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RESUMO 

 

Reis ES. Papel do Sistema Complemento na Diferenciação e Maturação das Células 
dendríticas [Tese]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas; 2008. 
 

Monócitos humanos podem ser diferenciados em células dendríticas na presença de soro e 

citocinas. Uma das principais funções das células dendríticas imaturas é a captura e 

processamento de antígenos, por outro lado, as células dendríticas maduras são 

especializadas na apresentação dos antígenos. O papel do complemento na diferenciação 

de monócitos para células dendríticas permanece desconhecido. Neste trabalho, 

observamos que as células dendríticas são uma fonte de proteínas do sistema complemento 

(C3, C5, C9, fator I, fator H, fator B, fator D, properdina, CR1 e CD18) e, além disso, 

observamos que o complemento pode modular a diferenciação e maturação destas células. 

Células mononucleares humanas foram isoladas e a fração aderente foi cultivada na 

presença de GM-CSF e IL-4 em meio suplementado com soro humano normal ou soro 

deficiente de C3. A ausência de C3 durante a diferenciação teve um impacto negativo na 

expressão da lectina tipo C- DC-SIGN, das moléculas apresentadoras de antígenos HLA-

DR e CD1a e das moléculas coestimuladoras CD80 e CD86. A produção espontânea de IL-

6 e IL-12 também foi menor na ausência de C3. Além disso, observamos que a maturação 

das células dendríticas em resposta ao LPS foi prejudicada na ausência de C3, evidenciado 

pela menor expressão de HLA-DR, moléculas coestimuladoras e menor produção de IL-12. 

Deste modo, estes resultados sugerem uma participação do complemento na diferenciação 

e maturação de células dendríticas humanas. Também sabemos que o sistema 

complemento pode contribuir para a polarização da resposta imune após o reconhecimento 

de padrões moleculares. Neste trabalho também demonstramos uma cooperação entre Toll-

like receptors (TLR) e receptores do complemento no direcionamento e magnitude da 

resposta de linfócitos T CD4+. Observamos que a sinalização feita por meio do C3aR e 

C5aR presentes em células dendríticas esplênicas murinas tem importante impacto na 

maturação destas células em resposta a ligantes de TLR2 e 4. Mais especificamente, 

encontramos: (1) menor expressão de MHC-II em células dendríticas C5aR-/-, a qual está 

associada com menor expressão de RNAm do transativador de MHC-II (CIITA). 

Mecanisticamente, a sinalização pelo C5aR é requerida para a expressão de MHC-II 

durante o desenvolvimento das células dendríticas a partir de precursores de medula óssea. 

(2) menor expressão de moléculas coestimuladoras nas células dendríticas de animais 
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C3aR-/-, C5aR-/- e C5L2-/-. (3) menor produção de IL-12p40, IL-12p70 e IL-6 em resposta a 

ligantes de TLR2 pelas células dendríticas de animais C3aR-/- e C5aR-/-. Importante notar 

que nas células dendríticas C3aR-/-, mas não nas C5aR-/-, a produção de IL-12 é regulada 

por um mecanismo dependente de IL-10. Deste modo, a ausência de sinal pelos C3aR e 

C5aR, regula negativamente a habilidade destas células na indução da resposta de 

linfócitos T CD4+, modificando os níveis de proliferação e citocinas produzidas. De 

maneira conjunta, nossos achados contribuem para o entendimento de como proteínas do 

sistema complemento contribuem para a diferenciação e maturação de células dendríticas e 

com o desenvolvimento da resposta imune adaptativa.  

 

Palavras-chave: Imunidade inata, Sistema complemento, Células dendríticas, C3, C5. 
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ABSTRACT 
 

Reis ES. Complement System in Dendritic Cell Differentiation e Maturation [Thesis]. São 
Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas; 2008. 
 

Human monocytes can be differentiated into immature dendritic cells in the presence of 

serum e cytokines. One of the main functions of immature dendrítica cells is to capture e 

process antigens. Following maturation, they differentiate into antigen presenting cells. 

The role of complement in the differentiation process from monocytes towards immature 

dendritic cells remains elusive. Here we demonstrate that dendritic cells produce 

complement proteins (C1q, C3, C5, C9, C4BP, Factor I, factor H, factor B, factor D, 

properdin, CR1 e CD18) e that complement C3 has a regulatory impact in the expression 

of specific dendritic cell surface molecules e DC-derived cytokine production during cell 

differentiation. We isolated human adherent peripheral blood mononuclear cells, which 

were cultured in the presence of GM-CSF plus IL-4 in medium supplemented with normal 

human serum or C3 deficient serum. The lack of C3 during dendritic cell differentiation 

negatively impacted the expression of C-type lectin receptor DC-SIGN, the antigen 

presenting molecules HLA-DR e CD1a, e the costimulatory molecules CD80 e CD86. 

Further, the spontaneous production of IL-6 e IL-12 was reduced in the absence of C3. 

Moreover, the maturation of immature DCs in response to LPS challenge was impaired in 

the absence of C3 as evidenced by reduced MHC-II, co-stimulatory molecule expression as 

well as modulated IL-12 e TNF-α production. Collectively, our results provide evidence 

for a novel role of C3 as a critical cofactor in human DC differentiation e maturation. We 

also know that several parts of the immune system sense danger e communicate this 

information to innate immune cells which acquire the ability to instruct adaptive immune 

responses. The complement system is no exception. Here, we demonstrate that the cross-

talk between TLR e complement receptors defines the direction e magnitude of CD4+ T 

cell responses. We found that the C3aR e C5aR signaling in murine spleen-derived 

dendritic cells have a strong impact on DC maturation in response to TLR2 or TLR4 

ligation. More specifically, we found: (1) decreased MHC-II surface expression on C5aR-/- 

DCs, associated with reduced expression of MHC-II transactivator mRNA. 

Mechanistically, C5aR signaling is required for upregulation of MHC-II expression during 

DC development from bone marrow (BM) precursors; (2) decreased expression of 

costimulatry molecules on C3aR-/-, C5aR-/- e C5L2-/- dendrítica cells; (3) decreased TLR2-
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dependent production of IL-12p40, IL-12p70 e IL-6 by  C3aR-/- e C5aR-/- dendritic cells. 

Importantly, C3aR- but not C5aR-signaling regulates IL-12 production by an IL-10 

dependent mechanism. The strong modulation of TLR2 or TLR4-induced DC maturation 

negatively impacts the ability of C3aR-/- e C5aR-/- dendritic cells to prime T cell responses, 

i.e. to promote CD4+ Th cell proliferation e differentiation in vitro. Collectively, our 

findings provide novel mechanistic insights of how anaphylatoxin receptor signaling in 

dendritic cells regulates the development of adaptive immunity.  

 

Key words: Innate immunity, Complement, Dendritic cells, C3, C5. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A resposta imune dos mamíferos pode ser subdividida em inata e 

adaptativa. A imunidade inata é filogeneticamente mais antiga e encontrada, de alguma 

maneira, em todos os organismos multicelulares. Os principais componentes da imunidade 

inata são as barreiras físicas e químicas, como o epitélio e substâncias anti-bacterianas 

produzidas nas superfícies epiteliais; células fagocitárias como neutrófilos e macrófagos e 

células natural killer (NK); proteínas presentes no sangue, incluindo proteínas do sistema 

complemento e outros mediadores da inflamação; e citocinas que regulam e coordenam 

várias das atividades desempenhadas pelas células da imunidade inata. Todos estes 

componentes formam uma primeira linha de defesa contra os microorganismos invasores 

(Beutler, 2004). A imunidade adaptativa, por sua vez, está presente somente nos 

vertebrados e seus componentes compreendem os linfócitos T e B bem como seus 

respectivos produtos. Como principais características da imunidade adaptativa podemos 

citar a capacidade de reconhecimento de grande repertório de moléculas e a capacidade de 

memória, responsável por respostas mais rápidas e vigorosas após repetidas exposições ao 

mesmo micróbio.   

A imunidade inata e adaptativa estão intimamente ligadas e apresentam uma 

complexa inter-regulação. A resposta imune inata inicia-se com o reconhecimento do 

organismo invasor, produção de agentes inflamatórios que estimulam a resposta adaptativa, 

reconhecimento e processamento dos antígenos e posterior ativação de linfócitos. Assim, a 

eliminação completa de patógenos requer a ativação de ambos os braços da resposta imune 

(inata/adaptativa), sendo que as células do sistema imune inato atuam no reconhecimento 

de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) por meio de receptores que 

reconhecem estes PAMPs (PRRs), como os Toll-like receptors (TLRs)  (Medzhitov e 

Janeway, 2002), os nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors 

(Inohara et al., 2005) e os retinoid acid-inducible gene I (RIG-I)-like receptors (Meylan et 

al., 2006). Outras moléculas do sistema imune como lectina ligante de manose (MBL), C1q 

e anticorpos naturais (Köhl 2006) também atuam no reconhecimento dos PAMPs e 

conseqüente ativação do sistema imune seguido por liberação de citocinas, quimiocinas, 

opsoninas, anafilatoxinas e defensinas. 

Como citado, moléculas como MBL e C1q são capazes de reconhecer e 

ligarem-se a PAMPs. Estas moléculas fazem parte do sistema complemento, componente 
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da imunidade inata inicialmente descrito como responsável pela opsonização e lise de 

microorganismos (Walport, 2001a). Hoje em dia sabemos que o complemento está 

envolvido em diversos processos como homeostase de tecidos, promoção de processos 

inflamatórios, ativação e regulação celular e também na modulação da resposta imune 

adaptativa (Kemper e Atkinson, 2007). 

Outro componente da resposta imune inata muito importante para o 

desenvolvimento da resposta adaptativa é a célula dendrítica. Este papel das células 

dendríticas na indução da resposta imune adaptativa será discutido mais adiante com 

maiores detalhes, porém vale lembrar que as células dendríticas são células apresentadoras 

de antígenos (APCs), ou seja, são essenciais para a ativação de linfócitos T.  

Apesar das células dendríticas terem um papel muito claro na indução da 

resposta imune adaptativa, pouco se sabe sobre o papel do complemento na modulação 

fenotípica e funcional destas células. Deste modo, neste trabalho tentaremos esclarecer 

alguns pontos sobre a interação destes dois componentes da imunidade inata, complemento 

e células dendríticas, e como esta interação pode modular a resposta de linfócitos T. 

 

1.1 O Sistema Complemento 

O sistema complemento é constituído por aproximadamente 30 proteínas 

diferentes, que podem ser encontradas na forma solúvel ou como receptores ligados à 

membrana de células. Estas proteínas possuem atividade proteolítica e/ou reguladora e 

interagem de maneira altamente específica, por meio de reações em cascata. Este sistema 

pode ser ativado por três vias distintas, são elas: Via Alternativa, Via Clássica e Via das 

Lectinas (Fig. 1).  

A ativação da via alternativa depende de estruturas presentes nas superfícies 

dos organismos invasores ou da presença de IgA. A molécula de C3 desempenha um papel 

fundamental na ativação desta via, já que esta é continuamente ativada em baixos níveis na 

fase fluida por proteases do soro ou moléculas de H2O que têm acesso à ligação tiol-éster. 

O componente C3 cuja ligação tiol-éster foi hidrolisada, sem a perda do fragmento C3a, é 

chamado C3(H2O). Este tem uma conformação molecular semelhante ao fragmento C3b 

(Isenman et al., 1981) e habilidade de ligar o fator B (fB) anteriormente ao aparecimento 

do sítio de ligação para o fH. O fB é clivado pelo fD, formando uma C3-convertase de fase 

fluida, C3(H2O)Bb, capaz de clivar moléculas intactas de C3 (Fig. 1). Parte dos fragmentos 

C3b gerados pela C3-convertase da via alternativa são depositados na superfície 
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microbiana, em estreita proximidade, ligando-se à C3-convertase para formar um novo 

complexo, C3bBb3b. Este é a C5-convertase da via alternativa, cuja função é clivar 

proteoliticamente C5 (Fig. 1).  

A via clássica é ativada após a ligação da porção globular do componente 

C1q a imunocomplexos contendo IgG ou IgM (Ishizaka et al., 1966). O complexo C1 é 

composto de uma subunidade C1q associada de maneira Ca2+-dependente a duas moléculas 

C1r e duas C1s. A molécula C1q, que não possui atividade enzimática, é a porção que está 

envolvida com o reconhecimento e ligação à porção Fc dessas imunoglobulinas. A ligação 

de duas ou mais porções globulares de C1q às imunoglobulinas leva a uma mudança 

conformacional na molécula de C1q (Golan et al., 1982), liberando a molécula inibidora de 

C1 (C1-inh) e permitindo a ativação da molécula de C1r. Como resultado, as moléculas de 

C1r clivam umas as outras gerando C1r ativado, que possui atividade de serino-esterase, 

capaz de clivar moléculas de C1s (Fig. 1). A molécula de C1s, quando ativada, cliva a 

cadeia α do componente C4 formando dois fragmentos, C4a e C4b. Deste modo, a 

molécula C4b, através de sua ligação tiol-éster, pode ligar-se por covalência às superfícies 

aceptoras celulares e moleculares próximas, assegurando a ativação do complemento de 

modo estável e eficiente. Esta ligação permite a associação do componente C2 e sua 

clivagem por uma molécula de C1s, gerando um fragmento C2b e outro C2a, este último 

permanece fisicamente associado a C4b na superfície aceptora, na presença de íons Mg2+ 

(Schumaker et al., 1987). O complexo resultante C4b2a é a C3-convertase da via clássica, 

com capacidade de clivar C3 proteoliticamente. O componente C3 é clivado em um 

fragmento C3a e uma molécula C3b, a qual forma ligações covalentes com as superfícies 

celulares ou com a Ig a qual está ligado o complexo C4b2a. Isto resulta na formação de um 

novo complexo C4b2a3b, a C5-convertase da via clássica, que catalisa a clivagem de C5 

em C5a e C5b (Fig. 1). 

A MBL é uma lectina que, na presença de íons Ca2+, se liga à N-

acetilglicosamina, manose, fucose e a outros açúcares presentes nas paredes de fungos e 

bactérias gram-negativas. Esta proteína possui uma estrutura muito semelhante ao 

componente C1q e encontra-se complexada com serino proteases associadas à MBL 

(MASPs) (Matsushita e Fujita, 1992). MASP-1 e MASP-2 são semelhantes funcional e 

estruturalmente a C1r e C1s e após a ligação da MBL ao açúcar presente nas paredes dos 

microorganismos, as MASPs podem clivar os componentes C4 e C2, formando C3- e C5-

convertases funcionais. Uma terceira serino protease, MASP-3, foi descrita nos últimos 
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anos, porém sua função na ativação da via das lectinas ainda é objeto de estudo (Takahashi 

et al., 2007). 

Após a formação da C5-convertase, as três vias de ativação convergem para 

a mesma seqüência terminal de eventos (Pangburn e Müller-Eberhard, 1984) (Fig. 1). 

Qualquer uma destas vias leva a ativação de C3, com conseqüente liberação da 

anafilatoxina (AT) C3a e geração do fragmento C3b. Uma posterior clivagem de C5 resulta 

na geração da AT C5a e do fragmento C5b. C5b, por sua vez, liga-se às moléculas C6, C7, 

C8 e C9, formando o complexo de ataque à membrana (MAC) (Dankert et al., 1985) (Fig. 

1).  

As AT C3a e C5a possuem uma arginina na região C-terminal que pode ser 

clivada por carboxipeptidades (CP) presentes no plasma. A CPN, por exemplo, remove a 

arginina C-terminal dos fragmentos C3a e C5a, formando C3adesArg e C5adesArg, 

respectivamente. Estes possuem somente 3 a 10% da atividade de C3a e C5a intactos 

(Bokisch e Müller-Eberhard, 1970).  

A ativação de C3 e C5 promove (a) lise de patógenos (Young et al., 1986); 

(b) ativação de granulócitos e endotélio por concentrações sublíticas de MAC (Tedesco et 

al., 1997); (c) deposição de fragmentos de C3 (C3b, iC3b, C3dg) em membranas celulares 

ou partículas facilitando a fagocitose (Lambris, 1988), remoção de imunocomplexos 

(Fujita et al., 1977) e células apoptóticas (Mevorach et al., 1998), ativação de linfócitos B 

(Dempsey et al., 1996), alterações na transdução de sinais celulares (Hawlisch et al., 2005); 

(d) efeitos mediados pelas ATs (Köhl 2001); e outros.  

A maioria das proteínas do sistema complemento tem o fígado como 

principal fonte produtora, porém algumas dessas proteínas são produzidas principalmente 

por tecidos extra-hepáticos, como por exemplo: C1q é produzidos principalmente por 

monócitos, macrófagos e células dendríticas (Castellano et al., 2004), properdina por 

monócitos e macrófagos, C7 por granulócitos e fD por adipócitos (Morgan e Gasque, 

1997).  
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Fig. 1. Esquema ilustrativo da ativação do complemento. Via alternativa (AP) é ativada 
constantemente em baixos níveis, levando à hidrólise de C3 (C3w ou C3H2O) e formação 
da C3-convertase inicial (C3wBb). A via clássica (CP) é ativada principalmente por 
complexos antígeno-anticorpo e a via das lectinas por carboidratos presentes na superfície 
dos patógenos. A ativação do complemento leva à formação de C3- e C5-convertases e 
conseqüente formação do complexo de ataque à membrana (MAC) e liberação das 
anafilatoxinas C3a e C5a. Modificado de Ricklin e Lambris (2007).  
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O sistema complemento pode ser considerado como um sistema de 

“alarme” humoral contendo (a) “sensores de perigo” como C1q, MBL e ficolinas que 

reconhecem estruturas potencialmente danosas ao organismo, detectando, portanto, 

mudanças nos ambientes teciduais; (b) “transmissores de perigo” como produtos da 

clivagem de C3 e C5, que transmitem os sinais para células através de receptores do 

complemento (CR) (C3aR, CR1 (CD35), CR2 (CD21), CR3 (CD11b/CD18), CR4 

(CD11c/CD18), C5aR (CD88), C5L2) (Köhl, 2006). Com exceção do CR2, que está 

presente somente em linfócitos B e células foliculares dendríticas, os outros receptores 

podem ser encontrados na maioria das células de origem mielóide (Martin, 2007).  

 

1.1.1 O Componente C3 

O componente C3 é a proteína do complemento mais abundante no soro, 

estando presente em concentrações que variam de 0,8 a 1,9 mg/mL em adultos saudáveis 

(Ritchie et al., 2004). Os hepatócitos são os principais responsáveis pela produção de C3 

(Alper et al., 1969), porém, outras células como monócitos e macrófagos (Einstein et al., 

1977), polimorfonucleares (Botto et al., 1992), fibroblastos (Katz et al., 1989) e células 

endoteliais (Warren et al., 1987) também secretam esta proteína. Entre as proteínas do 

sistema complemento que se comportam como de fase aguda inflamatória, o componente 

C3 é a principal delas e sua síntese pode ser regulada em resposta a diversos agentes 

inflamatórios como IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-α, interferon (IFN)-γ e 

lipopolissacarídeo (LPS) (Mitchell et al., 1996).  

O gene C3 está localizado, em humanos, no cromossomo 19p13.3 

(cromossomo 17 em camundongos) e possui 41 éxons, abrangendo 41 kb ao todo. Os 

primeiros 16 éxons codificam a cadeia β (645 aa e 70 kDa) e os 25 éxons seguintes a 

cadeia α (992 aa e 115 kDa) (Fong et al., 1990). A proteína C3 é sintetizada como uma 

pró-molécula de cadeia simples (185 kDa) e sofre modificações pós-traducionais que 

incluem a clivagem de um peptídeo sinal (22 aa), a remoção de uma seqüência de 4 

argininas e glicosilação (de Bruijn e Fey, 1985). Anteriormente à secreção da proteína C3 

madura, forma-se uma ligação tiol-éster intracadeia e há separação das cadeias α e β (Fig. 

2) (Law et al., 1979). 

A clivagem do componente C3 por convertases da via alternativa 

(C3H2OBb, C3bBb) ou clássica (C4b2a), ou ainda diretamente pela MASP-1, resulta na 
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formação de um fragmento C3b e liberação da AT C3a, um polipeptídeo de 74-77 

aminoácidos (aa) derivado da cadeia α (Lambris, 1988) (Fig. 2). Uma das características 

mais interessantes da molécula C3 é sua capacidade de ligação covalente com moléculas 

aceptoras presentes nas superfícies celulares (Law e Levine, 1977), fato indispensável para 

a ativação do complemento. A ligação tiol-éster está presente na região C3d e se forma 

como resultado de uma transacilação entre o grupamento tiól (resíduo Cys 988) e o 

grupamento amida (resíduo Gln 991) (Thomas et al., 1982). 

Em contraste ao C3 nativo, C3b apresenta sítios de ligação para outros 

componentes do complemento, incluindo C5, properdina, fH, fB, fI, CR1 e a proteína de 

membrana com atividade de co-fator (MCP) (Lambris, 1988). A ligação destas proteínas 

ao C3b pode levar tanto à amplificação da própria via alternativa, gerando mais C3-

convertases (com a participação do fB, properdina e fD) e conseqüente formação do MAC, 

quanto à inativação do C3b (pelo fI na presença de fH, CR1 e MCP).  

Nos últimos anos vários estudos têm demonstrado a importância do 

componente C3 na resposta imune adaptativa (Carroll 2004; Dempsey et al., 1996; Kopf et 

al., 2002; Sohn et al., 2003; Suresh et al., 2003; Kawamoto et al., 2004). Sabe-se que 

animais C3-/- apresentam uma menor resposta de linfócitos B, tanto a antígenos linfócito T-

dependentes, quanto independentes. O mecanismo que regula a resposta de linfócitos B 

envolve a interação de fragmentos e receptores presentes na superfície das células (C3b-

CR1 e C3d-CR2), levando a um aumento da retenção de antígenos no tecido linfóide e 

diminuição do limiar de ativação dos linfócitos B (Carroll, 2004; Dempsey et al., 1996).  

Também foi demonstrado um papel do componente C3 na resposta 

proliferativa de linfócitos T (Kopf et al., 2002). Apesar da resposta de linfócitos T ao vírus 

influenza mostrar-se prejudicada em animais C3-/-, a ativação destes linfócitos mostrou-se 

normal em animais deficientes de CR1 ou CR2, sugerindo que estes receptores não estejam 

envolvidos na ativação de linfócitos T, como estão envolvidos na ativação de linfócitos B 

(Kopf et al., 2002).  
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Fig. 2. Síntese, processamento e clivagens proteolíticas de C3. O triângulo representa a ligação 
tiol-éster. Modificado de Botto (2000). 
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Nesta mesma direção, Kawamoto et al. (2004), usando um modelo de 

inflamação alérgica induzida por sensibilização epicutânea com ovalbumina (OVA), 

demonstraram que animais C3aR-/- exibiam uma resposta T helper (h) 2 exacerbada, 

quando sensibilizados com OVA. A apresentação da OVA por APCs C3aR-/- levou a maior 

secreção de IL-4, IL-5 e IL-10 por linfócitos T de animais com receptor de célula T (TCR) 

específico para OVA. A presença do fragmento C3a inibiu a capacidade de esplenócitos 

secretarem citocinas tipo Th2 em resposta à ligação do TCR e esta inibição foi mediada 

pela liberação de IL-12 pelas APCs em resposta ao C3a, confirmando o papel do fragmento 

C3a na modulação da resposta Th1/Th2.  

 

1.1.2 O Componente C5 

O componente C5 tem uma estrutura muito semelhante à de C3. Ele é uma 

glicoproteína (190 kDa) composta por duas cadeias polipeptídicas (α e β), ligadas entre si 

por uma ponte dissulfeto (Tack et al., 1979) (Fig. 3). Esta proteína também é 

principalmente sintetizada pelo fígado (Geng et al., 1986) e está presente no plasma na 

concentração aproximada de 75 μg/mL (Kohler e Müller-Eberhard, 1967). Síntese desta 

proteína também foi encontrada no pulmão (Rothman et al., 1990), baço, intestino fetal 

(Colten, 1973), monócitos e macrófagos (Colten et al., 1979). 

Foi demonstrado que C5 é sintetizado inicialmente como um precursor de 

cadeia simples (pró-C5), que contém a cadeia β na porção amino-terminal (Wetsel et al., 

1988). O pró-C5 é traduzido de um RNA mensageiro de 5,4 kb, o qual é transcrito de um 

gene de 80 kb que compreende 41 éxons, localizado no cromossomo 9 humano 

(cromossomo 2 em camundongos) (Carney et al., 1991). 

O fragmento C5a (72-74 aa), gerado após clivagem de C5 pelas convertases 

C3bBb3b ou C4b2a3b, participa da indução de processos inflamatórios, podendo causar 

contração muscular, aumento da permeabilidade vascular, desgranulação de mastócitos e 

basófilos e liberação de enzimas lizossomais (Gerard e Gerard, 1994). Além disso, C5a 

pode estimular a migração de leucócitos para sítios inflamatórios. Estudos mais recentes 

indicam que C5a também pode potencializar a resposta imune por meio da indução da 

síntese de proteínas de fase aguda como TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-8. 

Mollnes et al. (2002) estudaram o papel do complemento na resposta 

inflamatória mediada por Escherichia coli. Foi observado que a explosão oxidativa de 

granulócitos e monócitos é dependente de complemento e foi reduzida em 85% após 
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inibição de C5, C5a ou C5aR. A expressão de CR3, opsonização e fagocitose das bactérias 

também foram prejudicadas após bloqueio de C5aR. Evidenciando, assim, um papel 

crucial da interação C5a-C5aR na regulação da expressão de CR3 e subseqüente explosão 

oxidativa e fagocitose induzidos por E. coli. 
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Fig. 3. Esquema representativo do componente C5.  

 

1.1.3 Os Receptores de Anafilatoxinas (ATRs) 

1.1.3.1 Receptores Clássicos 

Os fragmentos C3a e C5a exercem suas funções após ligação com seus 

receptores C3aR (Crass et al., 1996) e C5aR (Gerard e Gerard, 1991), respectivamente. O 

gene C3aR está localizado no cromossomo 12p13 em humanos e no cromossomo 6 em 

camundongos e o gene C5aR encontra-se no cromossomo 19q13.3 em humanos e no 

cromossomo 7 em camundongos. Ambos os receptores pertencem a uma grande família de 

receptores acoplados à proteína G (GPCRs). As proteínas G são compostas por 3 

subunidades α, β e γ e, durante a sinalização, o sinal é transmitido via Gα ou Gβγ (Fig. 4). 

O C5aR pode acoplar-se a duas subunidades Gα distintas: Gαi [sensível à toxina pertussis 

(PTX)] e Gα16 (Gα15 em camundongos; PTX resistente). Já C3aR, acopla-se a Gα12 e Gα13 

(Schraufstatter et al., 2002).  

 As vias de sinalização ativadas após ligação do C5a ao C5aR têm sido mais 

estudadas, principalmente em neutrófilos humanos, onde C5aR sinaliza via Gαi e ativa 
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fosfoinositídeo-3-quinase (PI3K)-γ. PI3Kγ pertence a uma família de lipídeo-quinases 

envolvidas na geração de diferentes fosfoinositídeos que atuam como segundo mensageiro 

na sinalização intracelular. C5a parece ativar PI3Kγ por 2 vias de sinalização distintas 

(Hawlisch et al., 2005): (1) Gαi, que ativa a GTPase Ras; e (2) Gβγ. Ras ou PI3Kγ ativam a 

cascata mitogen-activated protein kinase (MAPK)/ extracellular-signal regulated kinase 

(ERK) quinase (MEK)/ ERK, induzindo a ativação de fatores de transcrição e translocação 

destes para o núcleo (Fig. 4).  

A ligação de C5aR com Gαi e Gα16 também foi descrita em monócitos e 

macrófagos. As subunidades Gα16 e Gβγ podem ativar fosfolipase C (PLC), gerando 

inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). Estas moléculas medeiam a 

mobilização de Ca2+ e ativação da proteína quinase C (PKC). Após ativação da PKC há 

ativação do sinal transdutor e ativador da transcrição (STAT) 3, sugerindo um papel do 

C5a na proliferação celular (Fig. 4) (Lo et al., 2003). Como todas as células de origem 

mielóide, eosinófilos, basófilos, neutrófilos, mastócitos, monócitos e macrófagos, podem 

expressar estes ATRs, estas moléculas têm a habilidade de mediar a inflamação local e 

sistêmica e participar de processos pró- e anti-inflamatórios (Hawlisch et al., 2005), 

regulando a liberação de citocinas e quimiocinas como IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-12 e IL-8 

(Ember et al., 1998). 
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Fig. 4. Esquema representativo das vias de sinalização ativadas após ligação de C3aR ou 

C5aR. Ligação de C3a e C5a aos seus respectivos receptores ativa vias intracelulares, com 
conseqüente ativação celular. AA- ácido aracdônico. 
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1.1.3.2. C5L2 

Além do C5aR (CD88), um outro receptor chamado C5L2, foi descrito 

como capaz de se ligar a C5a, C3a e os produtos derivados da degradação destes 

fragmentos, C5adesArg e C3adesArg (Ohno et al., 2000; Cain e Monk, 2002; Okinaga et 

al., 2003; Kalant et al., 2003). Estes estudos concordam sobre a ligação de C5a e 

C5adesArg ao C5L2 e também demonstram que C5adesArg liga-se ao C5L2 com uma 

afinidade 10 vezes maior que ao CD88 (Cain e Monk, 2002; Okinaga et al., 2003). Por 

outro lado, a ligação de C3a/C3adesarg ao C5L2 é controversa. Os mesmos grupos que 

inicialmente relataram esta ligação não foram capazes de confirmar os resultados em um 

estudo mais recente, onde utilizaram um ensaio de ligação mais eficiente (Johswich et al., 

2006).  

Diferente do CD88, o C5L2 não se encontra acoplado à proteína G devido a 

mutações no domínio DRY localizado no final do terceiro segmento transmembrana. Os 

primeiros trabalhos envolvendo C5L2 sugeriram que a ligação deste receptor não 

desencadeia respostas funcionais como desgranulação, aumento da liberação de Ca2+ 

intracelular ou internalização do receptor, sugerindo que a sinalização por este receptor não 

segue as vias já conhecidas dos GPCRs (Cain e Monk, 2002; Okinaga et al., 2003). A 

inibição deste receptor (Gao et al., 2005) e o uso de animais C5L2-/- (Gerard et al., 2005) 

em um modelo de sepse e de doença causada por deposição de imunocomplexos revelaram 

uma exacerbação da resposta inflamatória na ausência de C5L2. Estas propriedades anti-

inflamatórias poderiam resultar da (1) atuação como um decoy receptor para AT; (2) 

oligomerização com CD88 (Klco et al., 2003; Milligan 2004) e/ou (3) ativação de vias de 

GPCR não clássicas (Shenoy e Lefkowitz, 2005).  

Em contraste com estas observações, Chen et al. (2007a) mostraram 

evidências de que C5L2 funciona como um regulador positivo nas respostas induzidas por 

C3a e C5a. Usando células como neutrófilos, macrófagos e fibroblastos, os dados sugerem 

que a sinalização pelo C5L2 leva à ativação de ERK e PI3K. Concordando com estes 

dados, Kalant et al. (2005) mostraram que C5L2 sinaliza em resposta a C3adesArg, 

induzindo a síntese de triglicerídeos em adipócitos. De modo geral, os dados disponíveis 

até o momento sugerem um complexo papel do C5L2 na resposta imune, dependendo do 

tipo celular e ambiente onde as ATs exercem suas funções biológicas.  
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1.2 As Células Dendríticas 

Um outro componente do sistema imune inato que está intimamente 

relacionado com a modulação da resposta imune adquirida é a célula dendrítica. Estas 

células foram primeiramente identificadas em 1868, na epiderme, e nomeadas células de 

Langerhans. A presença destas células em outros tecidos foi notada somente um século 

mais tarde (Steinman e Cohn, 1973), sendo que o termo dendrítica veio da sua forma 

estrelada, devido a finas projeções de membrana conhecidas como dendritos. Elas 

representam uma população de células heterogêneas, que residem em quase todos os 

tecidos, especialmente pele e mucosas, onde representam 1 a 2% do número total de 

células locais. As células dendríticas agora são reconhecidas como integrantes do sistema 

hematopoético e funcionam como sentinelas do sistema imune, já que apresentam 

antígenos capturados nos tecidos periféricos aos linfócitos T naïves (Cella et al., 1997).  

As células dendríticas são consideradas como as APCs mais potentes, sendo 

capazes de iniciar a resposta imune pela ativação de linfócitos T naïve. Além disso, têm um 

importante papel na regulação da resposta imune mediada por linfócitos T, determinando o 

balanço entre respostas Th1, Th2, Th17 e o desenvolvimento de linfócitos T reguladores 

(Treg) (de Jong et al., 2005).  

No organismo, progenitores de células dendríticas podem ser encontrados 

no sangue e em outros tecidos, onde se diferenciam inicialmente como células dendríticas 

imaturas. Após a captura de antígenos, na presença de mediadores inflamatórios, as células 

maduras ativam linfócitos T nos órgãos linfóides secundários (Cella et al., 1997). Como 

será discutido mais adiante, células dendríticas maduras sintetizam altos níveis de IL-12, 

influenciando tanto a resposta inata (células NK) quanto a adquirida (linfócitos T e B).  

Durante a maturação, o fenótipo das células dendríticas altera-se bastante; 

as células imaturas possuem altos níveis de alguns receptores para quimiocinas (CCR) 

como CCR1, CCR5 e CCR6, baixos níveis de CCR7, CD54, CD58 e das moléculas 

coestimuladoras CD80, CD86 e CD40. Estas células têm uma alta capacidade de 

endocitose e apresentam altos níveis de receptor para região Fc de IgG tipo II (FcγRII) e 

receptor para manose. Enquanto isso, as células maduras caracterizam-se pela grande 

expressão de moléculas de MHC classe II, CCR7, moléculas de adesão como CD54 e 

CD58, moléculas coestimuladoras como CD80, CD86, CD40 e baixos níveis de FcR (Caux 

et al., 1997). Ou seja, a maturação transforma uma célula captadora de antígenos em uma 
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eficiente célula apresentadora, provocando uma mudança essencial ao desenvolvimento da 

resposta imune.  

Além de interagir com os linfócitos T nos órgãos linfóides, as células 

dendríticas também podem ter contatos com outros tipos celulares, incluindo linfócitos B e 

células NK e também podem permanecer nos tecidos periféricos, atuando como 

mediadores inflamatórios. Acredita-se que diferentes subpopulações de células dendríticas 

sejam responsáveis por diferentes funções realizadas por estas células (Shortman e Liu, 

2002). Os subtipos encontrados em animais e humanos incluem células dendríticas 

plasmocitóides, produtoras de IFN tipo I e células dendríticas convencionais, localizadas 

em tecidos linfóides e não linfóides e na circulação (Wu e Liu, 2007). Estas subpopulações 

de células dendríticas serão abordadas em maiores detalhes nas próximas páginas. 

 

1.2.1 As Células Dendríticas Humanas 

Em contraste com os inúmeros estudos realizados em células dendríticas 

murinas, há relativamente poucos estudos em células dendríticas humanas isoladas de 

tecidos. Células provenientes do sangue são as mais estudadas e, na grande maioria 

compreendem células dendríticas plasmocitóides e células dendríticas imaturas (Shortman 

e Liu, 2002). As células dendríticas encontradas no sangue humano são bastante 

heterogêneas e em contraste com as células murinas não expressam o marcador CD8 

(Shortman e Liu, 2002).  

A maior parte das informações referentes a células dendríticas humanas 

provem de estudos in vitro. A partir destes estudos surgiu o conceito da existência de 

diferentes vias de diferenciação de células dendríticas humanas (Shortman e Liu, 2002). 

Até o momento, foram descritas três populações precursoras destas células: (1) células 

CD34+, que podem ser isoladas da medula óssea ou de cordão umbilical (Young et al., 

1995; Caux et al., 1996); (2) precursores plasmocitóides CD45RAhiCD11cloIL-3Rhi, 

encontrados no sangue, amídalas e timo (Weijer et al., 2002); e (3) monócitos sanguíneos 

(Sallusto e Lanzavecchia, 1994). 

Sallusto e Lanzavecchia (1994) observaram que células mononucleares 

aderentes, isoladas do sangue periférico humano, diferenciam-se em células dendríticas 

que podem, por sua vez, ser mantidas em cultura por semanas na presença das citocinas 
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fator estimulador de colônia para granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e IL-4 e meio 

contendo soro. As células diferenciadas podem ser caracterizadas fenotipicamente, por 

meio de marcadores de membranas, e são consideradas células dendríticas se forem 

positivas para a presença dos marcadores CD1a, CD11c, CD40, CD80, CD83, CD86, 

CD205, CD209, HLA-DR e negativas para o marcador CD14. Xie et al. (2005) mostraram 

que a diferenciação de células dendríticas derivadas de monócitos humanos está 

relacionada com aumento na ativação das vias PI3K e MEK/ERK. Os autores observaram 

que a ativação de PI3K aumenta os níveis de expressão de CD1a, CD40, CD80 e HLA-DR 

e que a ativação da via MEK também eleva os níveis de HLA-DR. Por outro lado, a 

ativação da via p38 está relacionada com inibição da diferenciação, influenciando 

negativamente os níveis de expressão de CD1a, CD40, CD80, CD86 e HLA-DR. A 

inibição das vias PI3K ou MEK induziu a apoptose das células em diferenciação. 

Mais recentemente foi demonstrado que estas células também expressam as 

moléculas CD205 e CD209. A molécula CD205 ou DEC205 é um receptor endocítico com 

domínios de lectina tipo C e está envolvido com o processamento de antígenos (Jiang et al., 

1995). A molécula CD209 ou dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing nonintegrin (DC-

SIGN) foi caracterizada por Geijtenbeek et al. (2000). Esta molécula é uma lectina tipo C 

presente exclusivamente em células dendríticas, liga-se com alta afinidade nas moléculas 

de adesão intercelular (ICAM)-3 presente nos linfócitos e internaliza antígenos que 

poderão ser apresentados aos linfócitos T (Engering et al., 2002).  

 

1.2.2 As Células Dendríticas Murinas 

Neste trabalho utilizamos um modelo animal onde focamos nossos estudos 

nas células dendríticas esplênicas, já que o baço é uma boa fonte destas células. As células 

dendríticas encontradas no baço diferem daquelas encontradas nos linfonodos, pois o baço 

não contém as células dendríticas “migratórias”, ou seja, aquelas células inicialmente 

presentes nos tecidos que migraram através de vasos linfáticos em resposta a algum 

estímulo inflamatório. No baço, estão somente células dendríticas residentes, que capturam 

e apresentam antígenos presentes no próprio órgão (Shortman e Naik, 2007). 

Foram caracterizadas três subpopulações de células dendríticas 

convencionais no baço: CD4-CD8+, CD4-CD8- e CD4+CD8- (Vremec et al., 2000). As 

células CD4-CD8+ também expressam CD205, mas não expressam signal regulatory 
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protein-α (Sirp-α). Por outro lado, as populações CD4-CD8- e CD4+CD8- não expressam 

CD205 e expressam Sirp-α (Vremec et al., 2000; Lahoud et al., 2006). As células CD8-

CD205- estão localizadas na zona marginal, enquanto as CD8+CD205+ localizam-se na 

área de linfócitos T (Shortman e Naik, 2007). Kamath et al. (2000) demonstraram que estas 

três subpopulações desenvolvem-se a partir de diferentes precursores e não representam 

diferentes estágios de maturação de uma mesma linhagem. Grande parte destas células 

dendríticas são geradas in situ a partir de precursores localizados no baço (Naik et al., 

2006; Diao et al., 2006). Hochrein et al. (2001) demonstraram que cada um destes subtipos 

tem diferente habilidade na produção de citocinas. As células dendríticas CD8+ podem 

produzir pequenas quantidades de IFN-α e IFN-β e produzem grandes quantidades de IL-

12. Por outro lado, as células dendríticas CD4-CD8- produzem IFN-γ em resposta a IL-12 e 

IL-18 exógenas. E acredita-se que as células dendríticas CD4+CD8- não sejam grandes 

produtoras de citocinas.  

As células dendríticas plasmocitóides também são encontradas no baço e 

são definidas como CD11cintCD45RA+B220+. Estas células podem adquirir a morfologia e 

fenótipo de células dendríticas convencionais, após ativação com estímulos microbianos 

(Wu e Liu, 2007). Provavelmente estas células vêm do sangue, pois não são encontrados 

precursores no baço (Naik et al., 2006; Diao et al., 2006).  

Células dendríticas murinas também podem ser obtidas após diferenciação 

de precursores de medula óssea na presença de GM-CSF e IL-4 (Inaba et al., 1992). 

Jackson et al. (2004) demonstraram que a diferenciação de células dendríticas a partir de 

precursores de medula é dependente das proteínas supressoras da sinalização de citocinas 

(SOCS). IL-4 induz um aumento nos níveis de expressão de SOCS1 através de um 

mecanismo dependente de STAT-1, enquanto GM-CSF induz a expressão de SOCS3. Os 

autores também observaram que a ativação de STAT-1 está relacionada com um aumento 

nos níveis de expressão de CD11c e CD40. 

 

1.3 TLRs 

Mais de uma dúzia de TLRs foram descritos em mamíferos até o momento, 

os quais reconhecem padrões moleculares conservados associados a patógenos. Alguns 

destes receptores, como os TLRs 1, 2, 4, 5 e 6, são expressos na superfície da célula e 

reconhecem componentes derivados de bactérias como lipoproteínas (TLRs 1, 2 e 6), LPS 

(TLR4) ou flagelina (TLR5). Outros estão localizados em compartimentos intracelulares e 
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detectam DNA viral e bacteriano (TLR9), RNA dupla-fita (TLR3) ou RNA de fita simples 

(TLRs 7 e 8) (Kawai e Akira, 2007). 

A porção citoplasmática dos TLRs apresenta grande similaridade com 

proteínas da família de IL-1R e foi denominada de domínio Toll/IL-1R (TIR). Apesar desta 

semelhança, as porções extracelulares destes receptores não são relacionadas. Os IL-1R 

possuem domínios semelhantes a imunoglobulinas e os TLRs possuem domínios de 

repetições ricos em leucina (LRR) (Kawai e Akira, 2007). A ligação dos TLRs leva ao 

recrutamento de uma série de moléculas adaptadoras que interagem com o domínio TIR. 

Estas moléculas são: fator mielóide de diferenciação 88 (MyD88), MyD88-adaptor-like 

(MAL ou TIRAP), TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-β (TRIF), TRIF-

related adaptor molecule (TRAM) e sterile α- e armadillo-motif containing protein 

(SARM) (Kawai e Akira, 2007).  

Neste trabalho, concentraremos nossos estudos nos TLRs 2 e 4, os quais 

reconhecem ligantes distintos e acoplam-se a diferentes moléculas adaptadoras. O TLR2 

interage exclusivamente com o complexo MAL/MyD88, enquanto o TLR4 pode também 

se acoplar ao complexo TRAM/TRIF (Fig. 5). As moléculas adaptadoras acoplam-se 

posteriormente a quinases que induzem a ativação de fatores de transcrição como o fator 

nuclear κB (NF-κB) e membros da família de fatores reguladores de IFN (IRF). O modelo 

aceito atualmente é que MyD88 ativa não somente o NF-κB, mas também IRFs1,3 e/ou 7, 

resultando na indução de IFNs tipo I (Honda et al., 2005; Kawai et al., 2004). Também foi 

demonstrado que MAL e TRAM atuam como uma ponte, onde MAL recruta MyD88 para 

o TLR2 e 4 (Horng et al., 2002; Kagan e Medzhitov, 2006) e TRAM recruta TRIF para o 

TLR4 (Oshiumi 2003; Yamamoto 2003a; Yamamoto 2003b), permitindo a ativação de 

IRF-3 e subseqüente produção de IFN tipo I. Foi mostrado que SARM tem um papel 

negativo na regulação de TRIF, sem afetar as vias dependentes de MyD88 (Carty et al., 

2006). 

As vias ativadas downstream MyDD88 envolvem a quinase associada ao 

IL-1R (IRAK) 4 e IRAK-1, um importante alvo do fator associado ao receptor de TNF 

(TRAF) 6. TRAF-6 recruta diversas outras quinases, ativando p38, Jun-N-terminal kinases 

(JNK) e MAPK, com conseqüente ativação de NF-κB. Esta via culmina na ativação da 

expressão de várias citocinas pró-inflamatórias e reguladoras incluindo IL-1β, TNF-α, IL-

6, IL-10 e citocinas da família da IL-12 (Takeda e Akira, 2004). 

 37



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
IFN-βcitocinas inflamatórias IFN-βcitocinas inflamatórias

 

 

 

Fig. 5. Esquema representativo das vias de sinalização ativadas após ligação de TLR2 e 
TLR4. MyD88 é uma molécula adaptadora presente no domínio TIR, essencial na 
indução de citocinas inflamatórias. TIRAP/MAL também são moléculas adaptadoras do 
domínio TIR que modulam especificamente as vias dependentes de MyD88. A via de 
sinalização independente de MyD88, ativada pelo TLR4, leva a ativação de IRF-3 via 
TBK1 e IKK. A molécula adaptadora TRIF, também presente no domínio TIR modula 
esta via independente de MyD88. Modificado de Takeda e Akira (2004). 

 

Os TLRs 2 e 4 usam MAL como molécula adaptadora para o recrutamento 

de MyD88 e ativação das vias MAPK e NF-kB. MAL é recrutado para domínios da 

membrana celular contendo fosfatidil-inositol-4,5-bisfosfato (PIP2) e é fosforilado pela 

tirosino-quinase de Bruton (BTK), permitindo assim o recrutamento de MyD88 (Kagan e 

Medzhitov, 2006; Gray et al., 2006). Assim, BTK está criticamente envolvida nas vias de 

sinalização dependente de MyD88. BTK é um membro da família Tec de tirosino-quinases 

e possui um importante papel na diferenciação de linfócitos B e T (Schwartzberg et al., 

2005). A ativação de receptores para antígenos presentes em linfócitos B (BCR) e T (TCR) 
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(Schwartzberg et al., 2005), assim como de GPCRs (Lachance et al., 2002) também 

provocam a fosforilação de BTK, sugerindo que os GPCRs possam regular a ativação 

induzida por TLR 2/4 através da molécula BTK. Além disso, o fato que C3aR e C5aR 

ativam PI3K (Fig. 4), um evento que regula o balanço entre PIP2 e PIP3, sugere que a 

sinalização pelos ATRs possa afetar o recrutamento de MAL para a superfície celular. 

 

1.4 Indução e Regulação de Respostas de Linfócitos T por Complemento e TLRs 

1.4.1 Ativação de Linfócitos T CD4+ por Células Dendríticas  

A habilidade das células dendríticas em promover a proliferação e 

diferenciação de linfócitos T está associada com o estado de “maturação” desta célula. 

Como dito anteriormente, células dendríticas não estimuladas são consideradas imaturas e 

apresentam grande capacidade endocítica, expressam baixos níveis de MHC-II e moléculas 

coestimuladoras como CD40, CD80 e CD86 e não são capazes de ativar linfócitos T naïve 

(Schuler e Steinman, 1985). Estímulos para maturação como citocinas inflamatórias, 

ligação de TLRs ou de CD40 ligante (CD40L) presente nos linfócitos T ativados diminuem 

a captura de antígenos e aumentam a expressão de MHC-II e de moléculas 

coestimuladoras, aumentando a habilidade destas células estimularem linfócitos T. Dados 

recentes mostram que citocinas podem promover o aumento da expressão de MHC-II e de 

moléculas coestimuladoras e também induzir a proliferação de linfócitos T, entretanto, a 

ligação de TLR é essencial para induzir a produção de citocinas como IL-12, a qual 

participa na diferenciação dos linfócitos T (Sporri e Reis e Sousa, 2005). 

Podemos dizer de uma maneira didática que três sinais provenientes das 

células dendríticas são requeridos na indução da proliferação e diferenciação de linfócitos 

T CD4+ naïve: (i) Sinal 1, que corresponde à apresentação de complexos peptídeo/ MHC-II 

para os TCRs; (ii) Sinal 2, correspondendo à coestimulação; e (iii) Sinal 3, relacionado 

com a produção de citocinas que determinam a diferenciação das células Th em Th1, Th2, 

Th17 ou Treg. É sabido que células Th1 produzem grandes quantidades de IFN-γ, 

induzindo a ativação de macrófagos, enquanto as células Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-13 

e são particularmente importantes na indução de IgE (Mosmann e Coffman, 1989). Mais 

recentemente, foi descrita a população de linfócitos Th17. Estes, além de produzirem IL-

17, também secretam baixos níveis de TNF-α e IL-6 e atuam como potentes células pró-

inflamatórias. A citocina IL-23 atua na expansão de células já diferenciadas, enquanto IL-6 
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e TGF-β induzem a diferenciação destas células (Langrish et al., 2005; Bettelli et al., 

2007). 

Também foi demonstrado que células dendríticas podem induzir a 

diferenciação de linfócitos T com fenótipo Treg (Steinman et al., 2003). Foi descrito que 

células dendríticas maduras podem promover a proliferação de Tregs naturais (nTreg) ou a 

geração de Tregs induzíveis (iTreg). Sabe-se que Tregs são uma população heterogênea de 

linfócitos T com capacidade imunossupressora. As nTregs são derivadas do timo e 

apresentam fenótipo CD4+CD25+Foxp3+ (Sakaguchi, 2005), sendo que o marcador CD25 

corresponde à cadeia α do IL-2R e Foxp3 refere-se ao fator de transcrição forkhead box 

P3. Estas se originam no timo, necessitam de IL-2 para seu funcionamento e expansão e 

atuam por um mecanismo que requer contato celular (Jonuleit e Schmitt, 2003). Já as 

iTregs, incluindo Tr1 (Akbari et al., 2002; Akbari et al., 2001) e Th3 (Zuany-Amorim et 

al., 2002), são geradas na periferia, podem expressar ou não Foxp3, também necessitam de 

IL-2 e o efeito supressor provêm principalmente através de IL-10 (Tr1) ou transforming 

growth factor-β (TGF-β) (Th3) (Bluestone e Abbas, 2003). 

 

1.4.2 Complemento e TLRs Regulam a Maturação e Função de APCs 

1.4.2.1 Papel do Complemento e TLRs na Regulação dos Sinais 1 e 2 

A molécula MHC-II é uma glicoproteína de superfície de importância 

central na indução de respostas de linfócitos T. Com a maturação das células dendríticas, 

complexos MHC-II/peptídeos são transportados para a superfície celular, um evento que 

está associado ao aumento dramático na meia-vida destes complexos (Cella et al., 1997) e 

a inibição da síntese de novo de moléculas MHC-II (Landmann et al., 2001). Este fato se 

deve a uma rápida redução na síntese do transativador de classe II (CIITA), o qual atua 

como um dos principais reguladores da expressão do gene MHC-II (Reith et al., 2005).  

Moléculas coestimuladoras incluem moléculas da família B7, como CD80, 

CD86 e também CD40. Vários estudos mostraram que citocinas inflamatórias e ligação de 

TLRs aumentam a expressão destas moléculas nas células dendríticas (Cella et al., 1997). 

A literatura referente à regulação destas moléculas por complemento é pobre, porém alguns 

desses estudos serão discutidos no item “Células Dendríticas e Sistema Complemento”. 
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1.4.2.2 Papel do Complemento e TLRs na Regulação do Sinal 3 

As citocinas IL-12, IL-10 e IL-6 enviam sinais importantes para a 

modulação da diferenciação de linfócitos T. IL-12 é uma citocina heterodimérica composta 

por 2 subunidades, p35 e p40. É produzida principalmente por células dendríticas e 

macrófagos e seu papel principal na ponte imunidade inata-adquirida é atribuído a 

habilidade em induzir uma polarização Th1 com conseqüente produção de IFN-γ por 

linfócitos CD4+ (Trinchieri, 2003). A ligação de TLRs 3, 4 juntamente com TLRs 7 e 8 

desencadeia a produção de citocinas da família IL-12 de maneira sinergística (Napolitani et 

al., 2005). Linfócitos T ativados, por sua vez, podem induzir a produção de IL-12 através 

da interação CD40-CD40L, demonstrando a natureza bidirecional da regulação da resposta 

imune inata. Também vale lembrar que a expressão de CD40 é dependente de TLRs 

(Schulz et al., 2000). 

A ligação de CR3 (Marth e Kelsall, 1997) e de CD46 (Karp et al., 1996) por 

fragmentos derivados da ativação de C3 promovem síntese de IL-12, induzida por PRR em 

monócitos humanos. Também foi mostrado que a ligação de C5aR, nestas mesmas células 

ou em macrófagos peritoneais de camundongos, suprime a produção de IL-12, induzida 

por Staphylococcus aureus Cowan strain 1 (SAC) ou LPS (Braun et al., 2000; Wittmman 

et al., 1999; Hawlisch et al., 2005; Zhang et al., 2007). Hawlisch et al. (2005) mostraram 

que o C5a tem um impacto negativo na produção de IL-12 induzida por TLR4, em 

macrófagos peritoneais. Este fato está envolvido com a sinalização pelas vias ERK1/2 e 

PI3K. C5a também suprime a produção de citocinas da família IL-12, induzida pela ligação 

do CD40. Estes dados indicam que o C5a regula a produção de IL-12, interferindo tanto 

em vias da resposta inata (TLR4) quanto da adquirida (CD40). Em contraste, também foi 

observado que a inibição conjunta de C5aR e C5L2 diminui a produção de IL-12, induzida 

por SAC, em monócitos humanos (Karp et al., 2000) e a inibição de C5a reduziu a 

produção de IL-12 induzida por SAC em macrófagos murinos (Karp et al., 2000). Estes 

resultados aparentemente conflitantes puderam ser melhor entendidos após a observação de 

que C5a sozinho leva a um aumento de IL-12 por macrófagos murinos não tratados, por 

outro lado, ocorre uma diminuição na produção desta citocina por macrófagos tratados com 

C5a e LPS (Lalli et al., 2007). Estas observações confirmam o cross-talk entre as vias 

ativadas por C5aR e TLR e a importância do C5a na polarização da resposta imune 

adaptativa.  

Resultados conflitantes também foram obtidos quando foi avaliado o 

impacto de C3a na produção de IL-12. Hawlisch et al. (2005) mostraram menor produção 
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de IL-12p70 em resposta a C3a por macrófagos murinos e este impacto negativo também 

foi observado por Zhang et al. (2007), em resposta a TLR9. Por outro lado, Kawamoto et 

al. (2004) observaram maior produção de IL-12 induzida por C3a em células dendríticas 

esplênicas de camundongos. 

IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatória que pode inibir a ativação 

e as funções efetoras de linfócitos T CD4+ por vários mecanismos, incluindo inibição da 

produção de IL-12 (Macatonia et al., 1993) e a indução de linfócitos Tr1 (Bluestone e 

Abbas, 2003). A produção de IL-10 por células dendríticas pode ser induzida por vias 

dependentes de MyD88 e TRIF através da ligação de TLRs 2, 3, 4 ou 9 (Boonstra et al., 

2006). Além disso, IL-10 também pode ser induzida pela ligação de zimozan em dectina-1 

(Rogers et al., 2005) ou DC-SIGN (Geijtenbeek et al., 2003). A literatura compreendendo 

o papel do complemento na produção de IL-10 é escassa, porém Weinmann et al. (2003) 

demonstraram que C5a, na presença de prostaglandina E2 (PGE2), induz maior produção de 

IL-10 por células dendríticas humanas. A administração combinada de C3a e C5a in vivo 

resultou em aumento de IL-10 produzida por macrófagos peritoneais em resposta a LPS 

(Zhang et al., 2007). 

A IL-6 é uma citocina multifuncional que pode ser produzida por células 

dendríticas em resposta a ligação de TLR. Foi mostrado que IL-6 tem um papel na 

regulação da diferenciação Th1/Th2 por ter impacto negativo na produção de IL-2 (Dodge 

et al., 2003) ou IL-10 (Schmidt et al., 2006), dependendo do tipo de célula estudado. Além 

disso, a produção de IL-6 é crítica para ativação de linfócitos CD4+ que foram suprimidos 

por Tregs (Pasare e Medzhitov, 2003). Zhang et al. (2007) também observaram que a 

produção de IL-6 por macrófagos peritoneais, induzida por TLR4, foi regulada 

positivamente em resposta a C3a e C5a.  

 

1.4.2.3 Papel do Complemento e TLRs na Ativação e Diferenciação de Linfócitos T 

Como dito anteriormente, a ligação de TLRs nas células dendríticas, além 

de modular os sinais 1, 2 e 3 provenientes destas células, promovem, conseqüentemente a 

proliferação e diferenciação de linfócitos T CD4+. Há um crescente número de trabalhos 

demonstrando que receptores de complemento e alguns reguladores presentes na 

membrana também podem modular o desenvolvimento de respostas de linfócitos CD4+. É 

sabido que animais deficientes de C3 apresentam menor resposta (dependente de linfócitos 

T CD4 e CD8) contra infecções causadas pelo vírus influenza e pelo vírus causador da 

 42



 

coriomeningite linfocítica (LCMV), sugerindo uma contribuição de C3 e/ou C5 (Suresh et 

al., 2003; Kopf et al., 2002) na imunidade contra estas doenças. De modo similar, a 

ativação de linfócitos T, em decorrência de um transplante renal, é substancialmente 

reduzida na ausência da produção local de C3 por alo-enxertos (Pratt et al., 2002).  

Os mecanismos envolvidos na ativação de linfócitos T por C3 ainda não 

foram esclarecidos. Produtos de clivagem proteolítica podem se ligar a CR3, CR4, CD46 

(MCP) e/ou CD55 (DAF), e a ativação destes receptores pode estar envolvida direta ou 

indiretamente com a eficiência com que as APCs apresentam os antígenos. As 

conseqüências da sinalização pelo CD46 para a resposta adquirida são bem complexas. A 

ativação do CD46 em linfócitos CD4+ pode tanto promover a proliferação destes quanto 

suprimir a função destas células (Marie et al., 2002). Além disso, a ativação CD3/CD46 

nos linfócitos CD4+ pode induzir a produção de IL-10 por linfócitos Tr1 (Kemper et al., 

2003).  

Além do CD46, CD55 foi recentemente descrito como capaz de regular a 

função de linfócitos T (Liu et al., 2005; Heeger et al., 2005). Em contraste com o complexo 

papel exercido pelo CD46, parece estar claro que o CD55 atua como um regulador 

negativo na resposta de linfócitos T CD4+. Animais deficientes de CD55 sofrem com 

ativação vigorosa de linfócitos T CD4+ e superprodução de IFN-γ e IL-2 em resposta a 

antígenos (Liu et al., 2005). Este efeito protetor do CD55 foi relacionado com a ativação de 

C5 e estes dados concordam com as observações de que animais deficientes de C5 ou de 

C5aR mostram menor ativação de linfócitos T CD4+ em resposta ao desafio com 

determinados antígenos, em modelos murinos de asma (Karp et al., 2000; Köhl et al., 

2006). 

Outros exemplos do papel do complemento na ativação e diferenciação de 

linfócitos T serão discutidos na próxima seção. 

 

1.5 Células Dendríticas e Sistema Complemento 

1.5.1 O Componente C1q e Células Dendríticas 

O componente C1q, além de participar da ativação da via clássica, também 

atua na remoção de células apoptóticas e sua ausência está intimamente associada com o 

desenvolvimento de doenças auto-imunes (Walport, 2001a). 
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Castellano et al. (2004) mostraram que células dendríticas diferenciadas a 

partir de monócitos ou células CD34+ são uma rica fonte de C1q. O C1q produzido por 

estas células é funcionalmente ativo na lise de eritrócitos de carneiro e liga-se a células 

apoptóticas. Também observaram que esta produção de C1q encontra-se diminuída em 

células dendríticas maduras. Em um trabalho mais recente, o mesmo grupo demonstrou 

que a presença de C1q durante a diferenciação de células dendríticas levou a menores 

níveis de expressão de moléculas coestimuladoras e menor produção de citocinas 

inflamatórias. Estas mesmas células têm menor capacidade de estimular a proliferação de 

linfócitos T, os quais produzem níveis reduzidos de IFN-γ (Castellano et al., 2007). Esta 

modulação na ativação das células dendríticas causada pelo C1q foi correlacionada com o 

papel regulador desta molécula na prevenção da super-ativação do sistema imune.  

A opsonização de células apoptóticas por C1q ou MBL aumenta a ingestão 

destas por células dendríticas imaturas de modo dose dependente. A ingestão de células 

apoptóticas opsonizadas por C1q, mas não por MBL, estimula a produção de IL-6, IL-10 e 

TNF-α pelas células dendríticas e não tem qualquer efeito na síntese de IL-12p70 (Nauta et 

al., 2004). Por outro lado, Yamada et al. (2004) observaram que C1q inibe a produção de 

IL-12p40 e TNF-α em células dendríticas derivadas de medula óssea. Estas células, 

quando tratadas com C1q, mostraram uma redução na atividade do NF-κB e atraso na 

fosforilação do p38 e quinase c-Jun, após estímulo com LPS. 

Vegh et al. (2003) também observaram a produção de C1q por células 

dendríticas. Além disso, os receptores gC1qR e cC1qR (receptores para a porção globular e 

para a porção similar a colágeno de C1q, respectivamente) estão presentes na membrana de 

células dendríticas imaturas e diminuem em número após a maturação destas mesmas 

células.  

 

1.5.2 O Componente C3 e Células Dendríticas 

Células dendríticas intersticiais, isoladas da pele ou diferenciadas em 

cultura expressam C3aR (Kirchhoff et al., 2001; Gutzmer et al., 2004). Kirchhoff et al. 

(2001) observaram que a expressão deste receptor é inibida quando as células dendríticas 

são expostas a fatores que provocam a maturação, como TNF-α. Outro grupo (Gutzmer et 

al., 2004) observou que após o aumento da expressão do C3aR em células dendríticas 

estimuladas com IFN-α, IFN-γ ou PGE2, C3a induziu aumento da expressão de CD54, 

CD83 e CD86, mas não alterou a expressão de CD40, CD80 e HLA-DR. Além disso, C3a 
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é capaz de atrair monócitos e células dendríticas imaturas para a cavidade peritoneal de 

camundongos portadores de imunodeficiência combinada grave (SCID), revelando uma 

nova função para o C3a na atração de células dendríticas (Soruri et al., 2003a). 

Verbovetski et al. (2002) observaram que células apoptóticas opsonizadas 

por iC3b são mais eficientemente fagocitadas por células dendríticas imaturas. De modo 

interessante, essa fagocitose iC3b-dependente induziu nas células dendríticas diminuição 

da expressão de CD86 e HLA-DR e um aumento de CCR7. 

Também foi demonstrado que células dendríticas presentes no baço 

fagocitam células apoptóticas via CR3 e CR4 (Morelli et al., 2003). Após a ingestão de 

células apoptóticas, as células dendríticas apresentaram uma diminuição na expressão de 

RNAm e secreção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12p70 e 

TNF-α.  

O fragmento iC3b também está envolvido com aumento da infecção de 

células dendríticas pelo HIV-1. Bajtay et al. (2004) observaram que este aumento foi 

abolido após o bloqueio do CR3 com anticorpos específicos. 

Recentemente, o grupo de S.H. Sacks demonstrou que células dendríticas 

murinas são capazes de secretar o componente C3 e que esta síntese está relacionada com 

uma melhor habilidade destas células na ativação de linfócitos T. Células dendríticas C3-/- 

e C3aR-/- induzem uma resposta de linfócitos T com uma polarização Th2 (Peng et al., 

2006; Peng et al., 2008).  

 

1.5.3 O Componente C5 e Células Dendríticas 

Células dendríticas imaturas e maduras expressam C5aR e são responsivas 

ao C5a no que se refere à polimerização de actina e mobilização de Ca2+ intracelular 

(Sozzani et al., 1995). Outro estudo demonstrou que a atividade quimiotática de C5a 

observada sobre células dendríticas não interfere na capacidade destas em liberar IL-12p70 

após estímulo com CD40L (Braun et al., 2000). 

Recentemente foi demonstrado que C5a induz o recrutamento de monócitos 

para a cavidade peritoneal de camundongos SCID, e sua diferenciação para células 

dendríticas (Soruri et al., 2003b). Estas células dendríticas diferenciadas in vivo pelo C5a 

são parcialmente ativadas, expressam CCR7 e podem produzir IL12-p70 após estímulo 

com CD40L. Esses efeitos do C5a na diferenciação das células dendríticas são 

indiretamente mediados pela liberação de TNF-α e PGE2 por células residentes. 
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2 RESUMO E HIPÓTESE 

 

Sabemos que vários componentes da imunidade inata são responsáveis pelo 

reconhecimento de PAMPs e indução da resposta adquirida. Entre estes componentes estão 

os TLRs e o sistema complemento. O estado de maturação das células dendríticas, 

influenciado pela ativação dos TLRs é um fator crucial nesta modulação da resposta 

imune. Dados da literatura atual sugerem uma participação dos ATRs no desenvolvimento 

de respostas de linfócitos CD4+, porém nosso conhecimento sobre esta modulação ainda é 

muito restrito. Deste modo, nossa hipótese é que a produção de proteínas do complemento 

por células dendríticas aumente em resposta ao reconhecimento de PAMPs e que estas 

proteínas ou fragmentos derivados da ativação interajam com receptores como C3aR, 

C5aR e/ou C5L2 influenciando na diferenciação e/ou maturação das células dendríticas, o 

que, por conseqüência pode afetar o curso da resposta adquirida (Fig. 6).  
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Fig. 6. Esquema da hipótese de trabalho. Aumento da produção de proteínas do complemento 

por células dendríticas em resposta ao reconhecimento de PAMPs. Proteínas ou fragmentos 
derivados da ativação interagem com receptores como C3aR, C5aR e/ou C5L2 
influenciando na diferenciação e/ou maturação das células dendríticas, o que, por 
conseqüência, pode afetar o curso da resposta imune adaptativa. 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo Geral 

O objetivo central deste trabalho é verificar se células dendríticas são capazes de expressar 

proteínas do complemento, definir o papel regulador destas proteínas na diferenciação e 

maturação das células dendríticas e as conseqüências desta regulação na modulação da 

resposta de linfócitos T CD4+. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

1. Análise da expressão de RNAm de proteínas do complemento, extraídos de células 

dendríticas humanas imaturas e maduras; 

2. Análise qualitativa das proteínas encontradas no sobrenadante das células dendríticas; 

3. Análise da presença de receptores de complemento na membrana das células 

dendríticas antes e após ativação; 

4. Estudo do papel do componente C3 na diferenciação e maturação de células dendríticas 

humanas: análise da expressão de moléculas de superfície e produção de citocinas em 

células imaturas ou ativadas com LPS; 

5. Estudo do papel de C3aR, C5aR e C5L2 na diferenciação e maturação de células 

dendríticas murinas: análise da expressão de moléculas de superfície e produção de 

citocinas em células imaturas ou ativadas com LPS ou Pam3Cys; 

6. Estudo do efeito de C3aR, C5aR e C5L2, presente nas células dendríticas, na indução 

de respostas de linfócitos CD4+.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Experimentos com células dendríticas humanas 

4.1.1 Obtenção de células precursoras e cultura de células dendríticas humanas 

Para obtenção de células precursoras, coletamos por leucoferese o sangue 

periférico de 35 doadores sadios, após solicitação do Termo de Consentimento Informado. 

Utilizamos 10 mL do sangue, o qual foi colocado em tubo de 50 mL contendo 12 mL de 

Ficoll-Paque. O tubo foi centrifugado a 600 x g por 30 min a 18 oC e as células 

mononucleares foram transferidas para outro tubo, onde foi adicionado meio de cultura 

RPMI-1640, seguindo-se centrifugação a 400 x g por 10 min. O sobrenadante foi 

removido, as células foram lavadas em meio RPMI e centrifugadas a 259 x g por 10 min, 

seguindo-se nova lavagem com RPMI e centrifugação a 90 x g por 10 min. Ao final desta 

etapa, o rendimento foi de aproximadamente 1x108 células mononucleares. 

Células dendríticas foram obtidas segundo Sallusto e Lanzavecchia (1994). 

As células mononucleares (2x107/ poço) foram colocadas em placas de seis poços e 

incubadas por 2 h a 37 °C. As células não-aderentes foram desprezadas e as aderentes 

cultivadas por sete dias em meio de cultura RPMI contendo GM-CSF (50 ng/mL), IL-4 (50 

ng/mL) e 10% de soro humano normal (NHS- mistura de soros de 130 indivíduos sadios), 

soro de paciente deficiente de C3 (C3DS) (Reis et al., 2004; Ulbrich et al., 2001) ou soro 

fetal bovino (SBF) inativado a 56 oC por 30 min. No 3o e 5º dias de cultura, 50% do meio 

foi retirado, completando-se com meio RPMI novo, suplementado com citocinas e soro. 

Quando indicado, acrescentou-se LPS (1 μg/mL), IL-1 (5 ng/mL) ou dexametasona (25 

ng/mL), no 6º dia de cultura. Células cultivadas na ausência de GM-CSF e IL-4 não se 

diferenciaram em células dendríticas e por esta razão foram utilizadas como controle 

(macrófagos). Ao final do 7º dia de cultura, a viabilidade das células, verificada pelo teste 

de exclusão do azul de Tripan, foi sempre igual ou superior que 95%. 

Nos experimentos de reposição, C3 purificado (50, 100 ou 150 μg/mL- 

Calbiochem- EMD biosciences) foi adicionado à cultura nos dias 1, 3 e 5.  

 

4.1.2 Soro deficiente de C3 

O soro deficiente de C3 foi obtido (após assinatura do Termo de 

Consentimento Informado) de um paciente com deficiência completa de C3, previamente 
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estudado em nosso laboratório (Ulbrich et al., 2001). Esta deficiência decorre da presença 

de um códon de parada prematura (R848Ter) no RNAm de C3 do paciente em questão 

(Reis et al., 2004). Este soro não apresenta qualquer atividade hemolítica mediada pela via 

clássica ou alternativa do complemento, no entanto, a adição de C3 purificado em 

concentração fisiológica (1 mg/mL- Calbiochem- EMD biosciences) restaura a habilidade 

hemolítica deste soro dentro de um padrão dose-dependente. A dosagem por ELISA 

detectou níveis baixíssimos de C3 no soro do paciente: 0,15 μg/mL, enquanto em 

indivíduos normais, estes níveis apresentam-se entre 0,8 e 1,9 mg/mL (Ritchie et al., 2004). 

Para obtenção do soro, as amostras de sangue foram mantidas no gelo por 60 min e 

centrifugadas a 600 x g por 15 min a 4 oC. Alíquotas de soro foram mantidas a -80 oC e 

descongeladas somente na hora do uso. 

 

4.1.3 Extração do RNA total de células humanas 

Para a extração do RNA total das células dendríticas e macrófagos 

humanos, foi utilizado "RNAgents® Total RNA Isolation System" (Promega) conforme 

Perry et al. (1972) e Chirgwin et al. (1979). As células foram lavadas com PBS gelado, 

adicionando-se em seguida 300 μL de solução de desnaturação [citrato de sódio 26 mM 

(pH 6,8); N-lauril sarcosina 0,5%; β-mercaptoetanol 0,125 M e tiocianato de guanidina 4 

M]. Foi adicionado o volume de 30 μL de NaOAc 2 M e 300 μL de uma solução contendo 

fenol, clorofórmio e álcool isoamílico na proporção 99:24:1, respectivamente, para a 

separação de proteínas, DNA e RNA. Depois de 15 min em banho de gelo, as células 

foram centrifugadas a 12.000 x g por 20 min a 4 oC e a fase superior foi transferida para 

outro tubo, onde se acrescentou igual volume de isopropanol. Este tubo foi incubado a        

-20 oC por 24 h para precipitação do RNA. Após incubação, o conteúdo foi centrifugado a 

12.000 x g por 10 min a 4 oC, o sobrenadante desprezado e o precipitado lavado com 1 mL 

de EtOH 75% gelado e ressuspendido em água livre de nucleases. 

O RNA extraído foi quantificado por leitura da absorbância a 260 e 280 nm 

em espectrofotômetro GeneQuant (Amersham Pharmacia Biotech), considerando-se 1 

D.O.= 40 μg/mL de RNA na absorbância de 260 nm. Foram utilizadas aquelas amostras 

que apresentaram valor de 260/ 280 nm entre 1,7 e 2,0. 
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4.1.4 Reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) 

RNA total foi utilizado em RT-PCR para amplificação de cDNAs 

específicos. Para a síntese da primeira fita de cDNA, 200 ng de RNA total e oligo dT 500 

mM foram aquecidos a 70 oC por 5 min, seguindo-se a adição dos reagentes nas 

concentrações finais: tampão 1x [Tris-HCl pH 8,3 50 mM; KCl 75 mM; MgCl2 3 mM e 

DTT 10 mM], dNTP 0,4 mM cada e a enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) 

100 U, os quais foram aquecidos a 42 oC por 1 h. 

Para a amplificação de cDNAs específicos foram utilizados tampão 1x [KCl 

50 mM; MgCl2 1,5 mM; Tris-HCl pH 9,0 10 mM], dNTPs 0,4 mM cada, 0,8 pmoles de 

cada oligonucleotídeo (Quadro 1), cDNA (Quadro 1) e H2O para um volume final de 25 

μL. As reações de amplificação foram realizadas por: 2 min a 94 oC; 1 min a 95 oC; 40 

ciclos de 1 min de desnaturação a 95 oC, 1 min de pareamento (Quadro 1) e 1 min de 

extensão a 72 oC seguidos por uma extensão final de 5 min a 72 oC.  

Os resultados foram analisados após eletroforese em gel de agarose 1% em 

tampão TBE 1x [pH 8,0: ácido bórico 89 mM; Tris 89 mM e 0,4% de EDTA 0,5 M] e 

coloração do gel com brometo de etídeo (1 μg/mL). Os tamanhos dos fragmentos 

amplificados foram comparados com o marcador de tamanho de DNA "100 base-pair 

ladder" (GE Helthcare). 
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Quadro 1. Oligonucleotídeos utilizados nas PCRs com cDNAs humanos. 

cDNA
volume de 

reação      
(cDNA- μL)

seqüência (5'-3')
temperatura      

de pareamento   
(oC)

fragmento 
amplificado 

(pb)
C3          

humano 2 GAA GAA GCA GGA GCT CTC GG      
CCA CAG TTT TGT TGA TTC TGA TTC 56 1550

C5           
humano 4 ACT GAT GCT CCA GAT CTT CC       

CAG TGA ATG TCA CCA AGT GA 54 1390

C9            
humano 5 GAT GCA TAA AGA TGC GAC TTC     

GGC TCA CTT TCA CAA TCA TCC 50 85

Fator I    
humano 5 GAT GAC TTC TTT CAG TGT          

AGC CAG AAA CGA TGC ATG 50 744

Fator H     
humano 5 AAT TCT TGG AAG AGG AGA AC      

TTT TAA GGC ATA TGT ATA CTG 50 1483

Fator B     
humano 2,5 CAC CAC TCC ATG GTC TTT GGC     

CAC TCT GCC TTC CTG ACA GTC 54 222

Properdina     
humana 2 TGC TGT CTC AAC ACT GCC TT       

TCG TGT CTC CTT AGG TTC GT 56 407

Fator D     
humano 2 ATG CGC TCG GTG CAG CTG AA      

TCC AGC ACT GGC AAG AGC AC 56 407

CR1        
humano 2,5 CTA CCA ACC TAA CTG ATG AG       

ATC GTC ATT GCT GGT GCA GT 56 500

CR2         
humano 2,5 GAG GAA GGA GTG AAC TTC ATG     

CGT ATT TCC ACC TGT ATG ATG 56 1105

GAPDH       
humano 0,5 TCT CTG CTC CTC CTG TTC GAC      

GGA TCT CGC TCC TGG AAG ATG 50 319
 

 
4.1.5 Western blot 

A análise qualitativa de proteínas encontradas nos sobrenadantes celulares 

foi feita por Western blot. O sobrenadante celular [em tampão Tris-HCl pH 6,8 50 mM; 

dodecil sulfato de sódio (SDS) 2%; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,1%; ditiotreitol 

(DTT) 40 mM] foi aplicado em gel de SDS-poliacrilamida [solução de acrilamida 10%; 

Tris pH 8,8 375 mM; SDS 0,1%; perssulfato de amônio 0,1%; N,N-N,N-

tetrametiletilenediamina (TEMED) 0,04%] em tampão Tris-glicina pH 8,3 [Tris básico 25 

mM; glicina 250 mM; SDS 0,1%] para separação das proteínas conforme a massa 

molecular. Em seguida, as proteínas foram transferidas do gel para uma membrana de 

nitrocelulose no tampão Tris-HCl 15,6 mM e glicina 120 mM (pH 8,3), utilizando "Semi-

Dry blotter" (Sigma), onde se aplicou uma corrente de 0,8 mA por cm2 de membrana 

durante 4 h. A membrana foi lavada por 5 min com TBST [Tris 5 mM pH 8,0; NaCl 75 

mM e tween 20 0,028%] e então bloqueada por 18h com TBST contendo leite desnatado 

5%. Após o bloqueio, a membrana foi lavada por 3 vezes com 25 mL de TBST, quando se 
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adicionou o 1o anticorpo na diluição determinada previamente (Quadro 2) em TBST/ leite 

desnatado 5 % por 18h. Foi realizada nova lavagem com TBST e a adição do 2o anticorpo 

(Quadro 2) por 2 h. A membrana foi lavada novamente com TBST e depois com APB 

[NaCl 100 mM; Tris 100 mM pH 9,5; MgCl2 5 mM]. A membrana foi então incubada em 

10 mL de APB acrescidos de 6 μL de NBT (Nitro Blue Tetrazolium- 1mg/mL em 

dimetilformamida 70% em EtOH) e 3 μL de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indodil fosfato- 

0,25 mg/mL em dimetilformamida 100%) para revelação. 

 

Quadro 2. Anticorpos utilizados nos experimentos de Western blot para identificação de 
proteínas do sistema complemento humano. 

 
Especificidade 1o Anticorpo 2o Anticorpo
anti-C1q humano fonte: cabra (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:1.000

anti-C3 humano fonte: cabra (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:2.000

anti-C5 humano fonte: coelho (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:500

anti-C7 humano fonte: cabra (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:1.000

anti-C8 humano fonte: cabra (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:1.000

anti-C9 humano fonte: cabra (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:1.000

anti-fI humano fonte: cabra (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:1.000

anti-fH humano fonte: cabra (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:1.000

anti-fB humano fonte: cabra (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:1.000

anti-fD humano fonte: carneiro (The Binding Site)

diluição 1:1.000

anti-C4bp humano fonte: coelho (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:1.000

anti-IgG de cabra fonte: coelho (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:10.000 

anti-IgG de carneiro fonte: coelho (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:10.000 

anti-IgG de coelho fonte: cabra (Calbiochem EMD biosciences)

diluição 1:10.000 
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4.1.6 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

A presença das citocinas IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-12p70 e TNF-α no 

sobrenadante das culturas de células dendríticas foi analisada por meio de ensaios 

imunoenzimáticos com Human ELISA Set ou Mouse ELISA Set (BD OptEIATM BD 

Biosciences). O anticorpo específico para a proteína de interesse foi diluído (1:250) em 

tampão carbonato (Na2CO3 0,1 M, NaHCO3 0,1 M) e imobilizado em placa de poliestireno 

para ELISA (50 µL/ poço) a 4 °C por 18h. A placa foi lavada 3 vezes com PBS/Tween pH 

7,5 [NaH2PO4 10 mM; NaCl 150 mM; Tween 20 0,05 %] e bloqueada com 100 µL/ poço 

de PBS contendo 10% SBF por 1 h à temperatura ambiente. A placa foi lavada novamente 

por 3 vezes com PBS/Tween, em seguida foram adicionados 50 μL do sobrenadante das 

culturas e a placa foi incubada à temperatura ambiente por 2 h. Após 5 lavagens, 50 μL do 

segundo anticorpo conjugado com biotina (diluído 1:250 em PBS/ 10% SBF) e reagente de 

detecção (peroxidase conjugada com estreptavidina na diluição de 1:250) foram 

adicionados, seguindo-se mais uma incubação à temperatura ambiente por 1 h e nova 

lavagem. Por fim, acrescentou-se o substrato tetrametilbenzidina (TMB) e peróxido de 

hidrogênio. As placas foram incubadas à temperatura ambiente de 20 a 40 min, quando a 

reação foi bloqueada com 50 μL de H2SO4 2N. A densidade óptica foi determinada após 

leitura em espectrofotômetro a 405 nm e a concentração protéica foi definida a partir de 

curva padrão. Todas as medidas foram realizadas em duplicata. 

 
4.1.7 Citometria de fluxo para células humanas 

Para verificar a expressão de moléculas de superfície em macrófagos e 

células dendríticas humanas, as células foram marcadas, em vários momentos da cultura, 

com anticorpos monoclonais e analisadas em citômetro de fluxo (FACSCalibur).  

Em um tubo, 2 x 105 - 1 x 106 células foram misturadas com anticorpo 

específico (Quadro 3) para o marcador de interesse em tampão PBS, albumina de soro 

bovino (BSA) 1%, NaN3 0,02% em um total de 25 μL e incubados por 30 min a 4 °C. O 

tubo foi então centrifugado e as células lavadas duas vezes com 200 μL de tampão PBS/ 

BSA. Por fim, as células foram ressuspendidas em 100 μL de tampão para citometria de 

fluxo [PBS contendo 0,5% de BSA, 0,02% de azida sódica e 2% de formaldeído] e 

analisadas no citômetro usando-se o programa CellQuest (BD Biosciences). 
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Quadro 3. Anticorpos utilizados para citometria de fluxo com células humanas. 

Especificidade Marcação Isotipo Fabricante

anti-CD1a humano FITC/ PE/ APC IgG1 camundongo BD Biosciences
anti-CD11c humano FITC/ PE IgG1 camundongo BD Biosciences
anti-CD14 humano FITC IgG2a camundongo BD Biosciences
anti-CD18 humano PE IgG1 camundongo Dako
anti-CD35 humano FITC IgG1 camundongo Dako
anti-CD40 humano FITC/ PE IgG1 camundongo BD Biosciences
anti-CD80 humano FITC/ PE IgG1 camundongo BD Biosciences
anti-CD83 humano FITC/ PE IgG1 camundongo BD Biosciences
anti-CD86 humano FITC/ PE IgG1 camundongo BD Biosciences

anti-CD205 humano FITC IgG2b camundongo AbD Serotec
anti-CD209 humano FITC IgG2b camundongo BD Biosciences

anti-HLA-DR humano FITC/ PE/ APC IgG1 camundongo BD Biosciences

anti-C3 humano _ soro de cabra Calbiochem- EMD 
Biosciences

anti-IgG cabra FITC soro de coelho SIGMA  

FITC- isotiocianato fluoresceína, PE- ficoeritrina, APC- aloficocianina. 

 
 
4.2 Experimentos com células dendríticas murinas 
4.2.1 Animais 

Todos os animais utilizados neste trabalho foram mantidos no biotério de 

experimentação do Cincinnati Children’s Hospital- Cincinnati, Ohio, EUA e os 

experimentos foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética desta instituição. 

Camundongos Balb/c foram obtidos do Jackson Laboratories (Bar Harbor) 

e os camundongos DO11.10/RAG2KO da Taconic (Germantown). Os animais 

DO11.10/RAG2KO são deficientes para o gene de ativação da recombinase 2 e possuem 

linfócitos T CD4 transgênicos para um TCRαβ específico para o peptídeo de ovalbumina 

(OVA)-323-339 (Murphy et al., 1990). Animais deficientes para o receptor de C3a (C3aRKO) 

(Humbles et al., 2000), C5a (C5aRKO) (Gerard e Gerard, 1991) e C5L2 (C5L2KO) 

(Gerard et al., 2005) foram retrocruzados para o background Balb/c (n=7). No momento 

dos experimentos, os animais utilizados (machos e fêmeas) possuíam entre 8 a 12 semanas 

de vida. 
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4.2.2 Obtenção e cultura de células murinas 

Para obtenção de células dendríticas esplênicas, o baço foi tratado por 45 

min a 37 oC em uma solução de 0,5 mg/mL de Liberase Cl (Boehringer) e 0,5 mg/mL de 

DNase (Sigma) em 5 mL de RPMI, seguindo-se com lise dos eritrócitos com tampão de 

lise [155 mM NH4Cl, 10 mM NaHCO3 e 0,1 mM EDTA]. A suspensão de células foi 

mantida durante todo o processo no tampão 0,5% BSA e 2 mM EDTA em PBS gelado. A 

seleção positiva das células CD11c+ (células dendríticas) foi realizada com microesferas 

magnéticas conjugadas com anti-CD11c (Miltenyi Biotec), alcançando-se pureza sempre ≥ 

95%. 

Linfócitos B naïve também foram isolados do baço por seleção negativa, 

utilizando-se um coquetel de anticorpos (marcados com biotina) contra CD43, CD4 e Ter-

119 e microesferas magnéticas conjugadas com anti-biotina (Miltenyii Biotec), resultando 

em uma população de ≥ 98% de células B220+CD19+.  

Linfócitos T CD4+ naïve foram selecionados negativamente por eliminação, 

após tratamento das suspensões de células esplênicas utilizando-se um coquetel de 

anticorpos (marcados com biotina) contra CD8a, CD45R, CD49b, CD11b e Ter-119 e 

microesferas magnéticas conjugadas com anti-biotina (Miltenyii Biotec). A pureza 

alcançada foi ≥ 90%.  

Macrófagos foram conseguidos após lavagem peritoneal com 7 mL de PBS. 

Após lise das hemácias com tampão de lise, as células foram plaqueadas (1 x 107/poço em 

placas de 6 poços) em RPMI suplementado com 10% de SBF inativado. Após 2 h a 37 oC, 

as células foram lavadas com PBS para retirada das células não aderentes. As células 

aderentes foram cultivadas por 24 h a 37 oC na presença ou ausência de 2 ng/mL de IFN-γ. 

Células de medula óssea foram obtidas após lavagem do interior de fêmures 

e tíbias com PBS e lise das hemácias. Para obtenção de células dendríticas, as células 

provenientes da medula foram plaqueadas (1 x 106 células/mL em placas de 6 poços) em 

RPMI suplementado com 10% de SBF e 10 ng/mL de GM-CSF. O meio de cultura foi 

renovado nos dias 2, 4 e 6 (Inaba et al., 1992). Onde indicado, um antagonista de C5aR e 

C5L2 (C5aRA) (Heller et al., 1999) foi utilizado (400 nM) durante todo o período de 

diferenciação.  
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4.2.3 Cultura de células dendríticas esplênicas murinas 

Após isolar as células CD11c+, estas (1 x 106) foram incubadas em 500 μl 

de RPMI e 10% de SBF, em placas de 48 poços. Onde indicado, as células foram 

estimuladas com LPS (200 ng/mL- Sigma) ou Pam3Cys (ligante sintético de TLR2- 100 

ng/mL-Sigma) por 18-20 h. Em alguns experimentos, as células foram estimuladas 

simultaneamente com Pam3Cys e anti-CD40 (10 μg/mL, clone FGK45- agonista, 

gentilmente cedido pelo Prof. Dr. D. Hildeman- University of Cincinnati) e/ou anti-IL-10R 

(1 μg/mL, clone 1B1.3a- neutralizante, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. F. Finkelman- 

University of Cincinnati) ou os isotipos apropriados. O anti-IL-10R foi administrado 1 h 

antes da estimulação com Pam3Cys. 

 

4.2.4 Co-cultura de células dendríticas e linfócitos CD4+

Células dendríticas esplênicas (2 x 104) estimuladas ou não com Pam3Cys 

foram cultivadas na presença de linfócitos T CD4+ naïve (1 x 105) em placas de 96 poços, 

em um volume total de 200 μl de meio de cultura. As culturas foram realizadas na presença 

de 0; 0,01; 1,0 ou 10 μM de OVA (Sigma), conforme Boomstra et al. (2003). Após seis 

dias, as células foram utilizadas para detecção de citocinas intracelulares por citometria de 

fluxo e os sobrenadantes foram utilizados para detecção de citocinas por ELISA (Fig. 7).  

Nos ensaios de proliferação celular, os linfócitos T CD4+ foram marcados 

com 2 μM de carboxifluoresceína diacetato succinimidil éster (CFSE- Molecular Probes) 

em PBS por 15 min à temperatura ambiente. A co-cultura célula dendrítica- linfócito T foi 

feita como descrito anteriormente e incubada por quatro dias, seguida de leitura no 

citômetro de fluxo. 
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DO11.10RAG2-/-

Linfócitos T CD4+ (1x105)
marcados com CFSE 

Balb/c, C3aR-/-, C5aR-/-

DCs esplênicas (2x104)
+ OVA (0-10μM) 

± Pam3Cys (100ng/mL)
 

+

4 ou 6 dias

ELISA (IFN-γ, IL-4, IL-10)  

FACS:
TCR DO11.10 
CD4 
IFN-γ 
IL-4 
IL-10  

 

 

Fig. 7. Esquema representativo do experimento in vitro. Este envolve a co-cultura de células 
dendríticas (DCs) e linfócitos T CD4+ transgênicos para o TCR que reconhece o peptídeo 
OVA323-339 associado a MHC-II tipo I-Ad. 

 
 
4.2.5 Experimentos in vivo 

Animais controle, C3aRKO, C5aRKO e C5L2KO, todos com background 

genético Balb/c receberam 2,5 x 106 linfócitos T CD4+ naïve (em 400 μL de PBS) via 

endovenosa e PBS, OVA (100 μg) ou OVA (100 μg) + Pam3Cys (50 μg) via intra-

peritoneal (em 200 μL de PBS) (Dillon et al., 2004). Após quatro dias, os animais foram 

sacrificados, os baços foram isolados e 1 x 106 células de cada animal foram utilizadas para 

marcação (CD4/ TCR DO11.10- específico para o TCR dos linfócitos T CD4+ dos animais 

DO11.10/RAG2KO) e análise após citometria de fluxo. O restante das células do baço foi 

utilizado para isolamento das células CD4+ e re-estimulação in vitro na presença de anti-

CD3 e anti-CD28 (5μg/mL) em 200 μL de RPMI (1 x 106 por poço-placa de 96 poços). 

Após três dias, as células foram utilizadas para detecção de citocinas intracelulares por 

citometria de fluxo e os sobrenadantes foram utilizados para quantificação de citocinas por 

ELISA (Fig. 8).  
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(seleção negativa)

2.5x106
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células esplênicas 
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+ OVA (0, 0.01, 1.0, 10 uM) 
± PAM (100 ng/mL e 10ug/mL)  

4 dias 

DO11.10 TCR 
CD4 
IL-4  
IFN-g 
IL-17 

PBS
i.p. 

DO11.10RAG2-/- 

Balb/c, C3aR-/-, C5aR-/-, C5L2-/- 

 

 

Fig. 8. Esquema representativo do experimento in vivo. Este envolve a co-cultura de células 
esplênicas e linfócitos T CD4+ transgênicos para o TCR que reconhece o peptídeo 
OVA323-339 associado a MHC-II tipo I-Ad. 

 

 

4.2.6 Extração do RNA total de células murinas 

Para extração do RNA de macrófagos e células dendríticas murinos foi 

utilizado Trizol® Reagents (Invitrogen) (Chomczynski e Sacchi, 1987). As células foram 

lisadas diretamente em 1 mL de Trizol, passando-as várias vezes por uma agulha 21G1 e 

utilizando seringas de 5 mL. O lisado foi colocado em um tubo de 2 mL, onde foram 

adicionados 200 μL de clorofórmio, seguindo-se agitação vigorosa e incubação por 3 min à 

temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4 oC e a 

fase superior foi transferida para outro tubo, onde se acrescentou igual volume de 

isopropanol. Este novo tubo foi incubado por 10 min à temperatura ambiente e novamente 

centrifugado a 12.000 x g por 10 min a 4 oC. O precipitado de RNA foi lavado com EtOH 

75% e ressuspendido em água livre de nucleases. O DNA genômico residual foi removido 

após incubação de 1 μg de RNA com 1 U de RNase-free DNase I (Sigma) em tampão 1X 

[20 mM Tris-HCl pH 8,3 e 2 mM MgCl2] por 10 min à temperatura ambiente. A reação foi 
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interrompida após adição de EDTA em uma concentração final de 5 mM, seguindo-se 

incubação a 70 oC por 10 min para desnaturação de ambos, DNase e RNA.  

 

4.2.7 PCR em tempo real 

A reação para amplificação de cDNAs foi realizada conforme descrito 

anteriormente (item 4.1.4.). Esta reação contendo cDNAs foi diluída (1/5) e 9 μl foram 

utilizados, juntamente com 1 μl da mistura dos oligonucleotídeos (100 nM) de interesse 

(Quadro 4) e 11 μl de iQ™ SYBR® Green Supermix [2X mix: 100 mM KCl; 40 mM Tris-

HCl pH 8,4; 0,4 mM de cada dNTP; 50 U/mL iTaq DNA polimerase; 6 mM MgCl2, SYBR 

Green I; 20 nM fluoresceína] (Bio-Rad Laboratories). O ciclo de amplificação utilizado 

foi: 95oC por 10 s, 54oC -58oC por 5 s e 72oC por 20 s, utilizando-se o iQ™5 Optical 

System (iCycler- Bio-Rad Laboratories). A amplificação de cDNAs específicos foi 

quantificada a partir de uma curva padrão baseada em concentrações conhecidas de cDNA. 

Análise da curva de dissociação e do gel de agarose confirmaram a amplificação de um 

único produto. 

 

Quadro 4. Oligonucleotídeos utilizados nas PCRs com cDNAs murinos. 

cDNA quantidade 
cDNA (μL) seqüência (5'-3')

temperatura      
de pareamento   

(oC)

fragmento 
amplificado 

(pb)
MHC-II 

camundongo 9 GGCACCATCTTCATCATTC   
CAGCACACCACTTCTTCC 58 124

CIITA total 9 GCTACCTGGAACTCCTTAAC   
AGGTCCATCTGGTCATAGAG 54 70

CIITA tipo I 9 AAGAGCTGCTCTCACGGGAAT   
GGTCGGCATCACTGTTAAGGA 54 264

CIITA tipo III 9 ATCACTCTGCTCTCTAAATC   
AGGTCCATCTGGTCATAG 54 178

GAPDH 
camundongo 9 TGCACCACCAACTGCTTA   

GGATGCAGGGATGATGTTC 54 195
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4.2.8 Citometria de fluxo para células murinas 

A detecção de marcadores de superfície em macrófagos, células dendríticas, 

linfócitos B e linfócitos T foi realizada como descrito anteriormente (item 4.1.7.) 

utilizando anticorpos específicos (Quadro 5). 

Para detecção de citocina intracelular, as células em cultura foram re-

estimuladas com 50 ng/mL de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA- Sigma) e 500 ng/mL 

de ionomicina (Calbiochem- EMD biosciences) por 3 h, na presença de brefeldina A (10 

μg/mL- Sigma), a qual é responsável pelo bloqueio do complexo de Golgi. As células 

foram então fixadas utilizando-se 500 μL de formaldeído 2% em PBS por 20 min, 

seguindo-se 2 lavagens com 1 mL de PBS/BSA. Após esta etapa, as células foram 

permeabilizadas por 10 min em 500 μL de saponina 0,5% em PBS/ BSA, seguindo-se 

lavagem com PBS/BSA e incubação por 30 min com os anticorpos específicos (Quadro 5) 

diluídos em tampão PBS/ BSA/ saponina. As células foram, então, lavadas novamente por 

2 vezes e analisadas no citômetro de fluxo citômetro (FACSCalibur) utilizando o programa 

CellQuest (BD Biosciences). 

 

Quadro 5. Anticorpos utilizados para citometria de fluxo com células murinas. 

Especificidade Marcação Isotipo Fabricante

anti-MHC-II (I-Ab) FITC IgG2a camundongo BD Biosciences

anti-MHC-II (I-Ad) FITC IgG3 camundongo BD Biosciences
anti-CD4 murino FITC/ APC IgG2a rato e-Biosciences

anti-CD11b murino APC IgG2b rato BD Biosciences
anti-CD11c murino APC IgG1 hamster e-Biosciences
anti-CD19 murino PE IgG2a rato BD Biosciences
anti-CD40 murino APC rat IgG2a e-Biosciences
anti-CD45 murino APC rato IgG2b BD Biosciences
anti-CD80 murino PE IgG2 hamster BD Biosciences
anti-CD86 murino PE IgG2a rato BD Biosciences
anti-F4/80 murino PE IgG2b rato AbD Serotec

anti-DO-11.10 TCR FITC IgG2a camundongo e-Biosciences
anti-IL-4 murino PE IgG1 rato e-Biosciences
anti-IL-10 murino APC IgG2b rato e-Biosciences
anti-IL-17 murino PE IgG2a rato e-Biosciences
anti-IFN-g murino APC IgG1 rato e-Biosciences  

FITC- isotiocianato fluoresceína, PE- ficoeritrina, APC- aloficocianina. 
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4.3 Análise Estatística 

Os dados obtidos por citometria de fluxo, ELISA e PCR em tempo real 

foram submetidos ao teste t Student (análise pareada- dados humanos) ou ao teste ANOVA 

(dados murinos) utilizando-se o programa SigmaStat 3.5. Distribuição normal foi assumida 

para todas as amostras. Consideramos os dados significantes quando P < 0,05. 
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5 RESULTADOS 
 

Parte 1. Produção de Proteínas do Complemento por Células Dendríticas Humanas 

 
Os resultados descritos nesta seção encontram-se publicados em: 

• ES Reis, JAM Barbuto, L Isaac. Human monocyte-derived dendritic cell are a 

source of several complement proteins. Inflamm. Res. (2006) 55: 179-184. 

• ES Reis, JAM Barbuto, L Isaac. Complement components, regulators and 

receptors are produced by human monocyte-derived dendritic cells. Immunobiol. 

(2007) 212: 151-157. 

 
5.1.1 Fenótipo de células dendríticas e macrófagos humanos 

Células dendríticas e macrófagos foram derivados in vitro a partir de 

monócitos humanos do sangue periférico. Após a diferenciação, as células dendríticas 

foram caracterizadas fenotipicamente por citometria de fluxo e mostraram-se como uma 

população duplo positiva para a expressão de HLA-DR e CD11c (Fig. 9A). As células 

dendríticas puderam ser fenotipicamente diferenciadas dos macrófagos, pois apresentaram 

maior expressão de CD11c, HLA-DR, CD1a, DC-SIGN e menor expressão de CD14, 

quando comparadas com os macrófagos (diferenciados a partir dos mesmos monócitos 

humanos, porém na ausência de citocinas) (Fig. 9B). As células dendríticas imaturas 

apresentaram menor expressão de HLA-DR e das moléculas coestimuladoras CD80 e 

CD86, quando comparadas com as células maduras, obtidas após estímulo com LPS (Fig. 

9C). 
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Fig. 9. Fenótipo de células dendríticas e macrófagos humanos. Células dendríticas (DC) e 

macrófagos (MO) foram diferenciados por 7 dias na presença de GM-CSF e IL-4 e a 
expressão de moléculas de superfície foi analisada por citometria de fluxo. A. Delimitação 
do gate (em vermelho), marcação com os isotipos controle (IgG) e dupla marcação para 
CD11c e HLA-DR em DCs imaturas. B. Expressão de moléculas de superfície em DCs e 
macrófagos. C. Expressão de HLA-DR, CD80 e CD86 em DCs imaturas (preto) e após 
estímulo com LPS (1μg/mL) por 24h (vermelho). Histogramas em cinza correspondem ao 
isotipo controle. Resultados similares foram obtidos em diferentes experimentos usando 
células de diferentes doadores. 
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5.1.2 Expressão de RNAm de proteínas do complemento 

Para avaliar a expressão de RNAm de proteínas do complemento, extraiu-se 

o RNA total das células dendríticas imaturas e maduras, bem como de macrófagos. Os 

respectivos RNAms foram amplificados por RT-PCR e, conforme mostrado na Fig. 10, 

pudemos observar a expressão de RNAms de quase todas as proteínas testadas (C3, C5, 

C9, fI, fH, fB, fD, properdina e CR1), em diferentes graus, tanto pelas células dendríticas 

imaturas quanto maduras, assim como pelos macrófagos.  

Há aumento na expressão de RNAm de C3 e fI e diminuição na expressão 

de RNAm de C5 e CR1 nas células dendríticas maduras, ao passo que a expressão de 

RNAm de C9, fH, fB e fD não se alterou durante a maturação das células dendríticas. A 

amplificação dos RNAm foi muito parecida entre células dendríticas e macrófagos, com 

exceção de fB e fD. Não se observou aumento na expressão de RNAm de fB em células 

dendríticas estimuladas com LPS, mas houve aumento dessa expressão de fB nos 

macrófagos estimulados com LPS. Já a expressão de RNAm de fD, mostrou-se menor nas 

células dendríticas, quando comparada com os macrófagos (Fig. 10).  

Também analisamos a expressão de RNAm de CR1 e CR2. A expressão de 

CR1 mostrou-se um pouco diminuída nas células ativadas com LPS. Observamos 

expressão de CR2 em linfócitos B transformados com o vírus Epstein-Barr (controle 

positivo) e uma fraca amplificação de CR2 quando utilizamos RNA de células dendríticas 

ativadas com LPS, porém não observamos expressão de CR2 em células dendríticas 

imaturas ou macrófagos. A amplificação de GAPDH , um gene expresso constitutivamente, 

foi incluída como controle positivo das reações e, como controle negativo, incluímos uma 

reação sem adição de cDNA (Fig. 10). 
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Fig. 10. Expressão de RNAm de proteínas do complemento humano. RNA extraído de células 

dendríticas (DC), macrófagos (MO) ou linfócitos B transformados (Ly), estimulados ou 
não com LPS (1 μg/mL) por 24h foram empregados na amplificação de fragmentos de C3, 
C5, C9, fI, fH, fB, fD, properdina, CR1, CR2 e GAPDH, utilizando-se oligonucleotídeos 
específicos (Quadro 2). Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em 
gel de agarose e comparados com um marcador de massa molecular, após coloração com 
brometo de etídeo. Esta figura ilustra um experimento representativo de 3 experimentos 
realizados. 
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Perguntamo-nos se esse aumento na expressão de algumas proteínas e 

diminuição em outras seria conseqüência da maturação celular ou simplesmente decorrente 

do estímulo específico, neste caso o LPS. Assim, estimulamos as células com IL-1 (5 

ng/mL) ou dexametasona (25 ng/mL). Ambos os estímulos, utilizados nas concentrações 

indicadas, inibem a maturação das células dendríticas (Luft et al., 2002; Piemonti et al., 

1999), porém regulam de maneira célula-específica a expressão de vários genes de 

proteínas do complemento (Morley e Walport, 2000). Ou seja, células dendríticas 

cultivadas na presença de IL-1 ou dexametasona permanecem com fenótipo de células 

imaturas, não ocorrendo aumento na expressão de HLA-DR, como pode ser observado na 

Fig. 11A. 

O RNA total foi extraído destas células e utilizado na amplificação de 

RNAm das proteínas de interesse por RT-PCR. A Fig. 11B mostra os resultados obtidos. 

Observamos que tanto IL-1 como dexametasona provocaram um aumento (discreto) 

somente na expressão de C3 tanto em células dendríticas, quanto em macrófagos. A 

expressão de C5, C9, fI, fH, fB, fD e CR1 não se alterou em resposta a IL-1 ou 

dexametasona. Deste modo, a expressão de RNAm de proteínas do complemento por 

células dendríticas parece não ser regulada conforme a maturação da célula, mas sim 

dependente de estímulo específico. Ainda mais, a expressão de RNAm de proteínas do 

complemento parece ser regulada da mesma forma em células dendríticas e macrófagos, 

com exceção do fD que é mais expresso pelos macrófagos, quando comparados com 

células dendríticas (Fig. 11B). A amplificação de GAPDH foi incluída como controle 

positivo das reações e como controle negativo realizamos as mesmas reações sem adição 

de cDNA (Fig. 11B). 
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Fig. 11. Expressão de RNAm de proteínas do complemento em células dendríticas e 
macrófagos tratados com IL-1 ou dexametasona . A. Expressão de HLA-DR em 
células dendríticas imaturas (preto) e estimuladas com IL-1 (azul) ou dexametasona 
(roxo) por 24h. Histograma cinza- controle isotípico. B. RNA foi extraído de células 
dendríticas (DC) ou macrófagos (MO), estimulados ou não e empregados na 
amplificação de RNAm de proteínas do complemento. Os fragmentos amplificados 
foram separados por eletroforese em gel de agarose e comparados com um marcador de 
massa molecular após coloração com brometo de etídeo. Esta figura ilustra um 
experimento representativo de 3 experimentos realizados. 
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5.1.3 Produção de proteínas do complemento 

Para avaliar a produção e estrutura geral das proteínas solúveis, utilizamos 

os sobrenadantes das culturas em experimentos de Western blot. As proteínas C3, fI e fB 

foram encontradas nos sobrenadantes tanto das células dendríticas imaturas quanto 

maduras e os tamanhos das cadeias polipeptídicas correspondem ao esperado (Fig. 12A).  

Na Fig. 12A observamos que o anti-fI utilizado revela preferencialmente a 

cadeia pesada do fI de 50 kDa. O mesmo já foi observado anteriormente em nosso 

laboratório e deve ser conseqüência da maior reatividade do anticorpo policlonal contra 

epítopos da cadeia pesada de fI. 

No caso da produção do fB, observamos que ela é maior nas células 

dendríticas e macrófagos ativados com LPS, apesar de não termos notado diferença na 

expressão de RNAm de fB entre células dendríticas imaturas e maduras (Figs. 10 e 12A).  

A presença de C1q, C4BP, C7 e C8 também foi analisada nos sobrenadantes 

das culturas, usando anticorpos específicos. Meio de cultura foi incluído como controle 

negativo e nenhuma banda foi visualizada (Fig. 12B). 

O componente C1q é formado por três cadeias polipeptídicas: cadeia A 

(27.5 kDa), cadeia B (25.2 kDa) e cadeia C (23.8 kDa), as quais co-migram em gel de 

poliacrilamida (Kishore e Reid, 2000). Uma banda de aproximadamente 25 kDa, 

correspondente às três cadeias de C1q foi detectada nos sobrenadantes de células 

dendríticas e macrófagos (Fig. 12B).  

A presença de C4BP foi observada como uma banda de 45 kDa nos 

sobrenadantes das culturas celulares (Fig. 12B). C4BP é uma proteína oligomérica e é 

composta de duas cadeias: α (70 kDa) e β (45 kDa) (Dahlback e Hildebrand, 1983). Apesar 

de usarmos anti-C4BP policlonal, somente a cadeia β foi observada em nossos 

experimentos.  

C7 é uma proteína de cadeia única de aproximadamente 95 kDa que pôde 

ser detectada nos sobrenadantes das culturas de células dendríticas e macrófagos (Fig. 

12B). Também observamos uma banda de 150 kDa correspondendo ao componente C8 

(Fig. 12B), após eletroforese em SDS-PAGE sem redução.  

Nenhuma diferença significante na produção de C1q, C4BP, C7 e C8 foi 

observada entre as culturas tratadas ou não com LPS (Fig. 12B). 
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Fig. 12. Secreção de proteínas do complemento por células dendríticas humanas. Células 
dendríticas (DC) e macrófagos (MO) foram diferenciados durante 7 dias e os 
sobrenadantes foram coletados e analisados por Western blot. A. Secreção de C3, fI e fB. 
B. Secreção de C1q, C4BP, C7 e C8. C- soro humano normal diluído foi utilizado como 
controle positivo. Todas as amostras, com exceção de C8, foram aplicadas em SDS-
PAGE sob condições de redução. Resultados similares foram obtidos em 3 experimentos 
independentes, utilizando células de diferentes doadores. À direita estão representados 
em kDa os pesos moleculares. 
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A expressão dos receptores de membrana CR1, CR2 e CD18 (cadeia 

comum para CR3 e CR4) também foi observada, por citometria de fluxo. Na Fig. 13 

notamos que o CR1 é amplamente expresso nas células imaturas e perde sua expressão 

após o estímulo com LPS, concordando com os resultados obtidos por RT-PCR (Fig. 10). 

Ao contrário, o CD18 mantém a expressão, independente do estado de maturação da célula 

(fig. 13). Uma baixa expressão de RNAm de CR2 foi observada por RT-PCR somente nas 

células dendríticas tratadas com LPS (Fig. 10), porém este receptor não foi observado na 

membrana de células dendríticas maduras (Fig. 13).  

 

 
 CR1 CR2 CD18CR1 CR2 CD18

 

 

 

 

 

Fig. 13. Expressão de receptores de complemento na superfície de células dendríticas 
humanas. Células dendríticas foram diferenciadas na presença de soro e citocinas por 7 
dias e a expressão de CR1, CR2 e CD18 em células imaturas (preto) ou estimuladas com 
LPS (vermelho) foi analisada por FACS. Histograma cinza- isotipo controle. Esta figura 
ilustra um experimento representativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 70



 

Parte 2. Papel do Componente C3 na Diferenciação e Maturação de Células 

Dendríticas Humanas 

 

Os resultados descritos nesta seção encontram-se publicados em: 

• ES Reis, JAM Barbuto, J Köhl, L Isaac. Impaired dendritic cell differentiation and 

maturation in the absence of C3. Mol. Immunol. (2008) 45: 1952-1962. 

 
5.2.1 Presença de C3 na superfície de células dendríticas  

O fato que as células dendríticas produzem várias das proteínas do 

complemento levou-nos a questionar se estas proteínas interagiriam com as células 

dendríticas e de alguma forma modulariam sua função. Assim, em primeiro lugar 

perguntamo-nos se o componente C3, principal proteína do sistema complemento e 

presente em altas concentrações no soro de indivíduos normais (0,8 a 1,9 mg/mL- Ritchie 

et al., 2004), poderia se ligar à superfície das células dendríticas. Deste modo, as células 

dendríticas foram diferenciadas normalmente, a partir de monócitos humanos, na presença 

de meio de cultura e citocinas. Porém, suplemantamos o meio com NHS (10%- mistura de 

soros de 130 indivíduos normais; concentração de C3: 1,3 mg/mL), ao invés de SBF. 

Como demonstrado na Fig. 14, pudemos detectar a presença de C3 na superfície das 

células dendríticas diferenciadas. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

anti-C3

IgG

anti-C3

IgG

 
Fig. 14. Presença de fragmentos do complemento na superfície de células dendríticas 

humanas. Células dendríticas foram diferenciadas na presença de citocinas e 10% de 
soro humano normal, marcadas para C3 ou IgG controle e analisadas por FACS. 
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5.2.2 Fenótipo de células dendríticas cultivadas na presença de soro humano 

Na tentativa de investigarmos o papel do complemento, mais 

especificamente do componente C3, na diferenciação e maturação das células dendríticas, 

estas foram derivadas in vitro a partir de monócitos do sangue periférico na presença de 

GM-CSF e IL-4 e meio suplementado com NHS ou soro de paciente com deficiência total 

de C3 (C3DS). As células dendríticas resultantes, diferenciadas tanto na presença de NHS 

quanto de C3DS, também se comportaram como uma população CD11c+/ HLA-DR+, 

CD14-/CD1a+ e CD209+ (Fig. 15). Portanto, ambos os soros permitiram que os monócitos 

sangüíneos se diferenciassem em células dendríticas. 
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Fig. 15. Fenótipo de células dendríticas diferenciadas na presença de soro humano. Células 
dendríticas foram diferenciadas por 7 dias na presença de GM-CSF, IL-4 e 10% de soro 
humano normal (A) ou soro deficiente de C3 (B). A expressão de moléculas de superfície 
foi analisada por citometria de fluxo. Resultados similares foram obtidos em diferentes 
experimentos usando células de diferentes doadores.  
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5.2.3 Ausência de C3 durante a diferenciação de células dendríticas interfere na 
expressão de DC-SIGN 

DEC-205 (CD205) e DC-SIGN (CD209) são lectinas do tipo C que 

medeiam a captura de antígenos por células dendríticas. Nós observamos baixa expressão 

de DEC-205 (MFI: 11,55 – 15,96) (Fig. 16A) e alta expressão de DC-SIGN (MFI: 245,82 

– 465,55) (Fig. 16B), após a diferenciação das células dendríticas tratadas com NHS. A 

ausência de C3 durante a diferenciação resultou em menor expressão de DC-SIGN (Fig. 

16B- painel esquerda), porém não afetou a expressão de DEC-205 (Fig. 16A).  

A maturação destas células, provocada pelo tratamento com LPS, não 

afetou a expressão de DEC-205 (dado não mostrado), porém induziu uma acentuada 

redução nos níveis de expressão de DC-SIGN, independente da presença de C3 (Fig. 16B, 

C). A menor expressão de DC-SIGN, observada nas células diferenciadas na ausência de 

C3, foi mantida mesmo após o tratamento com LPS (Fig. 16B- painel direita). Apesar da 

diferença nos níveis de expressão, não observamos diferenças na porcentagem de células 

positivas para DEC-205 ou DC-SIGN, entre as culturas com e sem C3 (dado não 

mostrado). 
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Fig. 16. Ausência de C3 durante a diferenciação de células dendríticas humanas interfere na 

expressão de DC-SIGN. Células dendríticas foram diferenciadas na presença de GM-CSF, 
IL-4 e 10% de soro humano normal (NHS) ou soro deficiente de C3 (C3DS). Onde 
indicado, as células foram tratadas com LPS (1 μg/mL) por 24h. Após 7 dias de cultura, a 
expressão de DEC-205 (A) e DC-SIGN (B, C) foi analisada por citometria de fluxo. MFI: 
mediana de intensidade de fluorescência. Cada histograma representa uma medida 
individual. Histograma cheio: isotipo controle, linha preta: células tratadas com NHS, linha 
cinza: células tratadas com C3DS. P valor foi comparado usando teste Student pareado. * 
P<0,05, **P<0,011, ***P<0,001.  
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5.2.4 Ausência de C3 durante a diferenciação de células dendríticas interfere na 

expressão de CD1a e MHC-II 

Como a diferenciação de monócitos humanos em células dendríticas é 

caracterizada pelo aumento da expressão de moléculas relacionadas com a apresentação de 

antígenos e coestimulação (Fig. 9B), também perguntamo-nos se a ausência de C3 durante 

a diferenciação interferiria na expressão destas moléculas. 

CD1a e MHC-II são moléculas relacionadas com a apresentação de 

antígenos por células dendríticas para linfócitos T. Observamos baixa expressão de CD1a 

(MFI: 12,3 – 105,54) (Fig. 17A) e expressão moderada de HLA-DR (MFI: 57,25 – 196,32) 

(Fig. 17B) após a diferenciação de monócitos para células dendríticas imaturas, na 

presença de NHS. Na ausência de C3, observamos menores níveis de expressão tanto de 

CD1a quanto de HLA-DR (Fig. 17A, B- painel esquerda), sugerindo uma participação do 

C3 na expressão destas moléculas.  

O tratamento com LPS não interferiu na expressão de CD1a (dado não 

mostrado), porém levou a um aumento na expressão de HLA-DR, independentemente da 

presença de C3 (Fig. 17C). Apesar do tratamento com LPS levar a um aumento de HLA-

DR, mesmo na ausência de C3, os níveis de expressão de HLA-DR apresentam-se sempre 

menores nas células diferenciadas na ausência de C3 (Fig. 17B- painel direita). Estes 

dados sugerem que o LPS, sozinho, não é capaz de induzir o mesmo aumento na expressão 

de HLA-DR, obtido na presença de LPS + C3. Novamente, apesar da diferença nos níveis 

de expressão, não observamos diferenças na porcentagem de células positivas para CD1a 

ou HLA-DR, entre as culturas com e sem C3 (dados não mostrados). 
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Fig. 17. Ausência de C3 durante a diferenciação de células dendríticas humanas interfere na 

expressão de CD1a e HLA-DR. Células dendríticas foram diferenciadas na presença de 
GM-CSF, IL-4 e 10% de soro humano normal (NHS) ou soro deficiente de C3 (C3DS). 
Onde indicado, as células foram tratadas com LPS (1 μg/mL) por 24h. Após 7 dias de 
cultura, a expressão de CD1a (A) e HLA-DR (B, C) foi analisada por citometria de fluxo. 
MFI: mediana de intensidade de fluorescência. Cada histograma representa uma medida 
individual. Histograma cheio: isotipo controle, linha preta: células tratadas com NHS, 
linha cinza: células tratadas com C3DS. P valor foi comparado usando teste t Student 
pareado. * P<0,05, **P<0,011. 
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5.2.5 Ausência de C3 regula a expressão de CD80 e CD86 durante a diferenciação e 
maturação de células dendríticas  

Em seguida, pesquisamos se a ausência de C3 durante a diferenciação de 

células dendríticas interferiria na expressão das moléculas coestimuladoras CD80, CD86 e 

também CD40. A cultura das células em meio contendo NHS resultou em níveis de 

expressão entre baixo a moderado de CD80 (MFI: 44,51 – 210,97) (Fig. 18A), CD86 

(MFI: 36,03 – 184,34) (Fig. 18B) e CD40 (MFI: 14,59 -71,05) (Fig. 18C), na maioria dos 

doadores. Interessante notar que 2 doadores apresentaram maiores níveis de expressão de 

CD86 (MFI: 261,8 e 296,93) (Fig. 18B). Quando a diferenciação foi realizada na presença 

de C3DS, observamos uma expressão menor ainda de CD80 e CD86 (Fig. 18A, B- painel 

esquerda). Também notamos que a redução na expressão de CD86, na ausência de C3, foi 

mais pronunciada nos 2 doadores que exibiram maiores níveis desta molécula (Fig. 18B). 

Por outro lado, a ausência de C3 não interferiu na expressão de CD40 (Fig. 18C). Estes 

dados sugerem que a presença de C3 durante a diferenciação de monócitos para células 

dendríticas deva ser importante para a regulação dos níveis de expressão de moléculas 

coestimuladoras.  

O tratamento com LPS resultou em aumento na expressão de CD86 nas 

células de 5 doadores com expressão baixa-moderada de CD86. Por outro lado, nos 2 

doadores com alta expressão de CD86, foi observada uma diminuição da expressão desta 

molécula em resposta ao LPS (Fig. 18D- painel da esquerda). Mesmo após termos 

observado menor expressão de CD86, o estímulo com LPS na ausência de C3 levou a 

redução da expressão de CD86 na maioria dos doadores (em 3 de 7 doadores). O 

tratamento com LPS não alterou a expressão de CD80 ou CD40 (dados não mostrados), 

tanto na presença quanto na ausência de C3. Como descrito anteriormente para DC-SIGN e 

HLA-DR, a estimulação apenas com LPS não foi suficiente para resgatar a reduzida 

expressão de CD86 nas células diferenciadas na ausência de C3 (Fig. 18B- painel direita). 

Não observamos diferenças na porcentagem de células positivas para nenhuma das 

moléculas coestimuladoras, quando comparamos as culturas com e sem C3 (dados não 

mostrados). 
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Fig. 18. Ausência de C3 durante a diferenciação de células dendríticas humanas interfere na 

expressão de CD80 e CD86. Células dendríticas foram diferenciadas na presença de GM-
CSF, IL-4 e 10% de soro humano normal (NHS) ou soro deficiente de C3 (C3DS). Onde 
indicado, as células foram tratadas com LPS (1 μg/mL) por 24h. Após 7 dias de cultura, a 
expressão de CD80 (A), CD86 (B, D) e CD40 (C) foi analisada por citometria de fluxo. 
MFI: mediana de intensidade de fluorescência. Cada histograma representa uma medida 
individual. Histograma cheio: isotipo controle, linha preta: células tratadas com NHS, 
linha cinza: células tratadas com C3DS. P valor foi comparado usando teste t Student 
pareado. * P<0,05. 
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5.2.6 C3 não regula a expressão de CD11c e CD83 

Como já mostrado na Fig. 9B, a diferenciação de monócitos para células 

dendríticas está associada com um aumento do marcador CD11c. Encontramos, nas células 

diferenciadas, que os níveis de expressão desta molécula variam entre moderado e alto 

(MFI: 39,95 – 777,37), independente da presença de C3 (Fig. 19A). O tratamento com LPS 

não interferiu na expressão deste marcador e não houve diferença na porcentagem de 

células positivas para CD11c, quando comparamos as células diferenciadas na presença ou 

ausência de C3 (dados não mostrados). 

Encontramos baixa expressão do marcador de maturação CD83, 

independente da presença de C3 (Fig. 19A) ou do estímulo com LPS (dado não mostrado). 

Também não encontramos diferença na porcentagem de células positivas para este 

marcador, nas culturas com ou sem C3 (dado não mostrado). 

 

5.2.7 C3 não regula a expressão de receptores de complemento 

Nossos dados sugerem que, durante o processo de diferenciação, o 

componente C3 regula a expressão de várias moléculas de superfície presente nas células 

dendríticas. Além disso, observamos que estas células expressam receptores para 

complemento (Fig. 13). Assim, investigamos se o C3 também poderia modular a expressão 

de CR1 e da cadeia CD18, presente em CR3 e CR4.  

Encontramos baixa expressão de CR1 (MFI: 12,63 – 27,88) e CD18 (MFI: 

50,94 – 83,54) nas células dendríticas, independentemente da presença de C3 durante a 

diferenciação (Fig. 19B). Também não observamos nenhuma diferença relacionada com a 

porcentagem de células positivas para estes receptores (dado não mostrado).  

Resumidamente, nossos dados sugerem que o componente C3 possa ter um 

importante papel na regulação da expressão de moléculas de superfície durante a 

diferenciação das células dendríticas. Estes marcadores foram investigados pela sua 

importância na captura e apresentação de antígenos por tais células. Além disso, nossos 

dados também evidenciam que o C3 tem um papel modulador na maturação induzida por 

LPS, regulando a expressão de DC-SIGN, HLA-DR e CD86 nas células dendríticas 

diferenciadas.  
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Fig. 19. Ausência de C3 durante a diferenciação de células dendríticas humanas não modula a 
expressão de CD11c, CD83 e de receptores do complemento. Células dendríticas foram 
diferenciadas na presença de GM-CSF, IL-4 e 10% de soro humano normal (NHS) ou soro 
deficiente de C3 (C3DS). Após 7 dias de cultura, a expressão de CD11c, CD83 (A) e 
receptores do complemento (B) foi analisada por citometria de fluxo. MFI: mediana de 
intensidade de fluorescência. P valor foi comparado usando teste t Student pareado. 

 

 
5.2.8 Ausência de C3, durante a diferenciação ou maturação das células 
dendríticas, interfere na produção de citocinas 

Na etapa seguinte, indagamos se o componente C3 também regularia a 

habilidade das células dendríticas em de produzir citocinas importantes para a ativação e 

diferenciação de linfócitos Th, como IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-α. Encontramos baixa 

produção de TNF-α por células imaturas, a qual foi independente da presença de C3 

durante a diferenciação (Fig. 20A). Por outro lado, as células diferenciadas na presença de 

C3 produziram níveis consideráveis de IL-6, níveis estes reduzidos na ausência de C3 (Fig. 

20B).  

Além disso, também observamos que as células dendríticas imaturas 

produzem IL-12p40 e IL-12p70 (Fig. 20C, D). Pudemos observar uma clara tendência de 

menor produção de IL-12p40 e IL-12p70 pelas células diferenciadas na ausência de C3. 

Entretanto, devido a grandes variações entre os doadores, estes valores não atingiram 
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significância estatística (Fig. 20C, D). Também encontramos produção significativa de IL-

10, independente de C3 (Fig. 20E).  

O tratamento com LPS resultou em aumento na produção de TNF-α, IL-6, 

IL-12p40 e IL-10 (Fig. 20A-C, E). Por outro lado, a produção de IL-12p70 não foi afetada 

pela presença do LPS (Fig. 20D). Interessante notar que a produção de IL-12p70 encontra-

se diminuída nas células dendríticas maduras que foram diferenciadas na ausência de C3 

(Fig. 20D), sugerindo que este componente tenha um papel na indução da produção de IL-

12p70 nestas células.  

Diferente do que foi encontrado na produção de IL-12p70, observamos um 

aumento na produção de TNF-α pelas células maduras diferenciadas na ausência de C3 

(Fig. 20A), sugerindo que o C3 atue como um regulador negativo na produção de TNF-α 

induzida por LPS. A ausência de C3 não alterou a produção de IL12p40 e IL-10 pelas 

células dendríticas maduras (Fig. 20C, E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 81



 

 

IL-6

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0
2
4
6
8

20
30
40
50
60
70

ng
/m

l

*

***
***

***

IL-10

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

pg
/m

l

***

IL-12p40

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

250

500

750

1000

pg
/m

l

**
IL-12p70

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

50

100

150

pg
/m

l

*

TNF-α

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

100

200

300

400

500

600
pg

/m
l

*

***

***

A B

C D

E

IL-6

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0
2
4
6
8

20
30
40
50
60
70

ng
/m

l

*

***
***

IL-6

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0
2
4
6
8

20
30
40
50
60
70

ng
/m

l

**

******
***

***

IL-10

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

pg
/m

l

***
******

IL-10

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

pg
/m

l

******

IL-12p40

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

250

500

750

1000

pg
/m

l

**
IL-12p40

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

250

500

750

1000

pg
/m

l

**
IL-12p70

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

50

100

150

pg
/m

l

*

IL-12p70

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

50

100

150

pg
/m

l

*

TNF-α

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

100

200

300

400

500

600
pg

/m
l

*

***

***
TNF-α

NHS
C3D

S

NHS/LPS

C3D
S/LPS

0

100

200

300

400

500

600
pg

/m
l

**

******

******

A B

C D

E

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 20. Ausência de C3 durante a diferenciação de células dendríticas humanas modula a 

produção de citocinas. Células dendríticas foram diferenciadas na presença de GM-CSF, 
IL-4 e 10% de soro humano normal (NHS) ou soro deficiente de C3 (C3DS). Onde 
indicado, as células foram tratadas com LPS (1 μg/mL). Após 7 dias de cultura, a 
produção de citocinas foi medida por ELISA. P valor foi comparado usando teste t 
Student pareado. * P<0,05, **P<0,011, ***P<0,001. 
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5.2.9 Adição de C3 restaura os níveis de expressão de moléculas de superfície nas 
células dendríticas 

Nossos dados mostram que o C3DS induz efeitos reguladores sobre o 

fenótipo e função das células dendríticas. Porém, sabemos que os efeitos observados 

podem não resultar exclusivamente da ausência do componente C3, mas também de outros 

fatores primários ou secundários presentes no soro do paciente, talvez desencadeados por 

toxinas liberadas em infecções recentes e não diagnosticadas. Sendo assim, decidimos 

adicionar diferentes concentrações de C3 purificado às culturas e analisar o efeito desta 

proteína na expressão dos marcadores de superfície. Como mostrado na Tabela 1, 

concentrações crescentes de C3 (50-150 μg/mL) aumentaram a expressão de HLA-DR, 

CD80 e CD86 de maneira dose-dependente. Também observamos um aumento na 

expressão de DC-SIGN após o C3DS ser reconstituído com 100 μg/mL de C3 purificado 

(Tabela 2). Por outro lado, os níveis de expressão de CD1a não foram alterados pela 

adição de C3 (dados não mostrados). Sendo assim, a ausência de C3 é responsável pela 

maioria dos efeitos reguladores negativos sobre os níveis de expressão de moléculas de 

superfície em células dendríticas.  

 

 

Tabela 1. Expressão de HLA-DR, CD80 e CD86 (MFI) em células dendríticas 
humanas após adição de C3 purificado. 

 
 

C3 
purificado 

(μg/mL)
HLA-DR CD80 CD86 HLA-DR CD80 CD86

0 125,21 11,04 31,06 103,66 11,14 20,35
50 171,54 21,58 34,6 11,4 29,43 35,23
100 203,51 29,69 34,6 164 33,98 50,03
150 399,54 34,6 53,28 294,27 35,55 67,32

Experimento 2Experimento 1

 
 
Células dendríticas foram diferenciadas na presença de GM-CSF, IL-4 e diferentes concentrações 
de C3 purificado. Após 7 dias de cultura, a expressão de HLA-DR, CD80 e CD86 foi analisada por 
citometria de fluxo. MFI: mediana de intensidade de fluorescência. Estão mostrados 2 
experimentos independentes. 
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Tabela 2. Expressão de DC-SIGN em células dendríticas humanas após tratamento com C3 
purificado.      

 

Experimento 
1

Experimento 
2

NHS 78,44 313,4

C3DS 44,11 67,93

C3DS + C3 
(100 μg/mL) 113,42 88,96

DC-SIGN (MFI)

 
                                  
Células dendríticas foram diferenciadas na presença de GM-CSF, IL-4 e 10% de soro humano 
normal (NHS) ou soro deficiente de C3 (C3DS) ou C3DS + 100 μg/mL de C3 purificado. Após 7 
dias de cultura, a expressão de DC-SIGN foi analisada por citometria de fluxo. Estão mostrados 2 
experimentos independentes. MFI: mediana de intensidade de fluorescência. 
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Parte 3. Papel de Receptores do Complemento na Diferenciação e Maturação de 

Células Dendríticas Murinas 

 

O manuscrito contendo os resultados descritos nesta seção encontra-se em preparação. 

 
5.3.1 Complemento e Células Dendríticas Murinas 

As observações descritas até o momento indicam participação do 

componente C3 na diferenciação e maturação das células dendríticas humanas. Utilizamos 

um modelo in vitro, onde diferenciamos as células na presença de NHS ou soro de um 

paciente deficiente do componente C3. Este soro, além de não conter o componente C3, 

conseqüentemente não possui os fragmentos derivados de sua ativação como C3a, C3b, 

iC3b, C5a e C5b. Assim, não podemos afirmar se os efeitos observados são resultantes de 

interação covalente (após hidrólise da ligação tiol-éster) entre a cadeia α da molécula de 

C3 e as células (monócitos e/ou células dendríticas) ou da interação entre os fragmentos e 

seus respectivos receptores, C3aR, CR1, CR3, CR4, C5aR ou C5L2, presentes nestas 

células. 

Sabemos que os receptores para as ATs C3a e C5a estão acoplados à 

proteína G e transduzem sinais de ativação/ inibição, regulando a expressão de algumas 

moléculas de superfície e a produção de citocinas em diversos tipos celulares. 

Consideramos as moléculas C3a e C5a boas candidatas como responsáveis pelos efeitos 

descritos anteriormente e decidimos aprofundar nossas descobertas utilizando células 

dendríticas de animais deficientes em C3aR, C5aR ou C5L2. 
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5.3.2 Fenótipo de células dendríticas murinas 

Nos experimentos que serão discutidos a seguir, utilizamos células 

dendríticas residentes do baço e também células de medula óssea que foram diferenciadas 

na presença de GM-CSF. As células dendríticas esplênicas foram isoladas após seleção 

positiva das células CD11c+. Em ambos os casos centramos nossa atenção no estudo na 

população duplo-positiva para CD11c e MHC-II (Fig. 21). 
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Fig. 21. Fenótipo de células dendríticas murinas. Células dendríticas esplênicas (CD11c+) (A) e 
células dendríticas diferenciadas a partir de precursores de medula óssea por 7 dias na 
presença de GM-CSF (B). Gate em vermelho representa as células duplo positivas para 
MHC-II e CD11c.  

 
 
5.3.3 Sinalização pelos ATRs regula a expressão de MHC-II em APCs 

Células dendríticas esplênicas expressam níveis consideráveis de MHC-II e 

o estímulo com ligantes de TLRs 2 e 4 não aumentam a expressão de MHC-II nestas 

células. Determinamos a expressão de MHC-II nestas células dendríticas esplênicas 

residentes, provenientes tanto de animais WT como de animais deficientes para C3aR 

(C3aR-/-), C5aR (C5aR-/-) e C5L2 (C5L2-/-), antes e após o estímulo com LPS (ativa TLR4) 

ou Pam3Cys (ativa TLR2). Observamos que células dendríticas de animais C5aR-/- 

apresentam uma expressão de MHC-II reduzida em 70-75% (Fig. 22A), quando comparada 

com as células de animais WT, C3aR-/- e C5L2-/-. Esta expressão reduzida de MHC-II nas 

células C5aR-/- ocorre em células estimuladas ou não com ligantes de TLR2 e TLR4 (Fig. 

22A). 

O fato de as células dendríticas C5aR-/- apresentarem menor expressão de 

MHC-II gerou a questão se este impacto negativo poderia ocorrer em outras células que 

igualmente expressam MHC-II. Assim, determinamos a expressão desta molécula nas 
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demais APCs, linfócitos B e macrófagos e, de fato, a expressão de MHC-II também se 

mostrou reduzida em linfócitos B esplênicos, mas não em macrófagos peritoneais 

residentes (Fig. 22B). Também observamos que estes efeitos não eram exclusivos da 

linhagem Balb/c, pois encontramos resultados equivalentes em animais da linhagem 

C57BL/6 (não mostrado). 

Comprovamos estas observações em células dendríticas derivadas de 

precursores de medula óssea. Diferenciamos células de medula óssea dos diferentes 

animais na presença de GM-CSF e, após 7 dias de cultura, analisamos a expressão de 

MHC-II nas células CD11c+. Observamos menor expressão da molécula MHC-II (Fig. 

22C) e também menor porcentagem de células MHC-II+ nas culturas C5aR-/- (Fig. 22D). 

Outro fato interessante foi que a utilização de um antagonista para C5aR (C5aRA) durante 

o período de diferenciação também resultou em níveis reduzidos de expressão de MHC-II 

(Fig. 22C) e menor porcentagem de células MHC-II+ nas culturas WT, C3aR-/- e C5aR-/- 

(Fig. 22D).  
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Fig. 22. Células apresentadoras de animais C5aR-/- possuem menor expressão de MHC-II. A. 

Células dendríticas esplênicas (CD11c+) foram isoladas e cultivadas por 24h na presença 
ou ausência de LPS ou Pam3Cys (PAM) e a expressão de MHC-II foi analisada por 
citometria de fluxo. B. Células dendríticas esplênicas (CD11c+), linfócitos B esplênicos e 
macrófagos peritoneais foram isolados e a expressão de MHC-II foi analisada por 
citometria de fluxo. C e D. Células dendríticas foram diferenciadas a partir de precursores 
de medula óssea por 7 dias na presença de GM-CSF e C5aRA onde indicado e a expressão 
de MHC-II foi analisada por citometria de fluxo. MFI-mediana de intensidade de 
fluorescência, C5aRA- antagonista do C5aR. Dados representam média ± SE de 6-8 
experimentos independentes. Significância entre os grupos foi analisada por teste 
ANOVA.  
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5.3.4 Sinalização pelo C5aR regula a expressão de MHC-II em APCs por um 
mecanismo dependente do transativador de MHC-II (CIITA) 

A expressão do gene MHC-II é controlada principalmente em nível 

transcricional, pelo CIITA. Esta molécula é um co-ativador que não se liga diretamente ao 

DNA e é específico no controle da transcrição do gene MHC-II. Em camundongos, a 

transcrição do RNAm de CIITA é regulada por uma grande região promotora, que 

controla, de maneira célula-específica, a transcrição do CIITA tipo I (macrófagos e células 

dendríticas), CIITA tipo III (linfócito B) e CIITA tipo IV (induzido por IFN-γ) (Reith et 

al., 2005) (Fig. 23A). 

Nós quantificamos por PCR em tempo real a expressão de RNAm de MHC-

II nas células dendríticas esplênicas dos animais WT e C5aR-/-. Esta expressão mostrou-se 

3 vezes maior nas células de animais WT, quando comparados com C5aR-/- (Fig. 23B). 

Mais interessante, a expressão de RNAm de CIITA total apresentou-se 6 vezes maior nas 

células WT, quando comparadas com as células C5aR-/- (Fig. 23B). O uso de 

oligonucleotídeos específicos para os tipos I e III também revelou menores níveis de 

expressão (6 vezes) destes tipos de CIITA nas células C5aR-/- (Fig. 23B). Deste modo, 

estes resultados sugerem que a sinalização pelo C5aR afeta a expressão de MHC-II 

regulando a transcrição dos diferentes tipos de CIITA. 

Nossos dados de citometria de fluxo mostraram que a sinalização via C5aR 

não interfere na expressão de MHC-II em macrófagos peritoneais (Fig. 22B). Entretanto, é 

sabido que a expressão de MHC-II e CIITA em macrofagos é regulada positivamente por 

IFN-γ (Pai et al., 2002). Em acordo com dados já publicados (Pai et al., 2002), 

encontramos um aumento na expressão de MHC-II (10 vezes) e de CIITA total (14 vezes) 

em resposta ao IFN-γ, em macrófagos peritoneais de animais WT (Fig. 23C). Por outro 

lado, a indução da expressão gênica de MHC-II e CIITA por IFN-γ mostrou-se 

substancialmente prejudicada em macrófagos de animais C5aR-/- (Fig. 23C).  

Assim, nossos dados sugerem que a sinalização pelo C5aR regula a 

expressão de MHC-II em células dendríticas e linfócitos B através da regulação da 

transcrição de CIITA. Além disso, também regula em macrófagos, a indução da expressão 

de MHC-II e CIITA, dependente de IFN-γ. 
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Fig. 23. Sinalização pelo C5aR regula positivamente a expressão de MHC-II em células 

apresentadoras de antígenos. A. Esquema representativo da indução da expressão de 
CIITA e MHC-II, dependente de C5aR. B. Expressão relativa de RNAm de MHC-II e 
CIITA em células esplências de animais WT e C5aR-/-. C. Expressão relativa de RNAm 
de MHC-II e CIITA em macrófagos peritoneais, estimulados ou não com IFN-γ, 
retirados de animais WT e C5aR-/-. Dados representam média ± SE de 3 experimentos 
independentes.  
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5.3.5 Sinalização pelos ATRs regula a expressão de moléculas coestimuladoras 

Células dendríticas imaturas expressam baixos níveis de moléculas 

coestimuladoras como CD80, CD86 e CD40. O estímulo com ligantes de TLR induz a 

maturação destas células, o que está associado ao aumento dos níveis de expressão de 

moléculas coestimuladoras (Cella et al., 1997). Baseado em estudos prévios indicando que 

a ligação de ATRs modula a resposta induzida por TLR-4 em macrófagos (Hawlisch et al., 

2005), perguntamo-nos se tal sinalização (ATR/TLR) também teria impacto na maturação 

de células dendríticas induzida por TLR. 

Assim, determinamos a expressão de CD80, CD86 e CD40 em células 

dendríticas esplênicas de animais WT e ATR-/-, ativadas ou não com LPS ou Pam3Cys. 

Encontramos uma expressão relativamente alta de CD80 e CD86 e baixa expressão de 

CD40 em células dendríticas não estimuladas e não foi observada qualquer diferença de 

expressão destes marcadores nas células dendríticas não tratadas dos diferentes animais 

(WT, C3aR-/-, C5aR-/- e C5L2-/-) (Fig. 24). A estimulação das células com LPS ou 

Pam3Cys aumentou a expressão destas moléculas coestimuladoras (Fig. 24), porém, após a 

ativação dos TLR, as células C5aR-/- apresentam menor expressão de CD80, CD86 e CD40 

e as células C5L2-/- menor expressão de CD80, quando comparadas com as células WT 

igualmente ativadas (Fig. 24). 

Não observamos qualquer diferença quanto à porcentagem de células 

positivas para os marcadores em questão, quando comparamos as células WT e as células 

ATR-/- (não mostrado). 

Estes dados sugerem que C5aR e em menor grau C5L2 participem da 

regulação da expressão de moléculas coestimuladoras em resposta à ligação dos TLRs. 
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Fig. 24. Menor expressão de moléculas coestimuladoras em células dendríticas de animais 
C5aR-/-. Células dendríticas esplênicas (CD11c+) foram isoladas e cultivadas por 24h na 
presença ou ausência de LPS ou Pam3Cys (PAM) e a expressão de CD80 (A), CD86 (B) 
e CD40 (C) foi analisada por citometria de fluxo. MFI- mediana de intensidade de 
fluorescência. * P valor < 0.05. Os símbolos #, +, a, § indicam significância entre 
determinado grupo de células ATR-/- estimuladas com ligantes de TLR e respectivo grupo 
controle WT não estimulado. Dados representam média ± SE de 6-8 experimentos 
independentes. Significância entre os grupos foi analisada pelo teste ANOVA.  
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5.3.6 Sinalização por ATRs regula a produção de citocinas induzida por TLRs 2 e 4 

5.3.6.1 Produção de IL-12 por células dendríticas WT e ATR-/-

Observamos que células dendríticas esplênicas imaturas secretam IL-12p40 

(Fig. 25A), porém não detectamos produção de IL-12p70 por tais células (não mostrado). 

A presença de Pam3Cys na cultura aumentou significativamente a produção de IL-12p40 

pelas células WT, C3aR-/-, C5aR-/- e C5L2-/-, porém as células C3aR-/- e C5aR-/- tiveram 

menor secreção de IL-12p40 induzida por TLR2, quando comparadas com os animais WT 

e C5L2-/- (Fig. 25A). 

O papel da IL-10 na regulação de IL-12 é bem conhecido. Assim, 

determinamos a produção de IL-12 (dependente de TLR2), na presença de um anticorpo 

que neutraliza o IL-10R (anti-IL-10R). O bloqueio deste receptor restaurou a produção de 

IL-12p40 e IL-12p70 nas células C3aR-/-, mas não nas células C5aR-/- (Fig. 25B, C), 

sugerindo que a menor produção de IL-12 pelas células C3aR-/-, mas não C5aR-/-, seja 

dependente de IL-10.  

Também sabemos que a ativação do CD40, durante as interações entre 

células dendríticas e linfócitos T, atua de maneira positiva na indução da produção de IL-

12 pelas células dendríticas. Como esperado, a ativação do CD40 (utilizando anti-CD40) 

nas células dendríticas esplênicas em sinergia com TLR2, causou um aumento na produção 

de IL-12p40 e IL-12p70 nas células WT (Fig. 25B, C). Por outro lado, notamos que a 

produção destas proteínas estava reduzida nas células C3aR-/- e C5aR-/- (Fig. 25B, C), 

sugerindo que a ausência de ATRs não só suprime a produção de IL-12 induzida por 

TLR2, como também modula a amplificação desta produção de IL-12 mediada pela ligação 

do CD40.  

A estimulação conjunta de TLR2 e CD40 na presença de IL-10R, resultou 

em aumento significativo na produção de IL-12p40 e IL-12p70 nas células WT e C3aR-/-, 

quando comparadas com células dendríticas estimuladas somente com Pam3Cys e anti-

CD40 ou as células onde o IL-10R foi bloqueado (Fig. 25B, C). Em contraste, o tratamento 

Pam3Cys/anti-CD40/anti-IL-10R nas células C5aR-/- resultou em menor produção das 

proteínas p40 e p70, quando comparada com as células WT (Fig. 25B, C). Estes dados 

confirmam a dependência de C3aR, mas não de C5aR, na regulação da produção de IL-12 

por IL-10 e Pam3Cys.  
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5.3.6.2 Produção de IL-10 por células dendríticas WT e ATR-/-

Como demonstrado anteriormente, C3aR interfere na secreção de IL-12 de 

maneira IL-10 dependente. Assim, perguntamo-nos sobre o papel dos ATRs na produção 

da própria IL-10. Não observamos secreção desta citocina por células não estimuladas, 

contudo a presença de Pam3Cys causou um aumento semelhante na produção de IL-10 

pelas células WT, C5aR-/- e C5L2-/- (Fig. 25D). Por outro lado, a produção de IL-10 foi 

significantemente maior nas células C3aR-/- (Fig. 25D), sugerindo que a sinalização pelo 

C3aR regula negativamente a produção de IL-10 induzida por TLRs. 

Maior secreção de IL-10 por células C3aR-/- também foi observada após 

estímulo de TLR2 juntamente com CD40 e a inibição do IL-10R causou maior aumento na 

produção desta citocina pelas células C3aR-/-, quando comparadas com as células WT e 

C5aR-/- (Fig. 25E).  

 

5.3.6.3 Produção de IL-6 por células dendríticas WT e ATR-/-

Em acordo com dados previamente publicados (Dillon et al., 2004), 

observamos um aumento na produção de IL-6 por células dendríticas, após a ligação de 

TLR2 (Fig. 25F). Esta produção mostrou-se diminuída na células C5aR-/- (Fig. 25F).  

Semelhantemente aos achados anteriores, o tratamento combinado das 

células dendríticas com Pam3Cys e anti-CD40 levou a um aumento na produção de IL-6 

(Fig. 25G). O estímulo de TLR2 juntamente com a inibição do IL-10R ou a combinação 

Pam3Cys/anti-CD40/anti-IL-10R também induziram um aumento na produção de IL-6 nas 

células WT e C3aR-/-, porém as células C5aR-/- novamente mostram uma produção 

diminuída desta citocina (Fig. 25G). 

 De maneira geral, nossos dados sugerem que a sinalização via C3aR e 

C5aR juntamente com TLR2, em células dendríticas, regula positivamente a produção de 

IL-12. A sinalização via C5aR/TLR2 também regula positivamente a produção de IL-6 e a 

sinalização via C3aR/TLR2 regula negativamente a produção de IL-10. 
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Fig. 25. Produção de citocinas por células dendríticas de animais WT e ATR-/-. Células 

dendríticas esplênicas (CD11c+) foram isoladas e cultivadas por 24h na presença ou 
ausência de Pam3Cys (PAM) e a produção de IL-12p40 (A, B), IL-12p70 (C), IL-10 (D, 
E) e IL-6 (F, G) foi avaliada por ELISA. Onde indicado, as células também foram 
tratadas com anti-CD40 e ou anti-IL-10R. Dados representam média ± SE de 4 
experimentos independentes. Significância entre os grupos foi analisada por teste 
ANOVA.  
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5.3.7 A sinalização pelos ATRs nas células dendríticas modula a proliferação de 
linfócitos CD4+  

Sabemos que a apresentação de peptídeos por MHC-II e a coestimulação 

por moléculas da família B7 (CD80 e CD86) são fatores críticos pelos quais as células 

dendríticas modulam a indução de proliferação e polarizacao de linfócitos CD4+ (Reis e 

Sousa, 2006). Deste modo, passamos a investigar a habilidade das células dendríticas 

deficientes de ATRs na indução da proliferação de linfócitos CD4+ isolados de animais 

DO11.10RAG2-/-, transgênicos para o TCR que reconhece, quase exclusivamente, o 

peptídeo OVA323-339 associado a MHC-II tipo I-Ad. Linfócitos T CD4+ naïve destes 

animais foram marcados com CFSE e incubados com células dendríticas WT, C3aR-/- ou 

C5aR-/- em diferentes concentrações de OVA, na presença ou ausência de Pam3Cys por 4 

dias.  

Observamos que o tratamento com crescentes concentrações de OVA 

resultou em aumento na freqüência de células CD4+, incubadas com células dendríticas 

WT ou C3aR-/-, tanto na presença quanto ausência de Pam3Cys (Fig. 26). Por outro lado, 

também pode ser observado na Fig. 26 que as células dendríticas C5aR-/- possuem menor 

capacidade para induzir a proliferação destes linfócitos CD4+
.

A presença de Pam3Cys aumentou a proliferação de linfócitos T, 

independente da fonte de células dendríticas (WT, C3aR-/- ou C5aR-/-). Porém, as células 

C5aR-/- continuaram a induzir menor proliferação, quando comparadas com as células WT 

e C3aR-/- (Fig. 26B, C). Estes dados sugerem que a ausência de C5aR nas células 

dendríticas regula negativamente a proliferação de linfócitos T CD4+, provavelmente por 

regular negativamente a expressão de MHC-II e das moléculas coestimuladoras CD80 e 

CD86. 
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Fig. 26. Células dendríticas C5aR-/- têm menor habilidade de promover a proliferação de 

linfócitos T CD4+. Análise de citometria de fluxo (gate analisado: células TCR 
DO11.10+) mostrando proliferação de linfócitos T CD4+ transgênicos (marcados com 
CFSE) de animais DO11.10RAG2-/-, em resposta a estimulação com células dendríticas 
(WT, C3aR-/- e C5aR-/-), diferentes concentrações de OVA e Pam3Cys (100ng/mL). A. 
Histogramas representativos de um experimento. B. Linfócitos T cultivados por 4 dias na 
presença de células dendríticas e OVA. C. Linfócitos T cultivados por 4 dias na presença 
de células dendríticas, OVA e Pam3Cys (100ng/mL). Dados representam média ± SE de 
5 experimentos independentes. Significância entre os grupos foi analisada por teste 
ANOVA.  
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5.3.8 A sinalização pelos ATRs nas células dendríticas modula a diferenciação de 
linfócitos T CD4+  

Nosso próximo passo foi determinar o impacto da sinalização pelos ATRs 

na produção de citocinas tipo Th1 (IFN-γ) e Th2 (IL-4) por linfócitos T CD4+, em resposta 

a OVA e Pam3Cys. 

Em primeiro lugar, quando células dendríticas de animais WT foram 

utilizadas como indutoras da proliferação, independente do tratamento com Pam3Cys, 

notamos que maiores concentrações de OVA estavam correlacionadas com maior 

porcentagem de linfócitos T CD4+ produtores de IFN-γ. Esta tendência não foi notada na 

presença de células dendríticas de animais C3aR-/- e C5aR-/- (Fig. 27A, B), de modo que 

observamos menor porcentagem de linfócitos T CD4+ produtores de IFN-γ na presença de 

células dendríticas C3aR-/- e C5aR-/- (Fig. 27A, B).  

Além de medir a porcentagem de células produtoras de IFN-γ, também 

dosamos a concentração desta citocina no sobrenadante das co-culturas. A Fig. 27C mostra 

maior produção de IFN-γ nas co-culturas, onde os linfócitos T CD4+ foram incubados com 

células dendríticas WT. Também notamos um aumento na produção de IFN-γ nas culturas 

onde as células dendríticas WT foram estimuladas com Pam3Cys (Fig. 27C), o que não 

ocorre nas culturas onde as células dendríticas ATR-/- estão atuando como indutoras da 

resposta de linfócitos T CD4+. 

Ao contrário da produção de IFN-γ, a produção de IL-4 mostrou-se 

aumentada nas co-culturas onde células dendríticas C5aR-/- estavam presentes. A presença 

de Pam3Cys levou a um modesto decréscimo na produção desta citocina, independente das 

células dendríticas estimuladoras (Fig. 27D). Não observamos nenhuma diferença quanto à 

produção de IL-10 nas diferentes co-culturas (Fig. 27E). 

De maneira geral, nossos dados sugerem uma participação dos ATRs na 

diferenciação Th1/Th2 de linfócitos T CD4+.  
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Fig. 27. Células dendríticas ATR-/- têm menor habilidade de promover a proliferação de 
linfócitos T CD4+ produtores de IFN-γ. Análise de citometria de fluxo (gate analisado: 
células TCR DO11.10+) e ELISA mostrando produção de citocinas por linfócitos T CD4+ 
transgênicos, em resposta a estimulação com células dendríticas (WT, C3aR-/- e C5aR-/-) 
e diferentes concentrações de OVA e Pam3Cys (PAM-100 ng/mL). A. Porcentagem de 
células produtoras de IFN-γ- citometria de fluxo. B. Como em A., porém na presença de 
PAM. C-E. Detecção da produção de citocinas por ELISA. Dados representam média ± 
SE de 5 experimentos independentes. Significância entre os grupos foi analisada por teste 
ANOVA. 

 

 
5.3.9 Papel in vivo da sinalização via ATRs em células dendríticas  

Nossos dados in vitro sugerindo a participação dos ATRs na diferenciação 

Th1/Th2 de linfócitos T CD4+ levaram-nos a querer comprovar este conceito em um 

modelo in vivo. Para isto, continuamos a utilizar os animais WT, C3aR-/-, C5aR-/- e C5L2-/- 

e linfócitos T CD4+ provenientes dos animais DO11.10/RAG2KO. Os linfócitos T CD4+ 

foram injetadas via intravenosa nos diferentes animais que também receberam PBS, OVA 

ou OVA + PAM via intra-peritoneal. Após 4 dias, os baços foram coletados e analisados 

quanto à presença das células CD4+ transgênicas para DO.11.10 TCR. A Fig. 28 mostra 

que no baço dos animais controle, que receberam PBS, uma pequena porcentagem (0-

0,28%) de células duplo positivas para CD4/DO11.10 foi detectada. Enquanto isso, a 
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porcentagem de células duplo positivas encontrada nos animais que receberam OVA 

variou entre 0,04 e 1,26% e nos animais que receberam OVA + PAM entre 0,39 e 1,96% 

(Fig. 28). A porcentagem destas células duplo positivas encontrada nos baços dos animais 

C5aR-/- foi sempre menor, quando comparado com os animais WT, C3aR-/- e C5L2-/- (Fig. 

28). 

Além da marcação das células esplênicas para verificar a proliferação das 

células transgênicas, também utilizamos parte das células CD4+ para re-estimulação com 

anti-CD3 e CD28 e detecção de citocinas intracelulares. Confirmamos as observações 

anteriores onde células dos animais C5aR-/- induzem menor porcentagem de células 

produtoras de IFN-γ (Fig. 29). Além disso, também observamos que esta menor indução de 

células produtoras de IFN-γ está acompanhada por um aumento no número de células 

produtoras de IL-17 (Fig. 29).  

Deste modo, nossos dados in vivo concordam com as observações anteriores 

de que as células C5aR-/- induzem menor proliferação de linfócitos T CD4+ e menor 

diferenciação de células Th1. 
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Fig. 28. Presença de linfócitos T CD4+/TCR DO11.10+ no baço. Animais WT, C3aR-/-, 

C5aR-/- e C5L2-/- receberam linfócitos T CD4+ provenientes dos animais 
DO11.10/RAG2KO por via intra-venosa e PBS, OVA ou OVA + PAM via intra-
peritoneal. Após 4 dias, os baços foram coletados e analisados por citometria de fluxo 
quanto a presença de linfócitos T CD4+ transgênicos para OVA. Esta figura ilustra um 
experimento representativo, de 3 experimentos realizados. 
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Fig. 29. Células de animais C5aR-/- induzem diferente polarização de linfócitos T CD4+ in 

vivo. Animais WT, C5aR-/- e C5L2-/- receberam linfócitos T CD4+ provenientes dos 
animais DO11.10/RAG2KO por via intravenosa e PBS, OVA ou OVA + PAM via intra-
peritoneal. Após 4 dias, os linfócitos T CD4+ foram isolados do baço dos diferentes 
animais e re-estimulados com anti-CD3 e anti-CD28 por 3 dias. Os linfócitos T CD4+ 
transgênicos para OVA foram analisados por citometria de fluxo quanto a presença de 
IFN-γ e IL-17. Esta figura ilustra um experimento representativo, de 3 experimentos 
realizados. 
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6 DISCUSSÃO 
 

Sallusto e Lanzavecchia (1994) foram os primeiros a estabelecer culturas de 

células dendríticas derivadas de monócitos humanos na presença de GM-CSF e IL-4. 

Nesse trabalho, os autores observaram que as células dendríticas humanas são CD14-

/CD1a+ e que, quando cultivadas nestas condições apresentavam o fenótipo de células 

imaturas, o qual era revertido na presença de TNF-α ou CD40L. Nossos resultados, 

relativos ao fenótipo das células dendríticas em cultura, mostraram-se de acordo com estes 

autores (Fig. 9). 

As células dendríticas diferenciadas em cultura a partir de monócitos 

sangüíneos expressaram em grau variável RNAm para C3, C5, C9, fI, fH, fB, fD, 

properdina e CR1. Esta expressão mostrou-se muito semelhante em macrófagos e 

observamos regulação de alguns dos genes em resposta a LPS, IL-1 ou dexametasona (Fig. 

10 e 11). Além disso, C3, fI, fB,C1q, C4BP, C7 e C8 também foram encontrados nos 

sobrenadantes das culturas de células dendríticas e macrófagos (Fig. 12).  

Todos os nossos resultados encontram-se de acordo com a literatura, no que 

se refere à produção de proteínas do complemento por macrófagos (Morley e Walport, 

2000). Fomos o primeiro grupo a demonstrar a expressão e produção destas proteínas do 

complemento por células dendríticas humanas. A produção de C1q já havia sido 

demonstrada por Castellano et al. (2004) e, mais recentemente, Peng et al. (2008) 

demonstraram a expressão de RNAm de C1q, C3, fB e properdina por células dendríticas 

derivadas da medula óssea de camundongo.  

As células dendríticas encontram-se presentes nos espaços intersticiais onde 

há menor acesso de proteínas plasmáticas do complemento (Farrar et al., 2006). O fato que 

estas células produzam proteínas da via alternativa nos leva a pensar que possa ocorrer 

ativação desta via do complemento localmente, levando à produção de fragmentos 

biologicamente ativos. Esta hipótese foi confirmada pelo grupo de S.H. Sacks, o qual 

observou a presença de C3a no sobrenadante de culturas de células dendríticas murinas 

(Peng et al., 2008). Considerando que as células dendríticas são as mais importantes APCs 

para linfócitos T naïves, poderíamos especular que a produção local de proteínas do 

complemento no micro-ambiente onde ocorre a interação com os linfócitos T, poderia 

afetar o estabelecimento e padrão da resposta imune.  

A expressão de C3 por células dendríticas mostrou-se positivamente 

regulada em resposta ao LPS, IL-1 e dexametasona e, no sobrenadante das culturas 
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encontramos uma proteína com duas cadeias (75 e 115 kDa) (Fig. 10-12). Nossos dados 

(Reis et al., 2006a) foram endossados pelo trabalho de Peng et al. (2008) que também 

observaram aumento da expressão de RNAm de C3, após o estímulo com LPS.  

A expressão de C5 por células dendríticas mostrou-se negativamente 

regulada em resposta ao LPS, mas não foi afetada pelo tratamento com IL-1 e 

dexametasona (Fig. 10 e 11). Resultados anteriores do nosso laboratório (dados não 

publicados) mostraram que fibroblastos humanos cultivados na presença de LPS 

igualmente diminuem a expressão de C5. Este componente não foi encontrado no 

sobrenadante das culturas de células dendríticas e macrófagos, devendo estar presente em 

concentração abaixo do limite do método empregado. Peng et al. (2008) não detectaram a 

presença de RNAm de C5 em células dendríticas derivadas de medula óssea de 

camundongos. Estes autores utilizaram LPS na cultura, o que deve ter provocado grande 

diminuição na expressão deste gene.  

A expressão do componente C9 mostrou-se reduzida tanto em células 

dendríticas como macrófagos e não se alterou em resposta aos estímulos utilizados (Fig. 10 

e 11). Este componente é produzido por hepatócitos, monócitos, fibroblastos e células da 

glia (Garred et al., 1990; Morgan e Gasque, 1997). Foi mostrado que IFN-γ provoca 

aumento da síntese de C9 nos hepatócitos (Morgan, 2000), mas esta observação ainda não 

pôde por nós ser estendida a células dendríticas e macrófagos. 

Quanto à expressão de fI, observamos um aumento da expressão de RNAm 

em resposta ao LPS (Fig. 10). A proteína reguladora fI pode ser produzida por hepatócitos 

(Morris et al., 1982), monócitos (Whaley, 1980), fibroblastos (Vyse et al., 1996), células 

endoteliais (Dauchel et al., 1990) e células da glia (Legoedec et al., 1995) e já foi 

observado um aumento de sua síntese em resposta ao LPS e IFN-γ (Vyse et al., 1996, 

Dauchel et al., 1999).  

A expressão do fH não se mostrou alterada em resposta aos agentes 

utilizados (Fig. 10 e 11). Esta proteína é produzida por hepatócitos (Vik et al., 1990), 

monócitos (Lappin et al., 1992), células endoteliais, fibroblastos e mioblastos (Legoedec et 

al., 1995). A síntese de fH por fibroblastos, monócitos, células endoteliais e hepatócitos em 

cultura é aumentada em resposta ao IFN-γ (Lappin et al., 1992). 

A expressão de fB por células dendríticas mostrou-se positivamente 

regulada em resposta ao LPS, mas este aumento só foi observado em nível protéico. Após 

análise do sobrenadante das culturas por Western blot, observamos a presença de uma 
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cadeia polipeptídica de 90 kDa (Fig. 12). Além de hepatócitos, fagócitos mononucleares, 

fibroblastos e células endoteliais são capazes de produzir fB (Ripoche et al., 1988; Morgan 

e Gasque, 1997). Já foi descrito por vários autores que a expressão de RNAm de fB 

aumenta em resposta ao LPS, IL-1α e β, TNF-α, IL-6 e IFN-γ (Berge et al., 1996; Lappin 

et al., 1990). Entretanto, em nossos experimentos não observamos aumento da expressão 

de fB em resposta a IL-1β. Este fato pode ter ocorrido devido ao uso de IL-1 em 

concentração inadequada ou devido à interferência da IL-4 na cultura das células 

dendríticas. Katz e Strunk (1990) observaram que a IL-4 inibe o aumento da expressão de 

fB provocado por IL-1, IL-6 e TNF-α. 

A expressão do fD também não se alterou em resposta aos agentes 

utilizados, mas observamos menor expressão de fD nas células dendríticas, quando 

comparada com os macrófagos (Fig. 10 e 11). A proteína não foi encontrada no 

sobrenadante das culturas, devendo estar presente em concentração abaixo do limite do 

método empregado. Diferente dos outros componentes observados, o fD é produzido 

principalmente por adipócitos e também pode ser produzido por monócitos e macrófagos 

(White et al., 1992). Barnum et al. (1992) observaram um aumento na expressão de fD em 

resposta a IFN-γ em linhagens de astroglioma. 

Observamos menor expressão de CR1 em células dendríticas ativadas com 

LPS (Fig. 10 e 13). A presença de CR1 em células dendríticas imaturas também foi 

mostrada por Nauta et al. (2004), mas fomos o primeiro grupo a demonstrar a diminuição 

da expressão deste receptor em células maduras (Reis et al., 2007). Nossos resultados 

também mostraram uma diminuição de CR1 nos macrófagos estimulados com LPS. Berger 

et al. (1988) mostraram que o LPS provoca um aumento na expressão de CR1 em 

neutrófilos, mas não encontramos na literatura referências sobre a regulação da expressão 

de CR1 em macrófagos. Além disso, não conseguimos detectar a presença do CR1 nos 

macrófagos por citometria de fluxo. Deste modo, suspeitamos que estas células com 7 dias 

de cultura tenham perdido este receptor da membrana.  

O CR1 ou CD35 é uma glicoproteína de cadeia simples, caracterizada 

funcionalmente por possuir sítios de ligação para C3b, iC3b, C4b, C1q (Klickstein et al., 

1997) e MBL (Ghiran et al., 2000). Destes, o fragmento C3b é o que apresenta maior 

afinidade pelo receptor (Klint et al., 1995). A molécula CR1 pode ser encontrada em vários 

tipos celulares como eritrócitos e podócitos de primatas, astrócitos, neutrófilos, basófilos, 
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monócitos e macrófagos, células dendríticas foliculares, células de Langerhans, linfócitos 

B e alguns linfócitos T CD4+ (Martin, 2007).  

Quanto a expressão de RNAm e produção CR2, temos dados um pouco 

conflitantes já que detectamos expressão deste RNAm em células dendríticas maduras e a 

presença da proteína não foi observada na superfície de tais células. Acreditamos que a 

baixa expressão detectada por RT-PCR trata-se de contaminação da cultura com outros 

tipos celulares, provavelmente linfócitos que mantiveram-se viáveis devido à presença do 

LPS. A expressão de CR2 por células dendríticas também foi estudada por Li et al. (2000), 

os quais não observaram a presença desta molécula em células dendríticas humanas que 

foram diferenciadas na presença de GM-CSF e IL-4. 

O componente C1q é essencial na ativação da via clássica, após ligação com 

imunocomplexos (Augener et al., 1971) e participa na remoção de células apoptóticas 

(Navratil et al., 2001). Diferente de outras proteínas do complemento, o C1q é produzido 

principalmente por monócitos e macrófagos (Petry et al., 2001). Nossos dados concordam 

com Castellano et al. (2004), os quais demonstraram que células dendríticas derivadas de 

monócitos humanos e de células CD34+ são uma importante fonte de C1q, o qual é capaz 

de ativar complemento e ligar-se a células apoptóticas. Entretanto, diferente do que foi 

descrito por estes autores, não observamos uma redução na produção de C1q após 

tratamento com LPS (Fig. 12).  

O C4BP é uma proteína reguladora da via clássica, sintetizado por células 

hepáticas (Kusada-Funakoshi et al., 1991) e monócitos ativados (Lappin e Whaley, 1990). 

Esta proteína encontra-se no plasma em três isoformas, cada uma delas resulta de uma 

combinação diferente das cadeias α (70 kDa) e β (45 kDa). C4BP é um co-fator para fI na 

degradação de C3b e C4b (Dahlback e Hildebrand, 1983; Nagasawa e Stroud, 1977) e 

acelera o decaimento das convertases da via clássica (Gigli et al., 1979). Trabalhos 

recentes mostraram que o C4BP participa de outros processos, além da regulação da 

ativação do complemento: pode ativar linfócitos B, após ligação com CD40 (Brodeur et al., 

2003) e ligar-se ao DNA de células necróticas, limitando a liberação deste DNA e 

conseqüente ativação do complemento (Trouw et al., 2005).  

O componente C7 é sintetizado principalmente por monócitos (Hetland et 

al., 1986) e granulócitos (Hogasen et al., 1995) e a ligação deste componente ao complexo 

C5b6 permite a ligação de C8 e C9, para a formação do MAC responsável pela lise 

osmótica das células. O componente C8 está presente no plasma como uma forma 

oligomérica de 151 kDa. Ele é composto de três subunidades (α, β e γ), onde as cadeias α-
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γ estão ligadas por uma ponte dissulfeto e a cadeia β está associada de maneira não 

covalente. Este componente é produzido principalmente por hepatócitos (Ng e Sodetz, 

1987), porém monócitos, macrófagos, fibroblastos e células endoteliais também secretam 

esta proteína. A formação do complexo C5b-9 é limitada pelas concentrações de C7 

presentes no sítio de ativação do complemento e doses sublíticas de MAC podem ativar 

células endoteliais e células polimorfonucleares (Wurzner, 2000). Deste modo, a produção 

de C7 e C8 pelas células dendríticas pode influenciar na inflamação local.  

Deste modo, nesta etapa do trabalho, demonstramos que as células 

dendríticas também podem ser consideradas uma fonte extra-hepática de algumas proteínas 

do complemento. Se estas moléculas são funcionais e se a síntese local é suficiente para 

que ocorra ativação do sistema complemento ou se tem alguma importância no momento 

da apresentação de antígenos aos linfócitos T, são fatos que ainda precisam ser 

investigados.  

Estudos recentes que demonstram o papel imunoregulador do complemento 

em doenças inflamatórias e infecciosas, instigaram a curiosidade sobre o papel do 

complemento na função das células dendríticas (Köhl e Wills-Karp, 2007; Zhou et al., 

2007). Alguns trabalhos sugerem que as proteínas do complemento possam regular a 

diferenciação de células precursoras, entretanto, até o momento, o papel do C3 na 

diferenciação e maturação de células dendríticas não havia sido abordado.  

Foi mostrado que o C3a, por exemplo, potencia a quimiotaxia de células 

humanas CD34+, em resposta a CXCL12 (Reca et al., 2003). Além disso, foi relatado um 

aumento da mobilização de células hematopoéticas em resposta a G-CSF em camundongos 

deficientes de C3, sugerindo que sinais provenientes do C3aR previnem a saída de 

precursores da medula óssea para a circulação (Ratajczak et al., 2004). Além disso, sabe-se 

que os fragmentos C3a e C5a regulam a produção de IL-6 e TNF-α e a ativação do NFκB e 

STAT-3, essenciais na regeneração do fígado (Strey et al., 2003). Além das ATs, o CR2 

também participa de processos de diferenciação celular. Mais especificamente, foi 

mostrado que o CR2 medeia a diferenciação de plasmócitos através da indução de B 

lymphocyte-induced maturation protein 1 (Blimp-1) e X-box binding protein 1 (XBP-1) 

(Gatto et al., 2005). 

Neste trabalho fornecemos evidências de que a ausência de C3 durante a 

diferenciação de monócitos humanos para células dendríticas interfere nos níveis de 

expressão de uma lectina tipo C: DC-SIGN, de moléculas apresentadoras de antígenos: 

CD1a e HLA-DR, de moléculas coestimuladoras: CD80 e CD86 e também na produção 
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das citocinas IL-6, TNF-α e IL-12p70 (Fig. 16-19). Como já dito anteriormente, o 

componente C3 é a proteína do complemento mais abundante no soro, atingindo 

concentrações que variam entre 0,8 a 1,9 mg/mL em indivíduos saudáveis (Ritchie et al., 

2004). A clivagem desta proteína é um passo crítico na ativação do complemento e os 

fragmentos resultantes (C3a, C3b, iC3b, C3dg) participam da regulação da resposta inata e 

adaptativa através de vários receptores presentes em uma variedade de tipos celulares, 

incluindo fagócitos, células dendríticas e linfócitos B (Walport, 2001b; Köhl, 2006; 

Kemper e Atkinson, 2007; Carroll, 2004).  

Utilizando este modelo de estudo não podemos dizer quais dos fragmentos, 

derivados da ativação de C3 contribui(em) para os efeitos observados, ou em qual/quais 

receptores estes fragmentos se ligam. Trabalhos do grupo de A. Erdei (Kerekes et al., 1998, 

2001) demonstram que fragmentos de C3 podem ligar-se de maneira covalente a 

macrófagos e linfócitos B, aumentando a capacidade destas células induzirem a 

proliferação de linfócitos T. Deste modo, o mesmo pode ser verdade em nosso modelo, 

fragmentos de C3 podem estar ligados às células dendríticas de maneira covalente.  

Na tentativa de determinarmos o papel de C3 no processo de diferenciação 

de monócitos para células dendríticas, usamos soro de um paciente deficiente de C3 

(Ulbrich et al., 2001; Reis et al., 2004). Assim, durante todo o processo de diferenciação, 

as células não tiveram contato com altas concentrações de C3, pois não podemos descartar 

a produção de C3 pelas próprias células (Reis et al., 2006a; Peng et al., 2006). De fato, 

algumas das variações observadas nos resultados (ex: grandes diferenças encontradas na 

expressão de alguns marcadores como CD86) podem, em parte, ser explicadas pelas 

diferentes concentrações de C3 produzidas pelas células dos diferentes doadores.  

A diferenciação de monócitos humanos para células dendríticas é 

caracterizada pelo aumento na expressão de CD1a. Nossos dados sugerem que o C3DS 

regule este processo, entretanto este não depende de C3, já que a reconstituição do C3DS 

com C3 falhou na indução do aumento da expressão de CD1a. Também observamos que o 

C3 é importante na regulação da expressão de MHC- II e moléculas coestimuladoras, as 

quais promovem dois sinais importantes na ativação de linfócitos T naïve (Banchereau e 

Steinman, 1998).  

O fato que C3 também parece ser importante na produção de IL-12p70 

reforça a importância deste componente no processo de diferenciação e maturação das 

células dendríticas, sugerindo um provável papel na polarização para uma resposta Th1 (de 

Jong et al., 2005). Talvez, essa expressão reduzida de moléculas coestimuladoras e baixa 
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produção de IL-12 também possa afetar a resposta adaptativa em pacientes deficientes de 

C3, visto que dos 27 casos descritos de deficiência completa de C3, 7 pacientes 

apresentaram manifestações autoimunes e 7 apresentaram glomerulonefrite, proteinúria ou 

nefropatia de IgA e grande susceptibilidade a infecções severas (Reis et al., 2006b). 

Além da IL-12p70, também observamos que o C3 regula a produção de 

TNF-α, induzida por LPS. Ao contrário do que foi observado para IL-12p70, na ausência 

de C3 a produção de TNF-α encontra-se aumentada. Este impacto negativo de C3 na 

produção de TNF-α pode resultar da ausência de C3a, o qual diminui a produção de AMP 

cíclico (Sayah et al., 2003). O AMPc, por sua vez, inibe a produção de TNF-α em vários 

tipos celulares, incluindo células mononucleares do sangue periférico (Zidek, 1999).  

Um trabalho recente (Chen et al., 2007b) mostrou que células dendríticas 

derivadas de monócitos humanos, diferenciadas na presença de concentrações sub-líticas 

de C5b-9, apresentam um aumento na expressão de HLA-DR, CD80 e CD86. Entretanto, 

diferente das nossas observações, C5b-9 também afetou a expressão de CD83. Além disso, 

células dendríticas tratadas com C5b-9 produziram maiores níveis de IL-12 e TNF-α (Chen 

et al., 2007b), enquanto nossos dados mostraram efeitos opostos de C3 na produção destas 

duas citocinas. Estes autores não investigaram o efeito de C5b-9 na expressão de lectinas 

tipo C, IL-6 e IL-10. Assim, enquanto alguns dos efeitos aqui observados podem ser 

explicados pela presença de C5b-9 no NHS, os diferentes efeitos encontrados na expressão 

de CD83, CD1a e na produção de citocinas sugerem que diferentes vias medeiam os efeitos 

aqui observados. 

Candidatos como responsáveis por estes efeitos incluem o C3a, o qual foi 

capaz de provocar o aumento na expressão de CD54, CD83 e CD86 mas não CD40, CD80 

e HLA-DR em células dendríticas derivadas de monócitos humanos, tratadas com uma 

combinação de IFN-α e IFN-γ (Gutzmer et al., 2004). Este tratamento levou ao aumento da 

produção de IL-10 e IL-12p70. Além disso, os mesmos autores mostraram que o C3a 

provoca migração das células dendríticas. Efeitos migratórios, provocados por C3a e C5a 

também foram descritos por (Soruri et al., 2003a), que detectaram aumento na migração de 

monócitos (injetados via endovenosa) para a cavidade peritoneal de camundongos SCID. O 

C5a não somente recrutou os monócitos para a cavidade peritoneal, mas também induziu a 

diferenciação em células dendríticas por um mecanismo dependente de TNF-α e PGE2 

(Soruri et al., 2003b).  
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Outros trabalhos também demonstraram influência do complemento na 

secreção de citocinas por células dendríticas. Morelli et al. (2003) demonstraram que 

células dendríticas presentes no baço fagocitam células apoptóticas via CR3 e CR4, 

levando a uma diminuição na expressão de RNAm e secreção de citocinas pró-

inflamatórias como IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12p70 e TNF-α. Marth e Kelsall (1997) 

demonstraram que a ligação de iC3b ao CR3, presente em monócitos humanos, regula a 

produção de IL-12 e IFN-γ. O fragmento iC3b também pode inibir a maturação de células 

dendríticas, com conseqüente diminuição da produção de IL-12p70 (Takahara et al., 2003). 

O mesmo grupo mostrou que esta inibição é controlada via MAPK após ligação iC3b-CR3 

(Luo et al., 2005).  De modo geral, foi mostrado que o fragmento iC3b inibe a secreção de 

citocinas pró-inflamatórias. Assim, não acreditamos que os efeitos visualizados em nosso 

modelo seja conseqüência da sinalização via iC3b-CR3, pois encontramos maior secreção 

de IL-6 e IL-12p70 nas células diferenciadas na presença de C3.   

Também foi mostrado que a síntese de IL-6 pode ser regulada pela 

sinalização C3a-C3aR em células mononucleares humanas, através da ativação de NF-κB 

(Fischer et al., 1999). Este é mais um fato a favor da nossa hipótese de que o fragmento 

C3a seja o responsavel pelo aumento da expressão de moléculas de superfície e secreção 

de citocinas pelas células dendríticas. 

 Deste modo, formulamos a seguinte hipótese para tentar explicar nossos 

resultados (Fig. 30): fragmentos C3a e/ou C5a presentes no soro humano normal ligar-se-

iam ao C3aR e/ou C5aR presente nos monócitos. Esta ligação levaria ao acoplamento da 

proteína G e conseqüente ativação de uma ou mais vias de transdução de sinal (até o 

momento nada foi caracterizado em células dendríticas), culminando na ativação do NF-

κB. A ativação do NF-κB aumenta a síntese de citocinas pró-inflamatórias como IL-1 e IL-

6, as quais atuariam na própria célula levando ao aumento da expressão de moléculas como 

CD80, CD86 e HLA-DR e também da produção de IL-12. 

O aumento da expressão de moléculas coestimuladoras como CD80 e CD86 

e também o aumento de HLA-DR e citocinas como IL-6 e IL-12, possivelmente causados 

por C3a/C5a, podem influenciar a apresentação de antígenos e a resposta proliferativa de 

linfócitos T (Fig. 30). Talvez o padrão de resposta dos linfócitos T (Th1/ Th2) também seja 

afetado, já que a ausência de C3 durante a diferenciação das células dendríticas, diminuiu a 

produção de IL-12. 
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Em resumo, descrevemos um novo papel para o componente C3 na 

diferenciação de células dendríticas. Além disso, nossos achados sugerem um cross-talk 

entre as vias ativadas pelo LPS e receptores de complemento, que regulam a expressão de 

MHC-II, moléculas coestimuladoras e produção de citocinas. Este tipo de cross-talk já foi 

demostrado em modelos animais, sendo crítico do desenvolvimento da resposta adaptativa 

vitro e in vivo (Hawlisch et al., 2005; Zhang et al., 2007) e é provável que afete o 

desenvolvimento da resposta imune em humanos, provocando alergias e autoimunidade.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 30.  Possível ação dos fragmentos C3a/C5a na diferenciação de células dendríticas 
humanas. Durante a diferenciação, fragmentos C3a e/ou C5a ligam-se a seus 
respectivos receptores presentes nos monócitos. Isto ativa proteínas G acopladas aos 
receptores, culminando com a ativação de fatores de transcrição e aumento na 
expressão de moléculas de superfície e na produção de citocinas. A maior expressão de 
MHC-II e de moléculas coestimuladoras e maior produção de IL-12 e IL-6 podem 
influenciar a apresentação de antígenos e a resposta de linfócitos T.  

 

 

Suspeitávamos que os efeitos observados em nossos experimentos seriam 

decorrentes da sinalização C3a-C3aR e/ou C5a-C5aR. A molécula de C3 pode se ativar em 

condições fisiológicas e gerar moléculas efetoras, como C3a/C5a, que podem se ligar aos 
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A presença de receptores do complemento na superfície de células 

dendríticas foi observada por diferentes grupos (Gutzmer et al., 2004; Weinmann et al., 

2003; Verbovetski et al., 2002; Köhl et al., 2006). Foi mostrado que a expressão de C3aR 

em células dendríticas aumenta em resposta a IFN-α, IFN-γ, PGE2 (Gutzmer et al., 2004) e 

LPS (Peng et al., 2008) e que a expressão de C5aR também aumenta em resposta a PGE2 

(Weinmann et al., 2003) e LPS (Peng et al., 2008). Ohno et al. (2000) detectaram a 

presença de C5L2 em células dendríticas imaturas, porém não nas maduras. 

Nossos dados provenientes das células dendríticas murinas concordam com 

a hipótese discutida anteriormente, já que as células murinas deficientes de ATRs 

apresentaram menor expressão de MHC-II e moléculas coestimuladoras. Menor expressão 

de MHC-II, associada com menor expressão de CIITA, foi observada nas APCs C5aR-/- 

(Fig. 22, 23). Esta molécula CIITA é um co-ativador que não se liga diretamente ao DNA e 

é específico no controle da transcrição do gene MHC-II. Em camundongos, a transcrição 

do RNAm de CIITA é regulada por uma grande região promotora, que controla de maneira 

célula-específica, a transcrição do CIITA tipo I (macrófagos e células dendríticas), tipo III 

(linfócitos B) e tipo IV (induzido por IFN-γ) (Reith et al., 2005). Recentemente, Yao et al. 

(2006) observaram que a ativação da via MAPK/ERK regula negativamente a expressão de 

CIITA em células dendríticas. A ativação destas vias também está envolvida com a 

sinalização pelos ATRs. Também foi observado que a deacetilação de resíduos de lisina 

nas histonas está associada com a repressão da transcrição e que a exposição das células 

dendríticas ao LPS suprime a expressão do gene c2ta pela deacetilação de toda a região 

reguladora deste gene (Landmann et al., 2001). No futuro, pretendemos estudar uma 

possível ligação entre a sinalização pelos ATRs e a deacetilação de histonas para melhor 

entendimento destes resultados. 

Nos experimentos envolvendo a expressão de MHC-II também utilizamos, 

além de células dendríticas C5aR-/-, células derivadas de medula óssea que foram 

diferenciadas na presença de citocinas e C5aRA. Este antagonista é um peptídeo C5a 

mutado, desenvolvido por Heller et al. (1999). Este peptídeo apresenta uma deleção na 

porção C-terminal (aa 71-73) e possui grande afinidade para C5aR e C5L2, inibindo a 

ligação de C5a e C5adesArg (Otto et al., 2004).  

A menor expressão das moléculas coestimuladoras foi mais evidente nas 

células C5aR-/- (Fig. 24). A expressão de CD80 também se mostrou afetada nas células 

C5L2-/-. É interessante notar que trabalhos como de Soruri et al. (2003b) e Moulton et al. 

(2007), os quais trataram as células dendríticas com C5a e utilizaram células dendríticas  
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C5-/-, respectivamente, não detectaram diferença na expressão de moléculas 

coestimuladoras, quando estas células foram comparadas com células não tratadas ou 

C5+/+. Nós suspeitamos que nossas observações (menor expressão de moléculas 

coestimuladoras em células C5aR-/-) possam resultar da ausência de cross-link entre C5aR 

e TLR, também observado por Hawlisch et al. (2005). Deste modo, sugerimos que a 

sinalização pelo C5aR seja necessária para uma sinalização ótima pelos TLRs 2 e 4. 

Como observado nos resultados anteriores com células humanas, também 

constatamos menor produção de IL-12 nas células ATR-/- (Fig. 25). Fato interessante foi a 

maior produção de IL-10 nas células C3aR-/- e a observação de que estes níveis estão 

relacionados com a menor produção de IL-12 por estas células, diferente do que ocorre nas 

células C5aR-/-. Recentemente, Peng et al. (2008) relataram menor produção de IL-12 e 

maior produção de IL-10 por células dendríticas derivadas de medula óssea de animais 

C3aR-/-. 

As células C5aR-/- apresentaram menor produção de IL-12 e também de IL-

6. Moulton et al. (2007) sugerem que a menor produção de IL-12p70 por células 

dendríticas C5aR-/- de animais infectados com o bacilo Mycobacterium bovis (BCG) esteja 

relacionada com a menor ativação de NF-κB. Provavelmente a sinalização pelo C5aR 

tenha efeitos contrários em células dendríticas e macrófagos. Hawlisch et al. (2005) 

demonstraram que o C5a regula de modo negativo a produção de IL-12 induzida por LPS e 

CD40L. Esta regulação se dá pela inibição das vias ERK e PI3K. Quanto à produção de IL-

6, é bem sabido, principalmente em modelos de sepse, que C5a aumenta a produção de IL-

6 (Ward, 2008). Como também detectamos uma menor produção de IL-12p40 pelas células 

ATR-/-, suspeitamos que a produção de IL-23 também esteja prejudicada, o que por sua 

vez, poderia afetar a indução da proliferação de linfócitos T de memória (Trinchieri et al., 

2003). 

Nossas observações seguintes, mostrando menor proliferação e indução da 

produção de IFN-γ pelas células ATR-/- (Fig. 26, 27) são totalmente coerentes com os 

resultados discutidos anteriormente, já que o balanço IL-4/ IFN-γ é diretamente dependente 

dos níveis de IL-12 produzidos pelas células dendríticas (Trinchieri, 2003). Comparadas 

com as células WT e C3aR-/-, as células dendríticas C5aR-/- induziram maior produção de 

IL-4 pelos linfócitos T. Como já discutido, diferente do encontrado nas células C3aR-/-, as 

células C5aR-/- também apresentam menor expressão de MHC-II e de moléculas 

coestimuladoras. Consideramos este fato como o responsável pelas diferenças encontradas 
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nos níveis de proliferação e produção de IL-4 provocados pelas células C3aR-/- e C5aR-/-, 

pois é sabido que a diferenciação de células Th1 só ocorre quando as moléculas MHC-II 

estão localizadas em microdomínios ricos em lipídeos presentes na superfície de células 

dendríticas (Buatois et al., 2003) e que o bloqueio de CD80 e CD86 reduz a agregação 

destas moléculas MHC-II (Wulfing et al., 2002). O trabalho de Buatois et al. (2003) 

também mostra que a expressão de CD40, CD80 e CD86 é essencial para produção de IL-

12 de diferenciação de células Th1. 

Utilizamos um modelo in vivo para tentar comprovar as observações 

anteriores. Linfócitos T CD4+ provenientes de animais RAG-/- transgênicos para OVA 

foram injetados via endovenosa em animais WT, C3aR-/-, C5aR-/- e C5L2-/-, que receberam 

ou não Pam3Cys intra-peritonealmente. Após 4 dias pudemos recuperar estes linfócitos T 

transgênicos no baço dos animais recipientes (Fig. 28). Encontramos uma menor 

porcentagem destas células no baço dos animais C5aR-/-, concordando com os dados in 

vitro onde células C5aR-/- induzem menores níveis de proliferação de linfócitos T. 

Após a re-estimulação ex vivo destas células também observamos menor 

produção de IFN-γ e maior produção de IL-4 e TGF-β (dados não mostrados) pelos 

esplenócitos dos animais C5aR-/-. E, além disso, observamos maior número de células 

produtoras de IL-17 nos animais C5aR-/- (Fig. 29). Este fato é muito interessante já que não 

existem dados na literatura correlacionando a sinalização por receptores de complemento e 

a diferenciação de células Th17. Outras observações ainda não publicadas feitas no 

laboratório do Dr. Jörg Köhl também indicam maior diferenciação de linfócitos Treg nos 

animais C5aR-/- e maior produção de IL-21 pelas células C5aR-/-. Alem disso, foi 

observado que na presenca de linfócitos T CD4+, as celulas dendríticas C5aR-/- produzem 

maiores níveis de IL-6 e que o bloqueio de IL-6 e TGF-β nestas co-culturas leva a 

diminuição da produção de IL-17 pelas células C5aR-/-. Deste modo, o conjunto destas 

observações nos levaram a formular a seguinte hipótese, representada na Fig. 31.  

Acreditamos que, juntamente com a ativação de TLRs, a sinalização via 

C5aR seja necessária para a expressão de MHC-II, CD80, CD86 e CD40 e também para a 

produção de IL-6 e IL-12. Esta produção de IL-6 e IL-12 deve ser responsável pela 

inibição da diferenciação de linfócitos Treg e ao contrário, pela estimulação do 

desenvolvimento de linfócitos Th1, secretores de IFN-γ. Na ausência da sinalização pelo 

C5aR, os menores níveis de MHC-II, moléculas coestimuladoras, IL-6 e IL-12 propiciam o 
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desenvolvimento de linfócitos Treg, produtores de altos níveis de TGF-β. Esta citocina, por 

sua vez, leva a diferenciação de células produtoras de IL-17.     

Também acreditamos que a sinalização via C3aR seja necessária para 

produção de IL-12, induzida pela ligação de TLRs. Esse cross-talk entre receptores de 

complemento e TLRs será tema de investigações futuras. 

Quanto à sinalização pelo C5L2, nossos dados mostram que esta pode estar 

relacionada com a expressão de CD80. Ao contrário de Chen et al. (2007a), que 

investigaram o papel deste receptor em neutrófilos, macrófagos e fibroblastos, não 

observamos nenhum impacto deste receptor na expressão de CD86, CD40 e na produção 

de IL-6, indicando que este receptor desempenha papéis distintos nos diferentes tipos 

celulares.  

De modo geral, este trabalho sugere uma participação do sistema 

complemento na regulação da resposta imune adquirida. Esta regulação se deve à 

participação do componente C3 e/ou seus derivados na diferenciação e maturação de 

células dendríticas humanas e murinas e conseqüente modulação da resposta de linfócitos 

T CD4+. 
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Fig. 31. Proposta de modelo de diferenciação de linfócitos Th induzida por células dendríticas 

C5aR+/+ (A) ou C5aR-/- (B). A sinalização via C3aR e/ou C5aR, juntamente com a 
sinalização via TLR, é necessária para a expressão de MHC-II, CD80, CD86 e CD40 e 
também para a produção de IL-6 e IL-12. Esta produção de IL-6 e IL-12 deve ser 
responsável pela inibição da diferenciação de linfócitos Treg e ao contrário, pela 
estimulação do desenvolvimento de linfócitos Th1, secretores de IFN-γ (A). Na ausência 
da sinalização pelo C5aR, os menores níveis de MHC-II, moléculas coestimuladoras, IL-6 
e IL-12 propiciam o desenvolvimento de linfócitos Treg, produtores de altos níveis de 
TGF-β. Esta citocina, por sua vez, induz a diferenciação de células produtoras de IL-17.  
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7 CONCLUSÕES 
 

1. Células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos humanos expressam RNAm 

para C3, C5, C9, FI, FH, FB, FD, properdina e CR1. 

2. LPS induz aumento na expressão de RNAm para C3 e FI e diminuição na 

expressão de C5 e CR1. 

3. A expressão de RNAm de diversas proteínas do complemento é regulada de modo 

estímulo-específico e não depende do estado de maturação da célula. 

4.  Células dendríticas diferenciadas de monócitos humanos secretam C3, FI, FB, 

C1q, C4BP, C7 e C8 e expressam CR1 e CD18 na membrana celular. 

5. A molécula nativa ou fragmentos de C3 depositam-se na superfície de células 

dendríticas diferenciadas de monócitos humanos. 

6. Ausência de C3 durante a diferenciação de células dendríticas humanas causa 

redução nos níveis de expressão de DC-SIGN, MHC-II, CD80 e CD86 por estas 

células. 

7. Células dendríticas diferenciadas na presença de soro deficiente de C3 apresentam 

menores níveis de CD1a. 

8. Ausência de C3 durante a diferenciação de células dendríticas humanas afeta a 

produção de IL-6 e IL-12p40. 

9. Células dendríticas diferenciadas na ausência de C3 e ativadas com LPS produzem 

níveis reduzidos de IL-12p70 e níveis aumentados de TNF-α. 

10.  Células dendríticas esplênicas murinas C3aR-/-, ativadas via TLR2, produzem 

níveis reduzidos de IL-12p40 e IL-12p70 e níveis aumentados de IL-10. 

11.  Células dendríticas esplênicas murinas C5R-/- expressam níveis reduzidos de 

MHC-II. 

12.  Células dendríticas C5R-/-, ativadas com LPS ou Pam3Cys, expressam níveis 

reduzidos de CD80, CD86, CD40 e produzem níveis reduzidos de IL-12p40, IL-

12p70 e IL-6. 

13.  Células dendríticas esplênicas murinas C5L2-/-, ativadas com LPS ou Pam3Cys, 

expressam níveis reduzidos de CD80. 

14.  A menor expressão de MHC-II encontrada em APCs C5aR-/- está relacionada com 

a menor expressão de CIITA por estas células. 
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15.  Células dendríticas C3R-/-, cultivadas na presença de OVA e ativadas ou não com 

Pam3Cys, induzem menor produção de IFN-γ por linfócitos T CD4+ transgênicos 

para OVA. 

16.  Células dendríticas C5R-/-, cultivadas na presença de OVA e ativadas ou não com 

Pam3Cys, induzem menor proliferação, menor produção de IFN-γ e maior 

produção de IL-4 e IL-17 por linfócitos T CD4+ transgênicos para OVA. 
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