de Qa-2 pode ser identificada 

em altos picos de expressão, cerca de 3 semanas após o nascimento do animal [148].  

A maior expressão de H2-Q7 em timos de animais adultos, observada neste estudo, 

pode ser explicada por evidências que apontam os linfócitos T maduros e/ou ativados como 

as principais fontes de Qa-2 [61,73,74,88]. A expressão de Qa-2 por timócitos e linfócitos T está 

intimamente relacionada com o amadurecimento fenotípico e funcional dessas células e 

contribuem para os seus mecanismos de ação, como a produção de citocinas e lise mediada 

por granzima A [87, 88].  

Acreditamos que em animais adultos, essas células poderiam estar formando um 

pool de emigrantes tímicos amadurecidos recém-submetidos aos processos de seleção e 

residentes da medula tímica [88]. Ainda, assim como proposto para o HLA-G [49,126], a maior 

expressão de H2-Q7(Qa2) nesse período, poderia estar relacionada com a inibição de células 

NK, presentes no timo, capazes de destruir frações de timócitos que expressam baixas 

densidades de moléculas de classe I na superfície [126]. De maneira geral, mostramos que 

apesar da involução tímica, a expressão de H2-Q7 nesse órgão é bastante elevada em timos 

de animais adultos, mantendo a função do órgão nessa fase da vida. 

Na fase fetal, durante a ontogênese do timo, a expressão de moléculas do MHC de 

classe I e classe II é crucial para a educação e seleção do repertório dos linfócitos [128]. O timo 

fetal precoce, do E13.5 ao 17.5 dia pós-coito, é composto por uma população homogênea de 

células T precursoras que apresentam-se com fenótipo CD4-/CD8- duplo negativo (DN). 

Entretanto, a partir do E18.5 dia pós-coito essa população, gradualmente, passa a adquirir 

marcadores fenotípicos assemelhando-se aos precursores de linfócitos T CD4low do adulto 
[130]. Essas características permitem o reconhecimento e a interação do receptor de célula T 

com o complexo MHC-peptídeo, permitindo a ocorrência da seleção positiva e negativa 

nessas células [130]. 
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Durante o período fetal, observamos aumento dos níveis de mRNA de H2-Q7 em 

timos fetais com E20.5 dias, em comparação aos níveis observados em idades anteriores. 

Nesse período, os processos de seleção positiva e negativa estão ocorrendo no repertório de 

timócitos DP, estimando-se que 81 % dessas células expressam Qa-2 de maneira constitutiva 
[73].  Assim, é possível que os elevados níveis de expressão do H2-Q7, nesse período, 

poderiam ser indicativos do seu envolvimento para geração de timócitos restritos ao 

reconhecimento de antígenos apresentados pelo Qa-2. 

Durante o desenvolvimento inicial do timo (E14.5 – E16.5), nenhuma população de 

timócitos expressa níveis significantes de CD4. A aquisição gradual de CD4 ocorre até o dia 

E18.5 quando, então, se iniciam os processos de seleção positiva [130]. Além disso, dados 

recentes têm mostrado que esse período (E16.5-E18.5) está relacionado com o inicio da 

recombinação V(D)J do TCR em timócitos DN, e ainda, com o início da expressão gênica 

promíscua coordenada pelo Aire [129]. Em nosso estudo, entre as idades E14.5 e E16.5, os 

níveis de mRNA de H2-Q7 se mantiveram constantes, concordando com dados que mostram 

a expressão de Qa-2 por subpopulações de timócitos imaturos CD4-CD8- DN [73]. Apesar de 

não atingir significância, acreditamos que a expressão de H2-Q7 nessa fase da ontogênese 

do timo, possivelmente possa estar envolvida com os processos de seleção positiva dos 

timócitos que ocorre nos estágios subseqüentes da diferenciação tímica. 

A baixa expressão de H2-Q7 observada durante o período fetal, em comparação ao 

adulto, pode estar associada com expressão diminuída de moléculas de classe Ia por 

timócitos corticais, já que o padrão de expressão de Qa-2 por timócitos em desenvolvimento 

é semelhante ao observado para moléculas clássicas como H2-K [73]. De maneira geral, os 

resultados observados durante o período fetal, principalmente para o E20.5 dia de 

desenvolvimento tímico, corroboram os estudos que apontam o Qa-2 como marcador de 

timócitos medulares nos estágios finais de desenvolvimento [74, 88, 89]. Em adição, é bastante 

aceitável o papel de Qa-2 na educação de tímica de células T, já que são descritos subtipos 

de células T CD8+ periféricas educadas exclusivamente no contexto de moléculas de classe Ib 

do MHC [88]. 

Em nosso estudo, observamos diminuição nos níveis de mRNA de H2-Q7 no timo de 

animais recém-nascidos. O período perinatal é uma fase crítica na ontogênese do timo e está 

relacionado com os mecanismos que atuam na prevenção da autoimunidade [117]. A baixa 
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expressão do Qa-2 nessa fase pode estar relacionada com os processos de seleção negativa 

de timócitos que ocorrem durante os 15 primeiros dias após o nascimento do animal. 

Durante esse período, os timócitos são submetidos a modulações fenotípicas e funcionais e 

o ganho na expressão de Qa-2, permite a migração dos timócitos maduros para a periferia 
[74,88,89]. Interessantemente, observamos aumentos significantes na expressão do mRNA de 

H2-Q7 em timos de animais com 45 dias. Esse aumento na expressão pode ser 

representativo da formação dos conjuntos de timócitos funcionalmente amadurecidos.  

Na maioria das idades analisadas em nosso estudo, a expressão de H2-Q7 no timo 

foi significantemente mais elevada nos animais da linhagem C57BL/6. Isso pode refletir o 

fato de que os animais da linhagem BALB/c, normalmente, expressem níveis mais baixos de 

Qa-2 por possuírem a deleção dos loci H2-Q6 e H2-Q9, e assim, caracterizados como médio 

produtores de Qa-2 (Qa2 med)[61]. Estima-se que essas diferenças genéticas entre BALB/c e 

C57BL/6, aparentemente, possam contribuir para diferenças de cerca de 4 a 5 vezes na 

quantificação da expressão gênica entre essas duas linhagens, visto que ambos os genes Q7 

e Q9, sinergicamente, contribuem para maiores níveis de expressão de Qa-2 [61]. 

De maneira semelhante, o timo fetal humano (14 a 22 semanas), expressa baixos 

níveis de células positivas para o HLA-G. Em timos de fetos e de indivíduos jovens, os níveis 

mais elevados de HLA-G são, predominantemente, encontrados na medula tímica [126]. 

Em relação aos níveis de H2-Q10 no timo e em todos os outros órgãos (com exceção 

do fígado), esse transcrito se mostrou pouco expresso e bastante reduzido em comparação 

aos outros genes analisados. Essa baixa expressão do mRNA de H2-Q10 em órgãos linfóides, 

corroboram os achados de outros trabalhos que apontam Qa10 como específico do fígado 
[90, 91, 92, 93].  

Todavia, durante o período fetal, observamos aumentos significantes nos níveis 

desse transcrito em timo de idades iniciais E15.5 e E16.5, período correlacionado com os 

eventos de recombinação V(D)J e início da PGE, e em timos fetais de E19.5 e E20.5 dias, 

período correlacionado com os eventos de seleção positiva e negativa. Além disso, 

observamos aumentos significativos de H2-Q10 em timos no período perinatal.   

Os aumentos nos níveis de mRNA de H2-Q10 em períodos importantes do 

desenvolvimento tímico, nos leva a especular sobre a participação desse gene na geração de 

células TCD8+, restritas a antígenos apresentados no contexto de Qa10. Adicionalmente, os 
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nossos resultados concordam com estudos que citam a participação de Qa10 na 

manutenção da tolerância periférica, possivelmente pela inibição de células NK e TCD8+ [91, 92, 

93]. A expressão de Qa10, aparentemente, pode contribuir para a melhor aceitação de 

aloenxertos, principalmente hepáticos, e também, para a atenuação de processos 

autoimunes por meio da inibição de clones de células T restritas ao Qa10 [92, 93]. 

 De forma semelhante ao H2-Q7, a expressão de H2-Q10 no timo foi 

significantemente mais elevada em animais C57BL/6 na maioria das idades analisadas, 

principalmente durante a fase fetal. Ainda não há na literatura estudos que comparem a 

expressão desse gene entre as diferentes linhagens. Nós demonstramos aqui, que o timo de 

animais C57BL/6 expressam níveis mais elevados de mRNA de H2-Q10 do que animais 

BALB/c.  

Em relação ao gene H2-T23, que codifica a molécula Qa-1, nossos resultados 

mostraram poucas variações nos níveis de mRNA entre as diferentes idades analisadas. 

Observamos aumentos significativos em animais com 5, 15, 45 e 60 dias, entretanto, esses 

níveis foram somente pouco mais elevados em relação aqueles observados durante o 

período fetal.  

Em comparação ao H2-Q7, a expressão de H2-T23 no timo ocorreu em níveis cerca 

de 6 a 100 vezes menores. Acreditamos que esse padrão de expressão observado para o H2-

T23 se deva ao fato de que Qa-1 seja expresso, em sua maior parte, por APCs e células T 

ativadas, durante a fase efetora da resposta imune [94,95,98]. Além disso, em comparação ao 

timo, a expressão de H2-T23, na maioria dos períodos analisados, ocorreu em níveis mais 

elevados em outros órgãos, como no intestino e no fígado, corroborando os achados de 

estudos que apontam a participação de Qa-1 na regulação da autoimunidade na periferia 
[98,99,100]. 

Durante o período fetal, a expressão de H2-T23 se manteve aparentemente 

constante em todas as idades analisadas. Como os níveis observados de mRNA de H2-T23, 

nessa fase, ocorreram de forma semelhante em animais adultos, acreditamos que a 

expressão de H2-T23 ao longo do desenvolvimento do timo, seja importante para a geração 

de clones de células T restritas ao Qa-1. Essa proposição é baseada nos diversos estudos que 

mostram a necessidade da especificidade do reconhecimento de antígenos apresentados 

exclusivamente no contexto das moléculas Qa-1 por células T CD8+ [94,96,99]. Além disso, a 
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seleção e maturação de células TCD8+, dependentes de Qa-1 no timo, está envolvida com a 

geração e ativação de células TCD8+ regulatórias na periferia. Os mecanismos efetores de 

subpopulações de células TCD8+ reguladoras são dependentes do reconhecimento de Qa-1 

presente nas células-alvo [94,97,98]. A seleção intratímica de células TCD8+ restritas ao Qa-1 

requer a expressão de Qa-1, mas não necessita da expressão do Qdm. Em contraste da 

seleção de timócitos restritos as moléculas de classe I convencionais, a expressão de Qa-1 

por células hematopoéticas é suficiente para a seleção positiva no timo [63]. 

Neste estudo, os animais BALB/c expressaram níveis significantemente mais 

elevados de mRNA para H2-T23, tanto no timo quanto no fígado e intestino, na maioria das 

idades analisadas, em comparação a animais C57BL/6. Acreditamos que, devido ao claro 

envolvimento de Qa-1 na geração de células T regulatórias, esse padrão de expressão de H2-

T23, mais elevado em animais BALB/c, poderia estar relacionado com a maior 

susceptibilidade desses animais a infecções por Mycobacterium e outros agentes biológicos 

intracelulares [149, 150, 151, 152].   

Em humanos, levanta-se a possibilidade de que no timo, o HLA-E poderia interagir 

com TCRs específicos presentes em timócitos, já que a estrutura da molécula HLA-E é 

bastante semelhante a das moléculas de classe Ia clássicas. Esse reconhecimento poderia 

gerar a deleção de clones autorreativos de timócitos por meio do reconhecimento de 

antígenos específicos, restritos à apresentação pelo HLA-E [134]. 

Estudos recentes de análise do perfil de expressão gênica no sistema imune 

mostram que os processos de diferenciação e maturação, bem como a ativação de linfócitos, 

são acompanhados por ondas de expressão paralela de centenas de genes. Nesse processo, 

o gene Aire desempenha papel central já que ele está diretamente implicado no controle da 

expressão de milhares de antígenos tecido-específicos provenientes de diversos órgãos da 

periferia [116]. No presente estudo, observamos aumentos significantes na expressão de Aire 

por volta do E16.5 de desenvolvimento tímico em animais C57BL/6. Nesse período, o 

aumento na expressão nos níveis do mRNA de Aire foi cerca de 5 vezes maior em 

comparação aos níveis observados nas idades anteriores. No entanto, em idades posteriores 

a E17.5, os níveis de Aire permaneceram diminuídos. Esses resultados estão em 

concordância com estudos envolvendo a análise da ontogenia do timo, mostrando que o 

surgimento de mTECs embrionárias expressando Aire surge anteriormente ao aparecimento 
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de timócitos maduros CD4+TCRhi /CD8+ TCRhi, ou seja, por volta do E16.5 dia de gestação, e 

ainda, depende da expressão do fator de transcrição RORγ-T e da sinalização do NF-kB e 

RANK-RANKL por células indutoras de tecido linfóide (LTis) [131]. 

Em animais da linhagem BALB/c, o aumento na expressão de Aire ocorreu por volta 

do dia E18.5 e, em animais C57BL/6, como relatado anteriormente, por volta do E16.5 dia de 

desenvolvimento tímico. Esses resultados estão de acordo com achados prévios do nosso 

grupo que mostram que em animais C57BL/6, a PGE pode ser observada logo no início dos 

processos de recombinação V(D)J do TCR, por volta do E16.5, e em animais BALB/c, logo 

após a recombinação, por volta do E18.5 dia [132]. Assim, o tempo de amadurecimento das 

células T durante a ontogenia do timo, aparentemente, é diferente entre as linhagens de 

camundongo, sugerindo importante papel do background genético na modulação deste 

fenômeno nas diferentes linhagens murinas [132]. 

Assim como para o gene H2-T23, os níveis de transcrito para Aire foram 

significantemente mais elevados, na maioria dos períodos analisados, em animais da 

linhagem BALB/c. Acreditamos que, assim como para o Qa-1, a maior expressão de Aire 

nesses animais, possivelmente, poderia estar relacionada com a maior susceptibilidade 

dessa linhagem a infecções causadas por diversos patógenos intracelulares, em comparação 

aos animais C57BL/6 [149, 150, 151, 152]. Levantamos essa possibilidade, baseados em evidências 

que mostram que o gene Aire, além de ser o regulador da tolerância central realizada no 

timo, aparentemente, possui função importante no modelamento do repertório de células T 

reguladoras [60]. Ainda não está claro se Aire possui efeito direto no estabelecimento do 

repertório de células T reguladoras no timo ou se ele influencia diretamente o 

compartimento dessas células na periferia. Todavia, devido ao fato de que Aire controla a 

PGE de TRAs nas mTECs, acredita-se na idéia de que esses eventos poderiam também 

promover o desvio clonal de timócitos para a geração de células T reguladoras [60]. 

  A exposição de antígenos-próprios regulados pela expressão de Aire durante o 

período fetal é essencial e suficiente para prevenir o aparecimento da autoimunidade a 

multiórgãos, comumente encontrada em animais deficientes desse gene. Qualquer antígeno 

ao qual o sistema imune é exposto durante o período fetal, ou nos estágios neonatais, é 

reconhecido como próprio, ocorrendo tolerância imunológica duradoura. Assim, acredita-se 

que linfócitos imaturos sejam grandemente sensíveis à indução de tolerância [133].  
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Em nosso trabalho, observamos a manutenção da expressão de Aire em timos de 

animais recém-nascidos e adultos. Entretanto, essa expressão ocorreu em níveis bem 

menores quando comparados aos estágios iniciais de desenvolvimento do timo (E16.5 e 

E17.5), porém, foram semelhantes aos níveis de expressão observados nos estágios finais de 

desenvolvimento fetal desse órgão (E19.5 e E20.5). Esse achado corrobora os estudos que 

apontam para a diminuição nos níveis de Aire em tecidos tímicos adultos [117, 133]. 

Aparentemente, a expressão desse gene é dispensável no animal adulto, já que, 

teoricamente, os conjuntos de células T tolerizadas, durante o período fetal, podem diminuir 

as conseqüências deletérias dos clones de células T autorreativos que possam surgir na 

periferia no adulto [117, 133] 

Conhecidamente, sabe-se que o gene Aire tem a capacidade de induzir a expressão 

de moléculas envolvidas na regulação das respostas imunes, como PD-1 e PD-1L [117]. 

Baseados nessa evidência, acreditamos que genes não-clássicos do MHC, como o H2-T23 e 

H2-Q10 poderiam estar sob controle transcricional do Aire. Levantamos essa possibilidade, 

baseados na observação dos perfis de expressão desses genes durante os estágios iniciais do 

desenvolvimento fetal.  

O início da expressão de Aire, em timos fetais (E16.5) está correlacionado com o 

aumento nos níveis de expressão de H2-T23, H2-Q7 e H2-Q10 no mesmo período, e 

também, nos períodos subsequentes (de E17.5 a E20.5). Esse achado é bastante relevante, 

pois nos leva a pensar na possibilidade de genes de classe Ib do MHC estarem sendo 

regulados positivamente sob a ação do gene Aire durante os processos de PGE, garantindo 

assim, manutenção da tolerância aos antígenos próprios no timo durante o período fetal, 

como também na periferia ao longo do desenvolvimento do animal.  

No timo, os genes regulados pelo Aire mostram claras evidências de agrupamento 

genômico, sugerindo que mecanismos epigenéticos estejam agindo em suas regulações 

transcricionais. Além disso, fatores como a especificidade tecidual, a suprarquitetura da 

cromatina, combinações de fatores de transcrição, ou ainda, microRNAs, podem modular 

genes susceptíveis à ação do Aire [135].  

Sugere-se que o Aire após entrar no núcleo, preferencialmente, se localizaria em 

regiões de cromatina transcricionalmente silenciada e, nessas regiões, o domínio PHD-1 

dessa molécula se ligaria especificamente a resíduos de lisina 4 não-metiladas em  histonas 
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H3. Aire deve possuir a capacidade de ativar genes que possuem essa marca, H3K4me0, em 

suas regiões promotoras. Esses genes são usualmente silenciados ou expressos em baixos 

níveis.  A baixa expressão e a presença da marca H3K4me0 pode ser característica de 

ativação de genes dependentes de Aire fora dos tecidos onde eles são normalmente 

expressos, como nas mTECs [119, 120].  

Conhecidamente em humanos, a expressão do gene HLA-G é regulada em nível 

epigenético, devido à presença de ilhas de metilação de motivos CpG dentro da região 

regulatória 5’ proximal na posição -450 e -725 upstream ao códon de iniciação do gene do 

HLA-G [136, 137]. Além disso, a acetilação das histonas H3 e H4 nas regiões promotoras do gene 

HLA-G está relacionada com o aumento de sua expressão em células derivadas de câncer 

gástrico [136]. 

Essas evidências nos levam a especular acerca da possibilidade de que, tanto o HLA-

G quanto as outras moléculas não-clássicas do MHC humano e murino, possam ser passíveis 

de regulação pelo gene Aire. Entretanto, são necessários estudos mais aprofundados nessa 

área para verificar a possibilidade de ocorrência desse fenômeno. 

A expressão do Aire é geralmente utilizada para definir o estágio de diferenciação 

das mTECs e a perda de sua função altera a arquitetura tímica e o amadurecimento dessas 

células. Além disso, ausência de Aire funcional promove a expressão reduzida do conjunto 

de TRAs nessas células, implicando em seleção negativa defeituosa, permitindo o escape de 

clones de células T autorreativas [117].   

Algumas teorias procuram explicar como o gene Aire influencia a diferenciação das 

mTECs  e a capacidade dessas células em realizar a PGE. O primeiro modelo, o da 

diferenciação terminal, propõe que as diferentes subpopulações de mTECS, ocasionalmente, 

adquirem a capacidade de realizar PGE e se tornam mais diferenciadas e promíscuas. Nesse 

modelo, as unidades transcricionais da PGE se tornam totalmente ativas quando o Aire 

começa a ser expresso nas mTECs mais diferenciadas [138]. O outro modelo, o de 

desenvolvimento, considera que a PGE é um reflexo da multipotência de mTECs pré-

maduras antes de se comprometerem com algum tipo celular. Nesse modelo, a expressão de 

vários conjuntos de genes de TRAs é regulada por programas conservados que são ativos em 

mTECS em desenvolvimento, controladas tanto por células Aire– ou Aire+. Esse modelo 
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considera que o Aire atua nos estágios iniciais de diferenciação das mTECs, entretanto, ele 

foi provado não ser válido, visto que evidências recentes, demonstraram que as mTECs 

maduras Aire+CD80hi ou Aire+MHC-IIhi se desenvolvem a partir de mTECs imaturas Aire-

CD80lo ou Aire- MHC-IIlo. Em adição, as mTECs são pós-mitóticas e p63- (marcador dos 

estágios iniciais de diferenciação epitelial) [138], corroborando evidências de que o modelo de 

diferenciação terminal seja mais adequado para explicar a ação do gene Aire.  

De acordo com a cinética de expressão de Aire observada em nosso trabalho, 

acreditamos na ocorrência do modelo de diferenciação terminal das mTECs, já que, 

observamos a expressão do gene por volta do dia E16.5 em animais C57BL/6 e dia E18.5 dia 

em animais BALB/c. Em ambas as linhagens, nesses períodos, a arquitetura tímica já está 

desenvolvida e já são abundantemente encontradas cTECs e mTECs nos compartimentos 

tímicos [129, 132]. Além disso, a ocorrência dos processos de recombinação V(D)J dos timócitos 

e início da PGE nesses períodos (E16.5 a E18.5) é indicativo de que o surgimento de mTECs 

embrionárias expressando Aire seja anterior ao aparecimento de timócitos maduros 

CD4+TCRhi /CD8+ TCRhi , e ainda, anterior aos processos de seleção positiva e negativa, 

correlacionando-se com o aumento na proporção de células indutoras de tecido linfóide 

(LTis) [131].  

 

6.2. Perfis de expressão gênica de H2-Q7(Qa2), H2-Q10(Qa10), H2-T23(Qa1) e Aire em 

órgãos linfóides periféricos. 

 

-Baço 

Os órgãos linfóides periféricos ou secundários são tecidos anatomicamente 

distintos que eficientemente capturam e concentram antígenos estranhos para iniciar os 

eventos das respostas imunes adaptativas [121]. Esses órgãos linfóides especializados incluem 

o baço, os linfonodos e os tecidos linfóides associados às mucosas, como as placas de Peyer 

no intestino, as tonsilas, o tecido linfóide associado à mucosa nasal e o tecido linfóide 

associado à mucosa brônquica [140].  

Em camundongos, o desenvolvimento do baço e também dos linfonodos consiste 

de eventos altamente ordenados que se iniciam durante a embriogênese e continuam ao 

longo das 3 semanas após o nascimento do animal [140].  
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O evento inicial no desenvolvimento dos órgãos linfóides periféricos é a formação 

do sistema linfático que se inicia por volta do E10.5, logo após o surgimento dos sacos 

linfóides a partir de vasos sanguíneos mais largos. Após a formação dos sacos linfóides, os 

tecidos conectivos invadem essa estrutura formando as estruturas precursoras dos 

linfonodos. A rede linfática completa encontra-se totalmente desenvolvida em animais com 

E15.5 dias. Durante a embriogênese e entre os dois primeiros dias após o nascimento do 

animal, as células endoteliais altas dos linfonodos passam a expressar moléculas de adesão o 

que permite a colonização dos linfonodos pelas células LTis [141]. 

Em nosso estudo, observamos que no baço, o perfil de expressão do H2-Q7(Qa2) e 

do H2-T23(Qa1) foram similares, caracterizados pelo aumento gradativo dos níveis de mRNA 

com a idade do animal. Para o gene H2-Q7, observamos que esse padrão foi o mesmo 

observado no timo. Assim, a expressão de H2-Q7 no baço de animais C57BL/6 foi cerca de 3 

vezes mais elevada do que a observada em animais BALB/c. Esse resultado era esperado, 

visto que, tem sido relatado que animais BALB/c expressam menores níveis de Qa-2 [61].  

De maneira geral, H2-Q7 foi o gene mais expresso no baço de animais com idades 

superiores a 10 dias e, após o timo, esse órgão foi o que mais expressou H2-Q7. Esses 

resultados apóiam dados na literatura que relatam a ocorrência de expressão de Qa-2 no 

baço e afirmam que essa expressão ocorre em níveis suficientes para a realização de priming 

de células TCD8+ por células esplênicas [73].   

Para o gene H2-T23, observamos que no baço a expressão do mRNA foi 

discretamente mais elevada em comparação com à observada no timo em idades 

equivalentes. Acreditamos que esse padrão de expressão no baço possa estar relacionado a 

estado de maior ativação das células T nesse órgão, visto que a expressão de Qa-1, 

preferencialmente, ocorre em células imunocompetentes ativadas [96,98]. Além disso, a 

expressão de H2-T23 por órgãos linfóides periféricos, apóia evidências que mostram o 

envolvimento de Qa-1 na indução de células T CD8+ regulatórias e na manutenção dos 

mecanismos de tolerância periférica [94,97, 99].  

Em nosso estudo, não encontramos níveis significativos de H2-Q10 em baços de 

animais C57BL/6 e BALB. 

Em relação ao gene Aire, detectamos expressão do mRNA no baço de animais 

C57BL/6 com 15 e 60 dias de idade. A expressão desse gene no baço de animais adultos (60 
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dias) ocorreu em níveis semelhantes aos observados no timo no mesmo período. A detecção 

da expressão de Aire por células do baço é bastante interessante, visto que, nos últimos 

anos tem se notado o aumento no número de trabalhos que procuram identificar a 

expressão de Aire e a ocorrência da PGE por outros tecidos que não o timo [60, 117, 131]. 

A relevância e a funcionalidade da expressão de Aire em órgãos linfóides periféricos 

ainda é bastante controversa. Recentemente, foi visto que, células do estroma do linfonodo, 

do baço e das placas de Peyer (intestino) expressam níveis diminuídos de Aire.  A expressão 

de Aire por esses órgãos ocorre em determinadas subpopulações celulares denominadas de 

eTACs (extrathymic autoimmune regulator-expressing cells - células extratímicas aire-

positivas). As eTACs são células estromais localizadas na interface entre as zonas de células B 

e células T e expressam receptores característicos de células apresentadoras de antígenos, 

entretanto, elas diferem das mTECs pela ausência de alguns marcadores [60, 117]. Assim como 

as mTECs, as eTACs realizam os processos de expressão gênica promíscua e são capazes de 

mediar a deleção de células T autorreativas. Porém, o número de genes controlados pelo 

Aire nessas células é cerca de dez vezes menor em comparação ao número controlado pelas 

mTECs no timo. Além disso, foi demonstrado que ocorre pouca sobreposição entre os 

conjuntos de genes induzidos pelo Aire no timo e os observados nos órgãos linfóides 

periféricos. A diferença na composição dos genes induzidos pelo Aire nesses dois órgãos 

sugere um papel complementar dos mecanismos da tolerância periférica à tolerância que é 

desenvolvida no timo [60, 117]. 

 

- Fígado 

O fígado é o maior órgão presente nos animais adultos e é responsável por diversas 

funções como metabolismo de proteínas, carboidratos, lipídeos, secreção da bile, e ainda, 

promove a desintoxicação de xenobióticos [142]. A sua estrutura anatômica e a sua 

vasculatura fazem desse órgão um alvo importante para a ocorrência de importantes 

eventos imunológicos [142]. 

Diversas evidências suportam idéia de que o fígado atua como um órgão linfóide 

secundário, atuando predominantemente como órgão de imunidade inata, mas também, 

agindo como um local de ativação primária de células T e como barreira física responsável 
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pela filtração de antígenos, potencialmente perigosos, que podem alcançar o organismo 

através do trato gastrointestinal pelo sistema porta-hepático [143]. 

Os sinusóides hepáticos e a rede reticuloendotelial contêm diversas populações de 

células imunologicamente importantes incluindo células NK, células de Kupffer (macrófagos 

hepáticos), células dendríticas, células NK-T, linfócitos T CD8+ e CD4+, Linfócitos Tγδ, 

linfócitos T CD8-/CD4- (DN), células T regulatórias CD8+ e CD4+, células estreladas e células 

dos sinusóides endoteliais hepáticos. 

Estudos recentes têm relatado que o fígado é um órgão “tolerizado”, local onde 

ocorrem diversos mecanismos ativos de modulação das respostas imunes e devido ao seu 

tamanho e localização, esse órgão seria capaz de impor eventos de tolerância imunológica 

sistêmica [142, 143, 144]. 

Nossos resultados mostraram que tanto no período fetal, quanto na fase adulta, o 

fígado foi responsável pela elevada expressão de genes de moléculas não-clássicas do MHC, 

principalmente do gene que codifica a molécula Qa10. 

Durante o período fetal do fígado, observamos que os níveis de mRNA de H2-

Q7(Qa2), H2-T23(Qa1) e H2-Q10(Qa10) foram diminuídos, em comparação com as idades 

pós-natais. Apesar disso, mostramos que a expressão desses transcritos já pode ser 

detectada durante o período embrionário em animais com E13.5 dias. Acreditamos que a 

expressão desses genes nesses períodos iniciais do desenvolvimento possa estar envolvida 

com a manutenção do estado “imunossuprimido” do fígado desde a fase embrionária até a 

fase adulta do animal, e ainda, possa estar envolvida nos processos de crescimento e 

desenvolvimento normal desse órgão, visto que os períodos embrionários e perinatais são 

críticos para esses processos [141, 144].  

Durante a embriogênese, o fígado fetal atua como importante órgão 

hematopoético, dando origem a diversos tipos celulares como os progenitores das células T 

e B, células NK, células dendríticas e monócitos [141,144]. Conhecidamente, as células-tronco 

mesênquimais do fígado fetal expressam HLA-G [32] e, de forma semelhante, tem sido 

relatado que células-tronco hematopoéticas expressam a molécula Qa-2 [61]. Com base 

nessas evidências, acreditamos que a elevada expressão de transcritos para H2-Q7, H2-T23 e 

H2-Q10 durante o período fetal, possa estar sendo desempenhada por células-tronco 
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presentes nesse órgão, ou ainda por células da linhagem linfóide geradas no fígado durante 

o período embrionário. 

No fígado, observamos que os níveis de RNAm de H2-Q7 e de H2-T23, semelhante 

ao observado no timo, baço e intestino, obedeceram a um padrão de aumento de acordo 

com a idade do animal. Acreditamos que esse padrão possa estar relacionado com a 

montagem das respostas imunes e, como conseqüência, maior ativação celular frente aos 

diferentes estímulos que esses animais possam entrar em contato ao longo do seu 

desenvolvimento. 

Tem sido demonstrado que as células hepáticas parenquimatosas expressam níveis 

elevados de Qa-2 [73]. Adicionalmente, o fígado possui uma população abundante de 

linfócitos T com TCRγδ e células T DN (CD4-CD8-) que estão envolvidas na regulação das 

respostas imunes nesse órgão, e possivelmente, na melhor aceitação a transplantes 

hepáticos [142].  

Sabendo que linfócitos Tγδ no timo, durante o período fetal, podem ser educados 

no contexto das moléculas Qa-2 e na periferia, no fígado, podem reconhecer antígenos 

apresentados no contexto dessa molécula [61, 73], acreditamos na possibilidade de 

envolvimento de Qa-2 na regulação das respostas imunes desempenhadas por essas 

subpopulações de linfócitos no fígado durante a fase adulta. 

Os leucócitos e a maioria dos tipos celulares residentes no fígado possuem funções 

imunossupressoras e são, preferencialmente, tolerogênicos. Os mecanismos de tolerância 

nesse órgão envolvem eventos de apoptose por negligência, devido à ligação de células T às 

APCs com baixos níveis de co-estimulação, e envolvem também, eventos ativos de 

imunossupressão realizados por células imunoregulatórias, sendo esses últimos, os 

principais mecanismos que garantem a manutenção do fígado como órgão tolerogênico [142, 

143]. 

Esse estado constante de tolerância, observado nas subpopulações celulares 

hepáticas, possivelmente, é uma das razões que contribui para os altos índices de aceitação 

de transplantes hepáticos, mas também abre uma janela de vulnerabilidade para patógenos 

mais adaptados, como os vírus da hepatite e o Plasmodium sp., infectarem e estabelecerem 

as infecções crônicas observadas neste órgão [143]. 
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As células de Kupffer, as células dos sinusóides endoteliais e as células estreladas 

hepáticas possuem a capacidade de apresentar antígenos às células T e de promover a 

inibição dessas células pela produção de IL-10, e ainda, pela expressão de moléculas 

tolerogênicas, como PD-1/PD-1L[142, 143].  

A expressão elevada de H2-Q10, H2-Q7 e H2-T23 no fígado, observada em nosso 

trabalho, e as evidências de que as células hepáticas podem expressar moléculas 

relacionadas com modulação do sistema imune, é mais um forte indício que nos leva a 

especular acerca do envolvimento de moléculas não-clássicas do MHC de classe Ib na 

manutenção da homeostase imunológica desse órgão.  

No fígado, a população de células NK compõe cerca de 50% do total de linfócitos 

isolados e, nesse órgão, expressam os receptores CD94/NKG2A, NKG2B e NKG2C [142, 143]. 

Como os principais ligantes para esses receptores são moléculas não-clássicas do MHC de 

classe I, como Qa-1, acreditamos que a expressão de H2-T23 possa estar contribuindo com 

inibição das ações efetoras dessas células pela interação com o Qa-1. 

Adicionalmente, as células dos sinusóides endoteliais do fígado são capazes de 

promover o desvio do sistema imune para o perfil de células T regulatórias, tanto TCD4+ 

quanto TCD8+[142,143]. No fígado, podem ser isoladas diversas subpopulações de células TCD8+ 

regulatórias, entre elas, aquelas que possivelmente possam ser restritas à molécula Qa-1 [94, 

96]. Dessa forma, acreditamos que a elevada expressão de H2-T23 observada em fígados de 

animais com 15, 45 e 60 dias, além de contribuir para a inibição da ação de células NK, 

poderia ainda, estar relacionada com o surgimento do pool de células T CD8+ regulatórias 

restritas ao Qa-1 nesse órgão. 

Em humanos, alguns subtipos de células T CD8+ têm sido identificados e 

denominados como células TCD8+ naturais, possuindo fenótipo CD8+HLA-G2+ e CD8+CD122+ 

[143]. Aparentemente, a expressão de HLA-G por essas células possui envolvimento com os 

processos de imunossupressão observados no fígado [143].  

Entre as linhagens, de forma geral, animais C57BL/6 expressaram maiores níveis de 

H2-Q7 e animais BALB/c, maiores níveis de H2-T23. Como sugerido anteriormente para os 

outros órgãos, como timo e baço, acreditamos que essas diferenças de expressão entre as 

linhagens possam contribuir para os seus distintos padrões de susceptibilidade e resistência 

a infecções por diversos patógenos intracelulares [149, 150, 151, 152]. 
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Nossos resultados mostraram que o gene H2-Q10 foi o mais expresso em todos os 

períodos analisados no fígado, tanto em animais C57BL/6, quanto em animais BALB/c, com 

tendência a elevações gradativas nos níveis de RNAm de acordo com a idade do animal. Os 

níveis de H2-Q10, quando comparados entre os diferentes órgãos, foram detectados quase 

que exclusivamente no fígado (e intestino). Esses resultados estão de acordo com dados na 

literatura que afirmam que Qa10 é uma molécula fígado-específica, expressa em altos níveis 

pelas células parenquimatosas hepáticas (hepatócitos) e secretada no soro ao invés de 

estarem associadas à membrana [92, 93, 94]. Além disso, tem sido relatado que hepatócitos que 

expressam Qa10, aparentemente, são livres de processos autoimunes e mostram poucas 

evidências de lesão celular [92]. 

Animais transgênicos para o Qa10 são funcionalmente tolerantes a antígenos 

presentes exclusivamente em células parenquimatosas do fígado. Nesses animais, observou-

se a ocorrência da inativação de células T antígeno-específicas por mecanismos envolvendo, 

possivelmente, a molécula Qa10 [92]. Especula-se a possibilidade dos mecanismos de 

tolerância periférica que ocorrem nesse órgão envolvam a deleção ou a inativação de células 

que reconheçam antígenos específicos no contexto de moléculas de MHC, como o Qa10 [92].  

Tem sido demonstrado que devido as suas características, o fígado pode impor 

eventos de tolerância imunológica sistêmica, influenciando as respostas imunes em outros 

locais do corpo [143]. Conhecidamente, os transplantes de fígado são os que possuem os 

maiores índices de aceitação em comparação aos outros órgãos. Em casos de co-

transplantes renal ou cardíaco associado ao fígado, a aceitação desses órgãos é mais bem 

sucedida devido, possivelmente, à tolerância sistêmica imposta pelo fígado [142, 143]. 

Os mecanismos que o fígado utiliza para impor um estado imunossupressor 

sistêmico envolvem a captura de células T CD8+ ativadas circulantes, através da expressão de 

moléculas de adesão no endotélio dos vasos hepáticos, o desvio das respostas imunes para 

um padrão de células T regulatórias e a produção de citocinas, como a IL-10, pelas células de 

Kupffer [143]. 

Embasados nesses mecanismos, acreditamos que a elevada produção de Qa10 

solúvel pelo fígado, poderia ser um dos mecanismos utilizados por esse órgão para modular 

as respostas imunes em diferentes locais do corpo. Assim, a expressão de Qa10 seria um 

mecanismo adicional pelo qual o fígado imporia a tolerância imunológica sistêmica, visto 
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que, a molécula Qa10, por ser molécula exclusivamente solúvel, poderia teoricamente 

acessar, através da circulação, diversos órgãos, inclusive sítios-alvo de manifestações 

autoimunes ou aloenxertos [61]. 

 

-Intestino 

A mucosa intestinal é provida por um sistema imune altamente especializado e 

distinto em muitos aspectos de outros compartimentos do sistema imunológico. As células 

imunocompetentes da mucosa intestinal são expostas constantemente a grande variedade 

de antígenos derivados dos alimentos, de bactérias residentes e de microrganismos 

invasores [145, 146]. 

 Devido às suas funções, o intestino precisa ser órgão delimitado por barreira que 

permita a absorção de nutrientes, garanta a manutenção constante da tolerância aos 

alimentos e aos produtos da flora comensal e, ainda, permita a montagem de respostas 

imunológicas na defesa contra antígenos potencialmente patogênicos [145]. 

O sistema imune da mucosa intestinal compreende alguns compartimentos como as 

placas de Peyer, os folículos linfóides da mucosa colônica, os linfócitos presentes na lâmina 

própria e os linfócitos intra-epiteliais. As placas de Peyer se localizam nas porções 

antimesentéricas da mucosa e são compostas por múltiplos folículos linfóides associados ao 

epitélio, centros germinais e regiões interfoliculares conectadas a vênulas de endotélio alto 

e os vasos linfáticos eferentes [145].  

Na lâmina própria, a maioria dos linfócitos T são CD4+ e TCR αβ(60-70%). O restante 

(30-40 %) é composto pos linfócitos T CD8+. Algumas subpopulações mais restritas de células 

T se desenvolvem independentemente das placas de Peyer, sendo integradas à camada 

epitelial. Essas células recebem o nome de linfócitos T intra-epiteliais (iIELs) e são 

predominantemente CD8+. Em humanos, 5 a 30 % das iIELs do intestino delgado possuem 

TCRγδ e são ou CD8+ ou CD4-CD8- DN. Na lâmina própria, é encontrada alta freqüência de 

células T ativadas e de memória que permitem a rápida montagem de respostas imunes 

contra os patógenos [145, 146].  

Em nosso estudo, foi observado que, assim como no fígado, a expressão de H2-

Q7(Qa2) e H2-T23(Qa1) aumentou gradativamente de acordo com a idade do animal, sendo 

que ambos os genes foram os mais expressos em intestinos de animais adultos.  
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Dados na literatura têm demonstrado a ocorrência de linfócitos intra-epiteliais 

educados no contexto das moléculas Qa-2 [73, 87]. No intestino, Qa-2 poderia estar 

relacionado com a seleção extra-tímica de linfócitos intra-epiteliais TCD8αα por meio da 

apresentação de determinados antígenos para essas células [73, 87]. Adicionalmente, subtipos 

de linfócitos intra-epiteliais com TCRγδ, além de estarem envolvidos na manutenção da 

integridade da barreira epitelial, estão envolvidos também na regulação das respostas 

imunes intestinais por mecanismos de imunossupressão [145]. 

Células epiteliais do intestino também podem expressar Qa-2, entretanto, essa 

expressão é bem menor do que a observada nos iIELs, e ainda, menor do que os níveis de 

moléculas clássicas como H2-D e K [73]. Além disso, tem sido relatado que animais deficientes 

de Qa-2 são susceptíveis a infecções causadas por Taenia crassiceps e que os níveis dessa 

molécula se correlacionam com a resistência a infecções e com os níveis celulares de iIELs 

CD8αα TCRαβ[73]. 

A descoberta de que subpopulações do intestino expressam Qa-2 é de potencial 

interesse, visto que evidências recentes mostram que sua expressão está implicada na 

seleção e manutenção de iIELs CD8aa/TCRαβ de mucosa e, por conseqüência, na regulação 

das respostas imunes [73]. Adicionalmente, como grande parte dos iIELs expressam 

predominantemente CD8+[145] e estão envolvidos com a manutenção da homeostase 

intestinal, acreditamos que a expressão de Qa-2 nesse órgão seja essencial para as 

atividades efetoras dessas células através da apresentação de determinados antígenos 

específicos via Qa-2. 

Em nosso estudo, foi observado que o gene H2-T23 foi o mais expresso no intestino 

de animais adultos, sendo o intestino, logo após o fígado, o órgão que mais expressou esse 

transcrito, em ambas as linhagens estudadas. Acreditamos que os elevados níveis de H2-T23 

identificados possam estar correlacionados com o envolvimento da molécula Qa-1 na 

modulação das respostas imunes para a manutenção da homeostase imunológica e indução 

da tolerância oral intestinal. 

A tolerância oral é definida como a indução de estado de não-responsividade a 

antígenos administrados oralmente, mesmo após o desafio antigênico subseqüente. 

Conhecidamente, a administração oral de antígenos protéicos solúveis induz estado de não-

responsividade imunológica sistêmica específica para as proteínas dos alimentos [145, 146]. 
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Em situações fisiológicas, os antígenos encontrados na mucosa intestinal induzem 

tolerância nas células da lâmina própria e nos linfócitos intra-epiteliais, devido à 

apresentação alterada de peptídeos que levam à anergia induzida pelo antígeno, ou ainda, à 

deleção dos clones de células T específicos [145]. De maneira geral, os principais mecanismos 

utilizados na indução da tolerância oral são a deleção clonal, a anergia e a indução de células 

supressoras que inibem ativamente clones de linfócitos T [145, 146]. 

Baseados nessas evidências, levantamos a possibilidade de que, no intestino, a 

elevada expressão de H2-T23 esteja relacionada com os mecanismos desempenhados pela 

molécula Qa-1 na supressão das respostas de células NK e de linfócitos T CD8+ por meio da 

interação com receptores de inibição, na apresentação de determinados antígenos para 

subtipos de linfócitos Tγδ [69] e para a manutenção e geração de células T CD8+ regulatórias 

restritas ao reconhecimento de Qa-1, contribuindo assim, diretamente para o 

estabelecimento do estado de tolerância oral no intestino. 

Dados na literatura têm relatado que as células T reguladoras são abundantemente 

encontradas na lâmina própria do intestino, podendo ser geradas nesses locais ou ainda 

podendo migrar para esses sítios. As células T reguladoras exibem alto potencial migratório 

específico para determinados tecidos, principalmente para o intestino, por possuírem 

receptores de endereçamento (homing) para esse órgão [146].  

Durante o desenvolvimento fetal do intestino, não observamos diferenças 

significantes na expressão de H2-Q7 e H2-T23. Entretanto, observamos que o gene H2-Q10 

foi o mais expresso nesse período e no período perinatal (entre E14.5 e 5 dias). Esses 

resultados são interessantes, já que fornecem evidências de que outros órgãos, além do 

fígado, possam expressar Qa10 e induzir eventos de tolerância sistêmica. 

Além disso, podemos observar que em intestinos de embriões, por volta do dia 

13.5, já podem ser detectados níveis consideráveis de transcritos para essas moléculas não-

clássicas do MHC, corroborando a idéia de que, desde o início da ontogenia, a expressão 

constitutiva dessas moléculas é importante na manutenção da homeostase imunológica 

intestinal. 

Em nosso estudo, observamos níveis diminuídos de transcritos para o Aire no 

intestino em comparação aos outros genes analisados. Entretanto, esses níveis foram 
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detectados em intestinos de animais já durante o período fetal e aumentaram 

discretamente, durante o período perinatal, principalmente em animais BALB/c.  

Análises do desenvolvimento fetal do intestino e dos linfonodos mesentéricos 

rudimentares (entre E16.5 e E18.5) de camundongos têm revelado a presença das LTis para 

a formação dessas estruturas. Essas células, são as mesmas LTis envolvidas intimamente na 

diferenciação das mTECs no timo [141].  

No intestino fetal, as placas de Peyer já são observadas em animais com E15.5 dias. 

Dentro dessas estruturas, por volta dos dias E16.5 e E17.5, ocorre o acúmulo de células 

hematopoéticas CD45, CD11c, MHC-II, CD4+ (LTis) que são necessárias para a formação 

normal dos centros organizadores dessas estruturas [141].  

Os nossos resultados para o gene Aire no intestino, juntamente com as evidências 

acerca do papel das LTis na formação das placas de Peyer e  na diferenciação das mTECs 

durante o período fetal [60, 141], nos leva a pensar na possibilidade do envolvimento de Aire 

nos processos de seleção extra-tímica e na realização da indução de PGE no intestino. É 

importante notar que as eTACs presentes nas placas de Peyer expressam Aire e realizam 

processos de PGE. Em nosso estudo, demonstramos então, que Aire já pode ser detectado, 

em níveis diminuídos, em intestinos de fetos com E13.5 dias e se mantêm constantes em 

idades posteriores ao nascimento do animal. 

 

6.3. Perfis de expressão gênica de H2-Q7(Qa2), H2-Q10(Qa10), H2-T23(Qa1) e Aire em sítios 

imunologicamente privilegiados. 

 

-Placenta 

O termo imunoprivilégio é utilizado geralmente para descrever a proteção das 

estruturas vitais, como o cérebro, os testículos, a câmara anterior do olho e o útero 

gestacional, dos efeitos potencialmente nocivos das respostas imunes inflamatórias [146]. 

Essas estruturas, geralmente, possuem adaptações que atuam como barreiras físicas 

impedindo a entrada de células do sistema imune. Essas adaptações incluem a barreira 

hemato-encefálica no cérebro, a baixa temperatura nos testículos, a pouca vascularização da 

câmara anterior do olho, a presença de moléculas como Fas-FasL ou ainda a presença de 
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moléculas não-clássicas do MHC de classe I, como o HLA-G, nos tecidos embrionários e da 

placenta [146]. 

A placenta compõe a interface materno-fetal promovendo grande número de 

funções essenciais para o desenvolvimento do feto e para a sua sobrevivência. A eficiência 

da placenta em realizar tais funções é dependente de vários fatores, incluindo a sua área de 

superfície, a sua vascularização e permeabilidade, a influência do útero e do cordão 

umbilical na transferência de substratos ao feto, e finalmente, a manutenção do privilegio 

imunológico protegendo o feto da ação de células NK e de linfócitos T maternos [144]. 

Na placenta, nos estágios finais do desenvolvimento embrionário (E13.5 a 20.5), 

não observamos diferenças nos níveis de expressão dos genes H2-Q7, H2-Q10 e H2-T23. 

Para esses genes, observamos diminuição progressiva dos níveis de mRNA com o avanço da 

gestação, tanto em animais C57BL/6 quanto BALB/c. 

Em nosso estudo, não obtivemos placentas em estágios iniciais da gestação. 

Acreditamos que será necessário analisar a expressão desses genes ao longo de toda a 

gestação para podermos definir a importância biológica que eles possuem ao longo de todo 

o desenvolvimento gestacional. Todavia, os padrões de expressão observados nos estágios 

gestacionais mais tardios, analisados no presente estudo, nos levam a especular acerca da 

importância de Qa-1 e Qa-2, tanto no desenvolvimento do inicial do embrião, quanto na 

manutenção da integridade do feto nos estágios finais da gestação, visto que, evidências 

têm mostrado que a presença de Qa-2 na interface materno-fetal confere vantagem seletiva 

nesses períodos [85]. 

Os perfis de expressão de H2-Q7 e H2-T23 observados em nosso trabalho estão de 

acordo com estudos em humanos que mostram que a molécula de HLA-G apresenta 

regulação temporal bem marcada durante a gravidez, havendo elevada expressão no início e 

diminuição da expressão no terceiro trimestre de gestação [147]. 

Tanto para o H2-Q7, H2-Q10 quanto para o H2-T23, os níveis de expressão do 

mRNA foram mais elevados em animais C57BL/6 em comparação aos animais BALB/c. 

Interessantemente, nossos resultados mostraram níveis mais elevados de H2-T23 em 

comparação ao H2-Q7 na placenta.  

Os resultados observados para H2-T23, neste trabalho, são semelhantes a dados 

que mostram que na placenta humana ocorre a presença, tanto de HLA-G como de HLA-E, 
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em células do trofoblasto. Nesses locais, ambas as moléculas de classe Ib estão envolvidas 

na inibição da ação de células NK maternas [146]. 

Os níveis de mRNA de Aire e de H2-Q10 se mostraram bastante diminuídos na 

placenta. Entretanto, observamos em placentas derivadas de animais com E20.5 dias de 

gestação, discreto aumento nos níveis de mRNA de Aire, sugerindo que a placenta possa ser 

local de realização da PGE. Entretanto, estudos mais aprofundados são necessários para 

validar essas evidências. 

O fato de H2-T23(Qa1) ter sido mais expresso do que o gene H2-Q7(Qa2) foi algo 

surpreendente para nós, já que a placenta e os tecidos embrionários são descritos na 

literatura como sendo os principais sítios de expressão de Qa-2. Nesse contexto, os genes 

H2-Q6/Q7/Q8/Q9 são denominados de Ped gene (gene da pré-implantação e 

desenvolvimento embrionário) [67, 71, 75, 77]. 

 A expressão de Qa-2 é essencial para o desenvolvimento normal dos embriões. Em 

animais da linhagem B6K1, que não expressam Qa-2, é observada a perda dos fetos por volta 

do E14.5 dia de desenvolvimento fetal. Demonstrando que a presença dessa molécula na 

interface materno-fetal confere vantagem seletiva nessa fase da gestação [85].  

Além disso, animais deficientes de Qa-2 mostram menor tamanho e peso ao nascer. 

Com 21 semanas de vida, esses animais possuem índices significativamente elevados de 

pressão arterial e são acometidos de síndrome metabólica caracterizada pelo aumento de 

determinados órgãos, como cérebro, fígado e pulmão [85]. 

A importância de Qa-1 e Qa-2 na placenta é demonstrada a partir de estudos que 

mostram que as células T γδ, presentes em determinados sítios, como na decídua, são 

oligoclonais e restritos a antígenos apresentados por moléculas de classe Ib. 

Interessantemente, essas populações de células T γδ são selecionadas no timo durante o 

período fetal. O eventos de seleção de timócitos restritos a moléculas não-clássicas no timo 

fetal podem influenciar o repertório de células T que realizam respostas imunes na periferia 

e em tecidos, como nas células epiteliais uterinas [126]. 

Acreditamos que estudos mais aprofundados acerca de como os eventos de seleção 

tímica contribuem para a geração de timócitos restritos as moléculas não–clássicas, como 

Qa-2 e HLA-G, poderiam fornecer informações sobre os mecanismos utilizados pelo sistema 

imune materno para se adaptar ao exerto semi-alogênico fetal [126]. 
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Acredita-se que a expressão de moléculas não-clássicas do MHC, como o HLA-G e 

Qa-2 no timo materno, e em células do trofoblasto fetal, poderia ter sido conservada e 

selecionada ao longo da evolução para a garantia de proteção do feto durante a gravidez 
[146]. 

-Cérebro 

A expressão do mRNA de H2-Q7(Qa2), H2-Q10(Qa10) e H2-T23(Qa1) foi detectada 

no cérebro, entretanto, em níveis bastante diminuídos. Não observamos diferenças 

significantes na expressão desses mRNA nos diferentes períodos analisados e também não 

foram observadas diferenças entre as duas linhagens estudadas. Esses resultados 

corroboram estudos que mostram que no cérebro, a expressão de moléculas de classe Ib do 

MHC, ocorre em níveis bastante diminuídos e por vezes até não detectáveis [61, 73]. 

Todavia, quando comparamos os níveis de expressão dos quatro genes juntos, 

observamos que os níveis de mRNA de H2-Q7 foram discretamente mais elevados do que os 

outros genes. Recentemente, foi sugerido que a molécula Qa-2, quando expressa no 

cérebro, pode ter importante função no desenvolvimento e na plasticidade desse órgão [127].  

De maneira semelhante, evidências têm demonstrado que a expressão induzida de 

HLA-G no cérebro, durante o curso de processos inflamatórios de doenças como a esclerose 

múltipla, desempenha importantes funções, como a inibição das respostas mediadas por 

células T citotóxicas e células NK e inibição da proliferação de células T [146]. 

No cérebro, nossos resultados sugerem que, caso as moléculas codificadas pelos 

genes avaliados nesse estudo, sejam expressas nesse órgão, essa expressão deve ocorrer em 

níveis bastante diminuídos, em situações especiais ou em sítios distintos do cérebro. 

Interessantemente, no cérebro, observamos a presença de mRNA de Aire em todas 

as idades avaliadas e em níveis semelhantes aos observados no intestino, principalmente em 

animais BALB/c. Esse achado é relevante, e nos leva a especular sobre o efeito biológico da 

expressão de Aire em tecidos do sistema nervoso central.  

 

Finalizando, mostramos que a expressão de genes não-clássicos do MHC murino 

ocorre em níveis elevados durante o desenvolvimento do timo, principalmente em timo de 

animais adultos. E que, de maneira geral, a expressão desses genes obedece a um padrão de 
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aumento gradativo de acordo com a idade do animal, como visto para o timo, e para órgãos 

periféricos como fígado, intestino e baço.  

Consideramos importante estudo como este, já que é cada vez mais notório que a 

ocorrência da geração e da seleção de células T restritas às moléculas de classe Ib durante o 

desenvolvimento tímico podem ser um dos possíveis mecanismos pelos quais o sistema 

imune utiliza para garantir a manutenção da tolerância periférica em outros órgãos e tecidos 

do corpo. 

Consideramos que ainda há muito estudo a ser realizado nessa área. Como 

perspectivas futuras, pretendemos analisar a expressão protéica de Qa-1, Qa-2, Qa10 e Aire 

nos órgãos de diferentes idades que obtivemos ao longo deste trabalho, e que se encontram 

estocados a – 80° C. Pretendemos ainda, realizar a verificação de quais subpopulações 

tímicas expressam Qa-2, Qa-1 e Qa10 através da separação do estroma tímico e dos 

timócitos; realizar análises in silico de possíveis sítios de ligação para o Aire nas regiões 

promotoras de H2-Q7, H2-Q10 e H2-T23, a fim de verificar se esses genes são passíveis de 

regulação pelo Aire; verificar a ocorrência de diferentes subpopulações de células T CD8+ 

restritas ao Qa-1 entre animais C57BL/6 e BALB/c, a fim de se verificar uma das possíveis 

razões das diferenças na susceptibilidade e resistência desses animais aos mesmos 

patógenos; e pretendemos ainda, realizar a análise dos níveis de Qa-1, Qa-2, Qa10 e Aire, e 

seus respectivos transcritos, em animais acometidos de manifestações autoimunes. 

O aprofundamento nos estudos envolvendo essas moléculas, em modelos animais 

pode contribuir de forma significativa aos conhecimentos atuais acerca do HLA-G e HLA-E, 

em humanos. Esses estudos constituem-se, dessa forma, uma prévia fundamental para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas, como por exemplo, a produção de moléculas 

não-clássicas do MHC recombinantes associadas às terapias de imunossupressão. Esse tipo 

de abordagem poderia contribuir de forma direta para a melhoria da qualidade de vida da 

população e oferecer novas perspectivas acerca dos mecanismos utilizados pelo sistema 

imunológico para regular as respostas imunes através da indução de eventos de tolerância 

imunológica. 
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7. SUMÁRIO DE RESULTADOS E CONCLUSÕES 
 
 

7.1. O gene H2-Q7 é expresso durante todo o desenvolvimento fetal do timo, 

particularmente entre por volta do dia E20.5. Entretanto os níveis mais elevados desse 

transcrito ocorrem em timos de animais adultos, sendo esse órgão a maior fonte de H2-Q7 

observada. O perfil de expressão de H2-Q7 é semelhante entre o timo e os órgãos linfóides 

periféricos e é caracterizado por aumentos gradativos dos níveis de RNAm de acordo com a 

idade do animal. Na placenta, é observada a diminuição dos níveis de H2-Q7 nos estágios 

finais da gestação e, de forma geral, os níveis de H2-Q7 são inferiores aos de H2-T23. O 

cérebro, aparentemente, não expressa níveis consideráveis desse transcrito. De maneira 

geral, em todos os órgãos analisados, animais C57BL/6 expressam níveis consideravelmente 

mais elevados de H2-Q7 do que animais BALB/c. 

 

7.2. No timo o perfil de expressão de H2-T23 mostra pouca variação entre os períodos fetais 

e pós-natais, com discretos aumentos nos níveis de RNAm em animais adultos. H2-T23 é 

altamente expresso pelo fígado e intestino durante todo o desenvolvimento, com aumentos 

gradativos ao longo da ontogenia. No baço são observados aumentos importantes na 

expressão de H2-T23 de acordo com o avanço da idade. Baço e placenta expressam níveis 

semelhantes desse transcrito, sendo que na placenta é observada a diminuição dos níveis de 

H2-T23 com o avanço da gestação. Aparentemente o cérebro expressa níveis diminuídos 

desse transcrito. De maneira geral, para todos os órgãos e na maioria das idades, animais 

BALB/c expressam níveis mais elevados de RNAm para H2-T23. Nesses animais, os maiores 

níveis de H2-T23 são observados no intestino, enquanto que em animais C57BL/6, os níveis 

mais elevados ocorrem no fígado. 

 

7.3. O gene H2-Q10 é específico do fígado e altamente expresso durante todo o 

desenvolvimento hepático. Os níveis mais elevados de H2-Q10 são observados por tecidos 

hepáticos adultos. No fígado, o perfil de expressão de H2-Q10 é semelhante ao dos outros 

genes de classe Ib e mostra aumentos gradativos a idade do animal. No timo e intestino, H2-

Q10 é mais expresso durante o período fetal, entretanto em níveis consideravelmente 

diminuídos em relação ao fígado. A expressão de H2-Q10 não é observada no baço, na 
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placenta e no cérebro. Animais das linhagens C57BL/6 e BALB/c expressam H2-Q10, 

entretanto, os níveis desse transcrito entre as duas linhagens variam de acordo com o órgão 

e idade analisados e, de maneira geral, não mostram diferenças significativas. 

 

7.4. O gene Aire é abundantemente expresso durante o desenvolvimento fetal do timo. Em 

animais C57BL/6, Aire começa a ser significantemente expresso por volta do E16.5 dia de 

desenvolvimento. Em animais BALB/c, aumentos na expressão de Aire são observados por 

volta do dia E18.5. A expressão do mRNA de Aire em ambas as linhagens é mantida em 

níveis bastante diminuídos ao longo do período perinatal do timo e em timos de animais 

adultos. A expressão extra-tímica de Aire pode ser observada em órgãos como baço, 

intestino, placenta e cérebro, entretanto, em comparação ao timo fetal, essa expressão 

ocorre em níveis consideravelmente diminuídos, tanto no período fetal quanto pós-natal. De 

maneira geral, em órgãos linfóides, os maiores níveis de mRNA de Aire são observados em 

animais da linhagem BALB/c em comparação aos animais C57BL/6. 

 

Baseados nas hipóteses levantadas e nos objetivos propostos, concluímos que: 

 

1. Genes não-clássicos do MHC de classe I começam a ser expressos cedo 

durante a ontogenia do timo e de órgãos linfóides periféricos, cujos níveis variam de acordo 

com o órgão estudado e a idade do animal; 

 

2. Durante a ontogenia do timo, o gene Aire é pronunciadamente mais expresso 

no período fetal e detectado em níveis diminuídos na fase adulta e em órgãos linfóides 

periféricos, indicando que sua funcionalidade transcende ao período fetal. 

 
3. Animais das linhagens C57BL/6 e BALB/c, ao longo do seu desenvolvimento, 

apresentam perfis de expressão gênica, em geral, semelhantes, porém, com níveis de 

transcritos diferentes, variando de acordo com a fase de desenvolvimento de cada órgão.  
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APÊNDICE A - RAZÃO ENTRE A EXPRESSÃO DOS GENES ENDÓGENOS NAS AMOSTRAS.  

 

Tabela A – Estabilidade da expressão dos genes endógenos de acordo com a idade dentro de um 
mesmo órgão. *Razão: quanto mais próxima do valor 1 mais estável/menos variável. **ENDO: média 
geométrica entre GAPDH e ACTB. 
 

Timo Fígado 
Média Cts Razão (~1) Média Cts Razão (~1) 

GAPDH GAPDH 
E14.5 60 

0.848361801 
E14.5 60 

0.993616904 17.613 20.761 18.057 18.173 
ACTB ACTB 

E14.5 60 
0.918674853 

E14.5 60 
0.948274458 17.9555 19.545 17.462 18.415 

ENDO ENDO 
E14.5 60 

0.947243205 
E14.5 60 

0.970788817 21.17314 20.05611 17.75701 18.29132 
 

Intestino Cérebro 
Média Cts Razão (~1) Média Cts Razão (~1) 

GAPDH GAPDH 
E14.5 60 

0.905512691 
E14.5 60 

0.924454873 16.196 17.886 17.473 16.153 
ACTB ACTB 

E14.5 60 
0.982991942 

E14.5 60 
0.979045837 16.257 15.981 15.699 16.035 

ENDO ENDO 
E14.5 60 

0.960328045 
E14.5 60 

0.971683727 16.22647 16.8968 16.56227 16.09328 
 

Baço Placenta 
Média Cts Razão (~1) Média Cts Razão (~1) 

GAPDH GAPDH 
1 60 

0.938082243 
E13.5 E20.5 

0.920547386 21.254 19.938 18.028 19.584 
ACTB ACTB 

1 60 
0.897725413 

E13.5 E20.5 
0.954388505 18.333 16.458 17.137 17.956 

ENDO ENDO 
1 60 

0.917021513 
E13.5 E20.5 

0.937315232 19.73954 18.10159 17.57686 18.75234 
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Tabela B – Estabilidade da expressão dos genes endógenos entre o timo e os diferentes órgãos 
de idades equivalentes (60 dias). *Razão: quanto mais próxima do valor 1 mais estável/menos variável. 
**ENDO: média geométrica entre GAPDH e ACTB. 
 

 
Média Cts Razão (~1) Média Cts Razão (~1) 

GAPDH GAPDH 
Timo Fígado 

0.875360057 
Timo Intestino 

0.861535794 20.761 18.173 20.761 17.886 
ACTB ACTB 

Timo Fígado 
0.94215912 

Timo Intestino 
0.817625991 19.545 18.415 19.545 15.981 

ENDO ENDO 
Timo Fígado 

0.912007388 
Timo Intestino 

0.842476518 20.05611 18.29132 20.05611 16.8968 
 

Média Cts Razão (~1) Média Cts Razão (~1) 
GAPDH GAPDH 

Timo Cérebro 
0.778060364 

Timo Baço 
0.960376868 20.7606 16.153 20.7606 19.938 

ACTB ACTB 
Timo Cérebro 

0.820414428 
Timo Baço 

0.842056792 19.545 16.035 19.545 16.458 
ENDO ENDO 

Timo Cérebro 
0.802413068 

Timo Baço 
0.90254728 20.05611 16.09328 20.05611 18.10159 

 
 

Média Cts Razão (~1) 
GAPDH 

Timo Placenta 
0.976952518 17.6125 18.028 

ACTB 
Timo Placenta 

0.999972154 17.9555 17.956 
ENDO 

Timo Placenta 
0.885666723 21.17314 18.75234 
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Tabela C – Estabilidade da expressão dos genes endógenos entre os animais C57BL/6 e BALB/c. 
*Razão: quanto mais próxima do valor 1 mais estável/menos variável. **ENDO: média geométrica entre 
GAPDH e ACTB. 

 
Timo Fígado 

Média Cts Razão (~1) Média Cts Razão (~1) 
GAPDH GAPDH 

C57BL/6 BALB/c 
0.949237609 

C57BL/6 BALB/c 
0.953 18.213 19.187 19.383 18.466 

ACTB ACTB 
C57BL/6 BALB/c 

0.921340431 
C57BL/6 BALB/c 

0.962416505 20.51568 18.902 18.837 18.130 
ENDO ENDO 

C57BL/6 BALB/c 
0.978490563 

C57BL/6 BALB/c 
0.958393898 19.44029 19.02214 19.0896 18.29536 

 
 

Intestino Cérebro 
Média Cts Razão (~1) Média Cts Razão (~1) 

GAPDH GAPDH 
C57BL/6 BALB/c 

0.833948926 
C57BL/6 BALB/c 

0.97991922 17.893 21.456 18.193 17.827 
ACTB ACTB 

C57BL/6 BALB/c 
0.846392516 

C57BL/6 BALB/c 
0.958324707 16.754 19.795 16.571 17.291 

ENDO ENDO 
C57BL/6 BALB/c 

0.840066164 
C57BL/6 BALB/c 

0.988341876 17.30493 20.59949 17.35068 17.55534 
 

Baço Placenta 
Média Cts Razão (~1) Média Cts Razão (~1) 

GAPDH GAPDH 
C57BL/6 BALB/c 

0.987114602 
C57BL/6 BALB/c 

0.871144959 20.362 20.628 18.474 21.206 
ACTB ACTB 

C57BL/6 BALB/c 
0.984848485 

C57BL/6 BALB/c 
0.942496903 16.619 16.367 17.151 16.165 

ENDO ENDO 
C57BL/6 BALB/c 

0.999365917 
C57BL/6 BALB/c 

0.961374401 18.38606 18.3744 17.79958 18.51472 
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APÊNDICE B – Perfil de expressão gênica de H2-Q7, H2-Q10, H2-T23 e Aire no cérebro de 

animais C57BL/6 e BALB/c em diferentes idades. 

 

 

Figura 37. Perfil de expressão do gene H2-Q7 durante o desenvolvimento do cérebro. Cada coluna representa a 
média de duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de mRNA do gene H2-Q7 durante todo o 
desenvolvimento do cérebro de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de mRNA do gene H2-Q7 durante todo o 
desenvolvimento fetal do cérebro de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q7 durante o 
desenvolvimento do cérebro de animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 
2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado 
(p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) marcados com (***). 
 

 

Figura 38. Perfil de expressão do gene H2-Q10 durante o desenvolvimento do cérebro. Cada coluna representa a 
média de duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de mRNA do gene H2-Q10 durante todo o 
desenvolvimento do cérebro de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de mRNA do gene H2-Q10 durante todo o 
desenvolvimento fetal do cérebro de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q10 durante o 
desenvolvimento do cérebro de animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 
2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado 
(p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) marcados com (***). 
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Figura 39. Perfil de expressão do gene H2-T23 durante o desenvolvimento do cérebro. Cada coluna representa a 
média de duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de mRNA do gene H2-T23 durante todo o 
desenvolvimento do cérebro de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de mRNA do gene H2-T23 durante todo o 
desenvolvimento fetal do cérebro de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-T23 durante o 
desenvolvimento do cérebro de animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 
2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado 
(p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) marcados com (***). 
 
 

 
Figura 40. Perfil de expressão do gene Aire durante o desenvolvimento do cérebro. Cada coluna representa a média 
de duas ou mais amostras independentes. A. Quantificação relativa de mRNA do gene Aire durante todo o 
desenvolvimento do cérebro de animais C57BL/6. B. Quantificação relativa de mRNA do gene Aire durante todo o 
desenvolvimento fetal do cérebro de animais C57BL/6. C. Comparação dos perfis de expressão de H2-Q7 durante o 
desenvolvimento do cérebro de animais C57BL/6 e BALB/c. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 
2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. Os valores próximos do nível de significância adotado 
(p<0,05) estão marcados com (*). (P<0,0001) marcados com (***). 
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Figura 41. Perfis de expressão dos genes H2-Q7, H2-Q10, H2-T23 e Aire em cérebros de animais C57BL/6 
em diferentes idades. QR= Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos 
em vezes mais ou menos expresso em relação ao calibrador. As diferenças estatísticas segundo o teste two-
way ANOVA (p<0,001) estão representadas com (*). 
 
 
 
APÊNDICE C – Quantificação relativa do RNAm de H2-Q7, H2-T23, H2-Q10 e Aire durante 

o desenvolvimento de diferentes órgãos em animais BALB/c. 

 
Figura 42. Quantificação relativa do RNAm de H2-Q7 durante o desenvolvimento de diferentes órgãos em 
animais BALB/c. (§) Cada coluna representa a média de duas ou mais amostras independentes. QR= 
Quantificação relativa representativo da média dos valores de 2-ΔΔCt expressos em vezes mais ou menos 
expresso em relação ao calibrador. As diferenças estatísticas segundo o teste two-way ANOVA (p<0,01) 
estão representadas com (**) e (p<0,05) com (*). §Para baço os níveis de mRNA foram avaliados somente 
nas idades 10 e 15 dias. Para placenta, os níveis de mRNA foram avaliados somente nas idades E16.5 e 
E20.5 dias. 
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Figura 43. Quantificação relativa do RNAm de H2-Q10 durante o desenvolvimento de diferentes órgãos 
em animais BALB/c. (§) 
 

 
Figura 44. Quantificação relativa do RNAm de H2-T23 durante o desenvolvimento de diferentes órgãos 
em animais BALB/c. (§) 
 

 
Figura 45. Quantificação relativa do RNAm de Aire durante o desenvolvimento de diferentes órgãos em 
animais BALB/c. (§) 
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APÊNDICE D – VARIÁVEIS ESTATÍSTICAS 
Tabela D – Perfis de expressão gênica analisados pelo teste one way ANOVA – Comparação 
Bonferroni. 
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ANEXO A – Certificado de aprovação do Comitê de ética em experimentação animal. 
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ANEXO B - Informações adicionais sobre os sondas do Taqman Inventoried Assays, 

Taqman®Gene Expression Assaysa utilizados para análise da expressão gênica. 

 
 

Gene Symbol RefSeq Gene Name Assay IDb 
H2-Q7 NM_010394.3 histocompatibility 2, Q region locus 7 Mm00843895_m1 

H2-Q10 NM_010391.4 
histocompatibility 2, Q region locus 

10 Mm01275264_m1 

H2-T23 NM_010398.3 
histocompatibility 2, T region locus 

23 Mm00439246_m1 
Aire NM_009646.1 Autoimmune regulator Mm00477461_m1 

Gene Symbol Probe Foward Primer Amplicon Size 
H2-Q7 FAM/MGB TGACCTTGGAGCTGTGGCCATCATT 91 

H2-Q10 FAM/MGB GACCCAGGCAGGCTCACACTCCATG 65 
H2-T23 FAM/MGB TATGCTCATGTTCTAGGCAGCAAGA 65 

Aire FAM/MGB CTTGCCAAGGTAGGGGACGACTCTG 89 
Gene Symbol RefSeq Gene Name Part Number 

GAPDH NM_008084.2 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 4352339E 
ACTB NM_007393.1 Beta - Actin 4352341E 

Gene Symbol Probe Foward Primer Amplicon Size 
GAPDH VIC/MGB CCAAGGTCATCCATGACAAC 107 
ACTB VIC/MGB GCTCTTTTCCAGCCTTCCTT 115 

 
(a - Ensaios pré-formulados de Real-Time PCR previamente fabricados e imediatamente avaliados no 
momento do pedido. A eficiência de amplificação dos primers é assegurada como igual a 1, permitindo a 
aplicação do método do 2^ΔΔCt. b – A terminação _m representam sondas que expandem através de 
junções éxon-éxon e não amplificam DNA genômico.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

