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RESUMO	

	

Koga	MM.	O	PAF	como	regulador	endógeno	do	fenótipo	e	função	das	células	dendríticas.	
[tese	 (Doutorado	 em	 Imunologia)].	 São	 Paulo:	 Instituto	 de	 Ciências	 Biomédicas,	
Universidade	de	São	Paulo;	2015.		

	

O	Fator	Ativador	de	Plaquetas	(PAF)	é	um	mediador	lipídico	da	inflamação	que	sinaliza	
por	um	receptor	associado	à	proteína	G	(PAFR),	expresso	nas	membranas	plasmática	e	
nuclear	de	diversos	tipos	celulares.	Em	macrófagos,	há	evidências	de	que	a	ativação	do	
PAFR	 modula	 o	 seu	 fenótipo	 para	 um	 perfil	 regulador.	 As	 Células	 Dendríticas	 (DCs),	
também	expressam	PAFR,	mas	nestas	 células	pouco	de	 conhece	 sobre	a	 sua	 função.	O	
objetivo	do	presente	trabalho	foi	estudar	as	conseqüências	da	ativação	do	PAFR	em	DCs	
na	 resposta	 imune	 inata	 e	 adaptativa.	 	 DCs	murinas	 derivadas	 de	medula	 óssea	 (BM‐
DCs)	 foram	obtidas	após	6	dias	de	 cultura	 com	GM‐CSF.	A	maturação	 foi	 induzida	por	
LPS.	Vimos	que	BM‐DCs	maduras	e	imaturas	expressam	PAFR	e	que	o	estímulo	com	LPS	
aumentou	a	produção	endógena	de	ligantes	do	PAFR,	além	de	induzir	a	produção	de	IL‐
12,	 IL‐6,	 IL‐1β,	 Il‐10	 e	 PGE2.	 	 O	 bloqueio	 do	 PAFR	 pelos	 antagonistas	 (WEB2086,	
WEB2170	 ou	 PCA4248),	 dados	 30	 min	 antes	 do	 LPS,	 não	 alterou	 a	 produção	 das	
citocinas	pró‐inflamatórias	e	diminuiu	a	de	IL‐10,	de	tal	modo	que	a	relação	IL‐12/IL‐10	
aumentou	de	1	para	2,1	vezes.	A	expressão	gênica	de	Il10	e	COX2	também	foi	reduzida	
pelos	antagonistas,	indicando	que	o	PAF	pode	agir	em	nível	transcricional.	O	agonista	do	
receptor,	metilcarbamil‐PAF	(cPAF)	dado	 junto	com	 	LPS,	potencializou	a	produção	de	
IL‐10	e	PGE2,	e	a	expressão	de	COX‐2.	O	bloqueio	do	PAFR	em	DCs	também	potencializou	
a	 proliferação	 antígeno‐específica	 de	 linfócitos	 T	 em	 ensaio	 in	 vitro	 e	 isto	 foi	
acompanhado	 de	 aumento	 de	 IFN‐γ.	 DCs	 tratadas	 com	 inibidores	 da	 síntese	 de	 PG	
(indometacina,	nimesulida	ou	NS‐398),	ou	com	anticorpo	bloqueador	da	IL‐10,	também	
potencializaram	a	proliferação	de	linfócitos	T.	A	seguir,	transferimos	DCs	pulsadas	com	
OVA	 (BM‐DC/OVA),	 tratadas	 ou	 não	 com	 antagonistas	 de	 PAFR,	 para	 camundongos	
naïve.	 Após	 14	 dias,	 os	 esplenócitos	 foram	 co‐cultivados	 com	 novas	 BM‐DCs/OVA.	 As	
células	T	CD4+	dos	camundongos	que	receberam	DCs	tratadas	com	antagonista	de	PAFR,	
proliferaram	mais	do	que	as	 controle,	 indicando	que	o	PAFR	modula	negativamente	o	
potencial	de	ativação	de	linfócitos	T	pelas	DCs.	Para	investigar	se	antagonistas	do	PAFR	
podem	 também	 potencializar	 a	 resposta	 imune	 in	 vivo,	 injetamos	 camundongos	 com	
OVA	 combinada	 ou	 não	 ao	 antagonista	WEB2170.	 Após	 14	 dias,	 encontramos	 que	 os	
linfonodos	do	grupo	OVA/WEB	apresentaram	maior	número	de	células	e	30	vezes	mais	
anticorpo	IgG2a	OVA‐específico	no	sangue.	Num	protocolo	de	imunização	com	OVA	em	
adjuvante	completo	de	Freund,	a	adição	de	WEB2170	aumentou	a	produção	de	IgG1	e	
IgG2a	OVA‐específicos.	No	caso	de	imunização	com	OVA	em	alum	não	foram	observadas	
diferenças	nos	níveis	de	anticorpo	entre	os	grupos	tratado	e	não‐tratado.	A	partir	destes	
resultados,	 propomos	 que	 a	 ativação	do	PAFR	por	 ligantes	 endógenos	 faria	 um	ajuste	
fino	no	estado	de	ativação	das	DCs	regulando	a	resposta	imune	adaptativa.		

	

Palavras‐chave:	Receptor	do	PAF.	Células	Dendríticas.	Prostaglandina	E2.	 Interleucina	
10.	Imunização.	



ABSTRACT	

	

Koga	MM.	PAF	as	an	endogenous	modulator	of	Dendritic	Cells	phenotype	and	function.	
[Ph.D.	 thesis	 (Immunology)].São	Paulo:	 Instituto	de	Ciências	Biomédicas,	Universidade	
de	São	Paulo;	2015.		

	

The	 Platelet‐Activating	 Factor	 (PAF)	 is	 a	 lipid	 mediator	 of	 inflammation	 that	 acts	
through	 a	 G	 protein‐coupled	 receptor	 (PAFR)	 present	 in	 plasma	 and	 nuclear	 cell	
membranes	of	many	different	types	of	cells.	There	is	evidence	that	PAFR	activation	can	
shift	macrophages	to	a	regulatory	phenotype.	Dendritic	Cells	(DCs),	also	express	PAFR	
but	 in	 this	case,	 little	 is	known	about	 its	 function.	 In	 the	present	work,	we	studied	the	
consequences	 in	 innate	 and	 adaptative	 immunity	 by	 PAFR	 activation	 in	 DCs.	 Murine	
bone	marrow‐derived	DCs	 (BM‐DCs)	were	obtained	after	6	days	culture	with	GM‐CSF.	
Maturation	was	induced	by	stimulation	with	LPS.	We	found	that	immature	and	mature	
BM‐DCs	express	PAFR	and	that	LPS	stimulus	enhanced	endogenous	production	of	PAFR	
ligands,	 besides	 inducing	 IL‐12,	 IL‐6,	 IL‐1β,	 Il‐10,	 and	 PGE2	 production.	 The	 PAFR‐
antagonists	(WEB2086,	WEB2170,	or	PCA4248)	were	added	to	DCs	30	min	before	LPS.	
The	 treatment	 did	 not	 affect	 pro‐inflammatory	 cytokines	 levels,	 but	 IL‐10	 production	
was	 reduced	which	 shifted	 the	 ratio	 IL‐12/IL‐10	 from	 1	 to	 2.1.	 Il10	 and	 COX2	 genes	
expression	was	 also	 reduced	 by	 antagonists,	 indicating	 that	 PAF	 could	 be	 acting	 in	 a	
transcriptional	 level.	 When	 the	 receptor	 agonist,	 methylcarbamyl‐PAF	 (cPAF),	 was	
added	together	with	LPS,	IL‐10	and	PGE2	production,	and	COX‐2	expression	levels	were	
enhanced.	 Blocking	 PAFR	 in	 DCs	 also	 induced	 higher	 T	 cell	 proliferation	 followed	 by	
increased	IFN‐γ	production	in	an	in	vitro	antigen‐specific	proliferation	assay.	When	DCs	
were	 treated	 with	 PG	 synthesis	 inhibitors	 (indomethacin,	 nimesulide	 or	 NS‐398),	 or	
with	 IL‐10	 blocking	 antibody	 during	 maturation,	 they	 also	 induced	 higher	 T	 cell	
proliferation.	We	 then	 transferred	OVA‐loaded	BM‐DCs	 (DC‐OVA),	 treated	 or	 not	with	
PAFR	antagonist	to	naïve	mice.	After	14	days,	splenocytes	were	co‐cultured	with	 fresh	
OVA‐loaded	BM‐DCs.	T	CD4+	cells	of	mice	 that	were	 immunized	by	antagonist‐treated	
DCs	 proliferated	 more	 than	 the	 control	 ones,	 indicating	 that	 the	 PAFR	 negatively	
modulates	 DCs	 T	 cell	 activation	 potential.	 To	 investigate	 whether	 PAFR	 antagonists	
could	also	boost	the	immune	response	in	vivo,	mice	were	injected	with	OVA,	combined	
or	 not	 with	 the	 PAFR	 antagonist	WEB2170.	 After	 14	 days,	 OVA/WEB	 group	 draining	
lymph	nodes	cell	number	was	 increased	and	OVA‐specific	 IgG2a	antibody	 in	 the	blood	
was	 30	 fold	 higher	 than	 in	 non‐treated	 group.	 	When	 OVA	was	 given	 with	 Complete	
Freund’s	 Adjuvant,	 addition	 of	 WEB2170	 increased	 IgG1	 and	 IgG2a	 antigen‐specific	
antibodies	production.	When	given	with	alum,	no	differences	 in	antibodies	 levels	were	
observed	 between	 treated	 and	 non‐treated	 groups.	 By	 these	 results,	 we	 propose	 that	
PAFR	activation	by	endogenous	ligands	would	make	a	fine	adjustment	in	DCs	activation	
state,	regulating	the	adaptative	immune	response.	

	

Keywords:	 PAF	 receptor.	 Dendritic	 Cells.	 Prostaglandin	 E2.	 Interleukin	 10.	
Immunization.	
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1.1 O	Fator	Ativador	de	Plaquetas	(PAF)	

	

O	 Fator	 Ativador	 de	 Plaquetas	 (PAF,	 do	 inglês	 Platelet‐activating	 Factor)	 foi	

descrito	pela	primeira	vez	por	Benveniste,	Henson	e	Cochrane	no	começo	da	década	de	

1970.	 Inicialmente	 identificado	 como	 um	 “fator	 solúvel”	 liberado	 por	 leucócitos	 de	

coelhos	 imunizados	 e	 desafiados	 com	 o	 antígeno,	 o	 PAF	 recebeu	 este	 nome	 por	

promover	a	agregação	de	plaquetas	e	liberação	de	aminas	vasoativas	(1,	2).		

A	 caracterização	 estrutural	 da	molécula	 do	 PAF	 foi	 realizada	 alguns	 anos	mais	

tarde	 através	 da	 síntese	 de	 compostos	 com	 propriedades	 físico‐químicas	 e	 biológicas	

semelhantes	 ao	 composto	 natural	 (3,	 4),	 finalmente	 confirmada	 após	 o	 isolamento	 do	

PAF	produzido	por	basófilos	de	coelhos	imunizados	e	desafiados	com	o	antígeno	(5).	A	

partir	 destes	 estudos	 foi	 possível	 identificar	 as	 vias	 metabólicas	 envolvidas	 na	 sua	

síntese	e	degradação,	bem	como	a	observação	das	suas	propriedades	biológicas.		

O	 PAF	 (1‐O‐alquil‐2‐acetil‐sn‐glícero‐3‐fosfocolina)	 é	 produto	 da	 clivagem	 de	

fosfolipídios	das	membranas	 celulares,	 e	 sua	biossíntese	pode	ocorrer	 através	de	dois	

diferentes	 mecanismos:	 a	 síntese	 por	 remodelamento	 e	 a	 síntese	 de	 novo,	 sendo	 a	

primeira,	a	via	de	síntese	do	mediador	por	células	inflamatórias	(6).	

A	 via	 do	 remodelamento	 foi	 a	 primeira	 a	 ser	 descrita	 e	 é	 considerada	 a	 mais	

importante	 em	 diversas	 respostas	 inflamatórias	 e	 alérgicas,	 já	 que	 o	 PAF	 não	 é	

produzido	em	grandes	quantidades	por	células	não	ativadas.	A	síntese	do	PAF	por	esta	

via	 é	 iniciada	 pela	 fosfolipase	 A2	 (cPLA2),	 enzima	 essencial	 para	 a	 sua	 produção	 e	

induzível	por	estímulos	inflamatórios	(7).	O	primeiro	produto	a	ser	formado	é	liso‐PAF,	

que	 deve	 ser	 acetilado	 por	 uma	 acetil‐transferase	 (liso‐PAFAT)	 para	 formar	 PAF	 (8).	

Atualmente,	existem	duas	isoformas	descritas	da	liso‐PAFAT:	a	liso‐PAF	LPCAT1,	que	é	

constitutivamente	 expressa,	 e	 a	 liso‐PAF	 LPCAT2,	 a	 isoforma	 induzível.	 A	 primeira	 é	

expressa	 nos	 pulmões	 e	 está	 ligada	 à	 síntese	 de	 PAF	 e	 de	 dipalmitoilfosfatidilcolina,	

componente	 principal	 do	 surfactante	 pulmonar	 (9).	 A	 segunda	 é	 principalmente	

expressa	em	células	inflamatórias	e,	portanto,	está	mais	envolvida	na	produção	do	PAF	

sintetizado	 a	 partir	 de	 estímulos	 inflamatórios	 (10).	 Shindou	 et	 al.	 (2005)	 (11),	

mostraram	que	macrófagos	peritoneais	estimulados	com	PAF	têm	a	LPCAT2	ativada,	o	

que	sugere	que	o	PAF	formado	por	esta	via	pode	induzir	mais	PAF,	 formando	um	 loop	

positivo.	 Neste	 contexto	 inflamatório,	 tanto	 a	 cPLA2	 quanto	 a	 liso‐PAFAT	 podem	 ser	

ativadas	 pelos	mesmos	 estímulos,	 os	 quais	 produzem	 substrato	 para	 as	 duas	 enzimas	
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(12).	 O	 LPS,	 por	 exemplo,	 via	 sinalização	 por	 TLR4	 ativa	 tanto	 a	 cPLA2	 (13)	 como	

também	ativa	a	LPCAT2	em	macrófagos	(14).		

Já	na	síntese	de	novo,	o	PAF	é	convertido,	a	partir	de	um	intermediário	da	síntese	

dos	fosfolipídios	de	membrana,	por	enzimas	constitutivamente	ativas	que	parecem	ser	

reguladas	pela	disponibilidade	de	substrato	(15).	De	modo	geral,	pouco	se	sabe	sobre	a	

geração	 de	 PAF	 por	 esta	 via,	 no	 entanto,	Woodard	 et	 al.	 (1987)	 (16),	 propuseram	 na	

época,	 que	pequenas	quantidades	de	PAF	 seriam	produzidas	por	 síntese	de	novo	 para	

fins	fisiológicos,	visto	que	PAF	tem	um	efeito	tônico	na	pressão	sanguínea.		

O	PAF	é	sintetizado	por	diferentes	tipos	celulares,	entre	eles	células	endoteliais,	

plaquetas,	 queratinócitos	 e	 células	 inflamatórias	 (17).	 Após	 sua	 síntese,	 ele	 pode	

permanecer	associado	a	 células	ou	ser	 secretado	via	vesículas	de	 transporte	ou	ainda,	

ser	diretamente	translocado	através	da	membrana	plasmática	via	glicoproteína	P	(P‐gp)	

(18).	 Já	 a	 sua	 degradação	 em	 produtos	 inativos	 é	 catalisada	 por	 acetil‐hidrolases,	

segundos	após	a	síntese	do	mediador.	Estas	enzimas	estão	presentes	em	diversas	células	

e	tecidos	e	são	detectáveis	também	no	plasma	sanguíneo	(19).	

	

1.1.1 O	receptor	para	o	PAF	(PAFR)	

	

O	 receptor	 para	 o	 PAF	 (PAFR)	 pertence	 à	 classe	 dos	 receptores	 acoplados	 à	

proteína	 G	 (GPCRs).	 Ele	 contém	 sete	 alças	 transmembrânicas,	 e	 foi	 detectado	 na	

membrana	 plasmática	 e	 nuclear	 de	 plaquetas	 e	 diversos	 tipos	 celulares,	 entre	 eles	

leucócitos	mono‐	e	polimorfonucleares	(17).		

A	sinalização	desencadeada	pela	ativação	do	PAFR	pode	ocorrer	via	subunidades	

Gαq	ou	Gαi	do	receptor	acoplado	a	proteína	G,	e	resulta	no	aumento	dos	níveis	deinositol	

1,4,5‐trifosfato	(IP3)	e	Ca2+	intracelular,	e	diminuição	dos	níveis	de	AMP	cíclico	(cAMP)	

(17).	Marrache	et	al.	(2002)	(20),	reportaram	a	presença	do	PAFR	na	membrana	nuclear	

e	 também	que	 sua	 ativação	 estava	 associada	 à	 via	de	MAP	quinases	 e	NF‐κB,	 além	da	

expressão	de	iNOS	e	COX2.	Como	a	adição	da	toxina	pertussis	(PTX)	–	clássica	inibidora	

de	 Gαi	 –	 inibiu	 sua	 ativação,	 foi	 sugerido	 que	 o	 PAFR	 expresso	 na	membrana	 nuclear	

estaria	 ligado	 à	 Gi/o.	 Além	 disso,	 foi	 proposto	 que	 a	 ativação	 do	 PAFR	 expresso	 na	

membrana	 citoplasmática	 das	 células	 induziria	 respostas	 imediatas	 e	 síntese	 de	 PAF,	

que	 agiria	 nos	 PAFRs	 expressos	 no	 núcleo	 para	 a	 indução	 da	 síntese	 de	 citocinas	 e	

enzimas	responsáveis	pela	síntese	de	prostanóides	e	óxido	nítrico	(NO)	(21,	22).	Após	
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ser	 estimulado,	 o	 receptor	 para	 o	 PAF	 é	 rapidamente	 dessensibilizado,	 evento	

dependente	 da	 sua	 fosforilação,	 internalização	 para	 compartimento	 endossomal,	 e	

degradação	(23).	

Além	 do	 ligante	 natural	 PAF,	 o	 PAFR	 também	 pode	 ser	 ativado	 por	 lipídeos	

oxidados	 (moléculas	 PAF‐like).	 Estas	 moléculas	 possuem	 características	 estruturais	

semelhantes	 ao	 PAF	 e	 podem	 ser	 produzidas	 por	 estresse	 oxidativo	 e	 irradiação	

ultravioleta.	 Marathe	 et	 al.	 (1999)	 (24)	 mostraram	 que	 vários	 lipídeos	 oxidados	 tem	

atividade	PAF‐like	e	podem	sinalizar	via	PAFR.	O	mesmo	grupo	mostrou	em	2005(25),	

que	 lipídeos	 oxidados	 também	 podem	 ser	 formados	 por	 irradiação	 UVB	 em	

queratinócitos	e	que	estas	moléculas	também	agem	como	agonistas	do	PAFR.	(24,	25).	A	

geração	das	moléculas	PAF‐like	não	é	controlada	como	a	do	PAF,	e	estes	lipídeos	podem	

ter	diferentes	afinidades	pelo	PAFR(26).	

O	 receptor	para	o	PAF	 foi	 clonado	pela	primeira	vez	 em	1991	por	Honda	et	 al.	

(27).	 Diversos	 compostos	 antagonistas	 do	 PAFR	 foram	 desenvolvidos	 e	 estudos	

mostraram	 envolvimento	 do	 PAF	 em	 asma	 experimental.	 Entretanto,	 em	 estudos	

clínicos	 os	 antagonistas	 não	 foram	 efetivos.	 Os	 antagonistas	 do	 PAFR	 podem	 ser	

divididos	 em	 compostos	 naturais,	 análogos	 ou	 sintéticos.	 Um	 dos	 representantes	 dos	

antagonistas	naturais	do	PAFR	é	o	BN	52021	ou	Ginkgolide	B,	 terpenóide	derivado	de	

folhas	 de	 Ginkgo	 biloba	 (28).	 Já	 entre	 os	 compostos	 sintéticos	 então	 o	 WEB	 2086	

(apafant)	 (29)	 e	 o	WEB	2170	 (bepafant)	 (30),	 que	 não	possuem	 estrutura	 análoga	 ao	

PAF	 ou	 qualquer	 outro	 lipídeo.	 O	 uso	 destes	 compostos	 nas	 últimas	 décadas	 tem	

contribuído	de	forma	significativa	para	a	melhor	compreensão	da	ativação	do	receptor,	

bem	como	de	suas	vias	de	sinalização	(revisado	em	(31)).	

	

1.1.2 O	PAF/PAFR	na	Imunidade	Inata		

	

Por	mais	de	30	anos,	 estudos	 sobre	o	PAF	 focaram	predominantemente	no	 seu	

papel	em	inflamação	e	alergia.	De	fato,	o	PAF	é	um	potente	mediador	inflamatório,	ativo	

em	 concentrações	nanomolares	que	 aumenta	 a	permeabilidade	vascular,	 contração	de	

músculo	liso,	migração	de	neutrófilos	e	cicatrização	(26).	Além	destas	e	outras	funções	já	

extensivamente	estudadas,	há	evidencias	de	que	o	PAF	também	tem	atuação	importante	

na	imunidade	inata.	
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Os	 macrófagos	 são	 células	 centrais	 da	 resposta	 imune	 inata.	 Eles	 possuem	

receptores	 de	 membrana	 essenciais	 para	 a	 resposta	 imune	 inata,	 os	 Receptores	

Reconhecedores	 de	 Padrões	 Moleculares	 (PRRs;	 do	 inglês	 Pattern	 Recognition	

Receptors).	 Os	 PRRs	 reconhecem	 os	 chamados	 padrões	 moleculares	 associados	 à	

patógenos	 (PAMPs,	 do	 inglês	 pathogen‐associated	 molecular	 patterns),	 moléculas	

expressas	na	membrana	 celular	de	microorganismos.	A	 sua	 capacidade	de	 reconhecer	

patógenos,	 fagocitá‐los	 e	 eliminá‐los,	 compreende	 algumas	 das	 suas	 principais	

características,	 que	 são	 fundamentais	para	o	 controle	de	 infecções.	Os	mecanismos	de	

defesa	 antimicrobianos	 dos	 macrófagos	 incluem	 os	 dependentes	 de	 oxigênio	 e	

nitrogênio	 como	 as	 espécies	 reativas	 de	 oxigênio	 (ROI)	 e	 o	 óxido	 nítrico	 (NO),	 e	 os	

independentes	de	oxigênio	representados	pelas	enzimas	contidas	nos	lisossomos.	Além	

disso,	 uma	 variedade	 de	 citocinas	 e	 mediadores	 contribuem	 para	 a	 ativação	 dos	

macrófagos	aumentando	sua	capacidade	microbicida	(32).		

No	caso	de	infecção	por	Leishmania,	a	atividade	microbicida	dos	macrófagos	é	de	

grande	 importância	 para	 o	 controle	 e	 eliminação	 do	 parasita	 (33).	 Com	 o	 uso	 de	

antagonistas	do	PAFR,	Lonardoni	et	al.	(1994)(34),	observaram	que	durante	a	infecção	

de	macrófagos	peritoneais	por	Leishmania	amazonensis,	o	PAF	é	gerado	endogenamente	

e	contribui	para	a	ativação	do	fagócito	e	eliminação	do	parasita.	Além	disso,	os	autores	

observaram	que	a	adição	exógena	de	PAF	aos	macrófagos	infectados	reduziu	ainda	mais	

a	 infecção	 das	 células,	 de	maneira	 dose‐dependente.	 Algum	 tempo	 depois,	 os	 mesmo	

autores	observaram	que	camundongos	tratados	com	o	antagonista	do	PAFR	eram	mais	

susceptíveis	ao	mesmo	parasita	num	protocolo	de	infecção	experimental.	Estes	animais	

receberam	o	 antagonista	 sistemicamente	 antes	 da	 injeção	 do	 parasita,	 e	 o	 tratamento	

resultou	em	significativo	aumento	das	 lesões	decorrentes	da	 infecção	por	Leishmania,	

acompanhado	de	aumento	da	 carga	parasitária	no	baço	e	 linfonodos,	 sugerindo	que	o	

PAF	produzido	endogenamente	durante	a	infecção	tem	efeito	semelhante	ao	observado	

in	vitro	(35).	

Outro	relato	da	ação	do	PAF	na	atividade	microbicida	dos	macrófagos	foi	feito	por	

Aliberti	et	al.	(1999)	(36).	Neste	estudo,	foi	mostrado	que	o	tratamento	com	agonista	do	

receptor	aumentou	a	produção	de	NO	e,	consequentemente,	a	atividade	microbicida	de	

macrófagos	infectados	por	Trypanosoma	cruzi.	Já	o	tratamento	com	antagonista	do	PAFR	

promoveu	 maior	 parasitemia	 nas	 células	 e	 morte	 prematura	 de	 animais	 infectados.	

Resultados	obtidos	em	camundongos	deficientes	para	o	PAFR	(PAFR‐/‐)	infectados	pelo	
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mesmo	 parasita	 sugeriram	 ainda	 que	 a	 ativação	 do	 receptor	 para	 o	 PAF	 estaria	

envolvido	no	controle	da	replicação	do	T.	cruzi	in	vivo,	pois	estes	animais	apresentaram	

maior	 parasitemia,	 inflamação	 tecidual	 e	 letalidade	 em	 relação	 aos	 camundongos	

selvagens	(37).		

Soares	 et	 al.	 (2002)	 (38),	 reportaram	 que	 a	 sinalização	 do	 PAFR	 também	 é	

importante	 para	 a	 contenção	 da	 infecção	 por	 Klebsiella	 pneumonie	 ao	 observar	 a	

migração	 e	 ativação	 de	 neutrófilos	 no	 pulmão	 de	 animais	 infectados.	 Neste	 estudo,	

camundongos	 PAFR‐/‐	 ou	 camundongos	 selvagens	 tratados	 com	 antagonista	 do	 PAFR	

foram	 infectados	 com	 a	 bactéria	 gram‐negativa	 e	 foi	 observado	 que,	 na	 ausência	 do	

receptor	ou	no	seu	bloqueio	por	antagonista,	a	quantidade	de	bactérias	nos	pulmões	dos	

animais	 aumentou,	 acelerando	 sua	 morte.	 Apesar	 da	 ausência	 do	 receptor	 não	 ter	

influenciado	 na	 migração	 nos	 neutrófilos	 para	 o	 pulmão,	 estas	 células	 fagocitaram	

menor	número	de	bactérias	(38).		

Por	 outro	 lado,	 os	macrófagos	 tem	uma	 função	 fisiológica	 fundamental	 que	 é	 a	

remoção	 de	 células	 alteradas	 e	 de	moléculas	 oxidadas.	 Isto	 é	 realizado	 via	 receptores	

que	reconhecem	padrões	moleculares	presentes	nestas	células	e	moléculas,	conhecidos	

como	DAMPs	(do	inglês,	damage‐associated	molecular	patterns).	Enquanto	a	remoção	de	

patógenos	 desencadeia	 um	 processo	 inflamatório,	 a	 remoção	 de	 células/moléculas	

danificadas	não	induz	inflamação	(39).		

De	fato,	Fadok	et	al.	(1998)	(40),	mostraram	que	macrófagos	peritoneais	murinos	

que	 fagocitaram	células	apoptóticas,	quando	estimulados	 com	LPS,	produziram	menos	

citocinas	 pró‐inflamatórias	 (IL‐1β,	 IL‐8,	 TNF‐α)	 e	 mais	 mediadores	 anti‐inflamatórios	

TGF‐β	e	prostaglandina	E2	 (PGE2).	 Isto	 foi	 atribuído	a	geração	de	PAF	por	macrófagos	

durante	a	 fagocitose	de	células	apoptóticas	visto	que	o	tratamento	com	antagonista	de	

PAFR	 restaurou	 a	 produção	 das	 citocinas	 pró‐inflamatórias,	 sugerindo	 que	 o	 PAF	

endógeno	favorece	o	estabelecimento	de	um	perfil	anti‐inflamatório	em	macrófagos.	

Mais	tarde,	trabalhos	do	nosso	laboratório	mostraram	que	este	efeito	do	PAF	em	

macrófagos	que	fagocitam	células	apoptóticas	se	deve	a	associação	do	PAFR	com	um	dos	

receptores	que	reconhece	DAMPs,	o	CD36.	Ferracini	et	al.	(2013)	(41),	mostraram	que	a	

fagocitose	de	 células	apoptóticas	por	macrófagos	murinos	derivados	de	medula	óssea,	

induz	 produção	 de	 mediadores	 com	 predominância	 dos	 anti‐inflamatórios.	 Estes	

apresentaram	a	relação	IL‐10high/IL‐12low	que,	de	acordo	com	Mosser	et	al.	(2008)	(42),	

define	um	fenótipo	“regulador”.	Este	fenótipo	foi	dependente	da	co‐localização	de	PAFR	
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e	 CD36	 na	 membrana	 plasmática,	 e	 o	 bloqueio	 do	 PAFR	 alterou	 o	 fenótipo	 dos	

macrófagos	para	perfil	ativador.		

Há	 evidências	 que	 os	 fosfolipídios	 de	 membranas	 das	 células	 apoptóticas	 ao	

serem	 oxidados,	 geram	 compostos	 modificados	 na	 sua	 superfície	 que	 se	 assemelham	

estruturalmente	aos	compostos	lipídicos	presentes	nas	lipoproteínas	de	baixa	densidade	

oxidadas	(oxLDL,	do	inglês	oxidized	low‐density	lipoprotein)	(43).	Em	nosso	laboratório	

mostramos	que	a	captação	da	oxLDL	por	macrófagos	murinos	também	involve	o	PAFR	

em	conjunto	com	o	receptor	CD36	(44).	Além	disso,	foi	demonstrado	a	oxLDL	recruta	os	

dois	receptores	para	o	mesmo	lipid	raft	promovendo	a	sinalização	em	conjunto	(45).	Em	

outro	 estudo,	 foi	 ainda	 mostrado	 que	 macrófagos	 murinos	 e	 humanos,	 quando	

diferenciados	 na	 presença	 de	 oxLDL,	 desenvolveram	 um	 fenótipo	 “regulador”,	 com	

indução	dos	 	marcadores	Il10,	Tgfb1,	arginase1.	Quando	os	macrófagos	foram	tratados	

com	antagonistas	de	PAFR	ou	com	o	anticorpo	bloqueador	de	CD36,	a	expressão	destes	

marcadores	foi	claramente	reduzida,	mostrando	que	a	ativação	de	PAFR,	assim	como	a	

do	CD36,	está	envolvida	no	desenvolvimento	do	fenótipo	regulador	(46).		

Está	bem	estabelecido	que	macrófagos	associados	a	tumores	expressam	um	perfil	

anti‐inflamatório	 que	 favorece	 o	 crescimento	 tumoral.	 Neste	 contexto,	 os	 macrófagos	

infiltrados	no	tumor	podem	fagocitar	as	células	apoptóticas	aí	presentes,	direcionando	

os	macrófagos	para	um	perfil	 supressor.	De	 fato,	Correa	et	al.	 (2005)	 (47),	mostraram	

que	 a	 injeção	 de	 células	 apoptóticas	 em	 conjunto	 com	uma	dose	 sub‐tumorigênica	 de	

melanona	promoveu	o	crescimento	do	tumor.	Em	seguida	mostraram	que	o	crescimento	

tumoral	 estimulado	 pela	 adição	 de	 células	 apoptóticas	 foi	 inibido	 quando	 os	

camundongos	 eram	 tratados	 com	 injeções	 diárias	 de	 antagonistas	 do	 PAF,	

demonstrando	 que	 células	 apoptóticas	 contribuem	 para	 a	 progressão	 tumoral	 do	

melanoma	via	PAFR	(48).	

Fecchio	et	al.	 (1990)	observaram	que	em	um	modelo	de	crescimento	de	Tumor	

Ascítico	 de	 Ehrlich	 (EAT)	 no	 peritônio	 de	 camundongos,	 os	 macrófagos	 presentes	 na	

ascite	 tumoral	 em	 comparação	 com	 macrófagos	 de	 cavidade	 peritoneal	 sem	 tumor,	

perderam	 suas	 características	 de	 ativação	 (espraiamento	 em	 lâminas	 de	 vidro	 e	

produção	de	H202).	No	entanto,	quando	os	animais	 foram	tratados	com	antagonista	de	

PAFR,os	macrófagos	 peritoneais	 voltaram	 a	 apresentar	 características	 de	 ativação	 e	 o	

crescimento	tumoral	foi	drasticamente	reduzido	(49).	O	mesmo	fenômeno	foi	observado	

em	modelo	experimental	de	melanoma	B16F10.	O	tratamento	com	antagonista	do	PAFR	
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reduziu	significantemente	o	volume	do	tumor	nos	camundongos	injetados.	Além	disso,	a	

produção	 de	 PGE2	 e	 de	 TGF‐β,	 assim	 como	 a	 expressão	 de	 galectina‐3,	 considerados	

marcadores	de	imunossupressão,	também	foram	reduzidos,	sugerindo	que	neste	tumor	

a	 ativação	 de	 PAFR	 também	 está	 associada	 ao	 estabelecimento	 de	 um	 fenótipo	

supressor,	e	que	o	uso	de	antagonistas	de	PAFR	pode	modular	os	macrófagos	para	um	

fenótipo	“ativador”	reduzindo	o	crescimento	tumoral	(50).		

Durante	 o	 crescimento	 tumoral,	 PAF	 ou	 moléculas	 PAF‐like	 podem	 ser	

produzidas	 tanto	 por	 células	 do	microambiente	 tumoral	 como	 por	 células	 do	 próprio	

tumor.	Bussolati	et	al.	(2000)	(51),	observaram	que	fatores	naturalmente	presentes	em	

ambiente	tumoral	in	vivo	(como	VEGF,	FGF‐2,	TNF	e	trombina)	foram	capazes	de	induzir	

a	 produção	 de	 PAF	 por	 células	 de	 tumor	 de	 mama	 cultivadas	 in	 vitro.	 Eles	 ainda	

mostraram	que	o	bloqueio	do	receptor	por	antagonistas	reduziu	a	proliferação	celular	

das	linhagens	malignas	em	cultura.			

Em	 modelo	 de	 indução	 de	 metástase	 pulmonar	 experimental	 por	 melanoma	

B16F10,	 a	 sinalização	 via	 PAFR	 está	 envolvida	 na	 colonização	 do	 pulmão	 por	 células	

tumorais,	 pois	 os	 animais	 injetados	 com	 PAF	 após	 a	 injeção	 do	 tumor	 apresentaram	

aumento	significativo	do	número	de	colônias	no	tecido	pulmonar.	Já	o	tratamento	com	o	

antagonista	diminuiu	consideravelmente	a	colonização	do	pulmão	e	promoveu	redução	

da	 produção	 de	 TNF‐α	 e	 IL‐1α,	 indicando	 um	 importante	 papel	 do	 PAF	 endógeno	 no	

estabelecimento	da	metástase,	que	também	é	induzida	por	estas	citocinas	(52).		

	 Quanto	às	 células	dendríticas	 (DCs),	 sabe‐se	muito	pouco	da	modulação	do	 seu	

fenótipo	pela	ativação	do	PAFR.	Todavia,	as	DCs	também	participam	da	imunidade	inata,	

pois	tem	alta	capacidade	de	migração	para	os	tecidos	e	focos	inflamatórios.	Partindo	do	

fato	de	que	as	DCs	expressam	o	PAFR	(53,	54)	e	que	são	células	igualmente	fagocíticas,	

pode‐se	considerar	que	as	DCs	podem,	à	 semelhança	dos	macrófagos,	 ter	 seu	 fenótipo	

modulado	pela	ativação	do	PAFR,	o	que	poderia	resultar	em	consequências	relevantes	

para	a	imunidade	inata	e	adquirida.	

	

1.2 As	Células	Dendríticas		
	
Descritas	 por	 Steinman	 e	 Cohn	 no	 início	 da	 década	 de	 1970(55),	 as	 Células	

Dendríticas	 (DCs)	 têm	 sido	 amplamente	 estudadas	 desde	 então	 devido	 à	 sua	 singular	

capacidade	 em	 capturar,	 processar	 e	 apresentar	 antígenos,	 iniciando	 e	 modulando	
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respostas	 imunes.	 Também	 conhecidas	 como	 as	 células	 apresentadoras	 de	 antígenos	

profissionais	 (APCs,	 do	 inglês	Antigen	 Presenting	 Cells),	 as	 DCs	 localizam‐se	 nos	mais	

diversos	tecidos	e	constituem	um	grupo	heterogêneo	de	células	com	grande	capacidade	

de	se	comunicar	com	diferentes	populações	de	linfócitos,	formando	uma	interface	entre	

o	 ambiente	 externo	 e	 interno	 com	 o	 sistema	 imune	 adaptativo.	 Como	 sentinelas	 a	

patrulhar	 os	 tecidos,	 as	 DCs	 tem	 capacidade	 para	 detectar	 uma	 extensa	 gama	 de	

antígenos	 através	 dos	 seus	 receptores	 inatos	 podendo	 assim,	 coletar	 as	 “pistas”	

necessárias	para	indução	de	respostas	imunológicas	tão	diversas	quanto	imunidade	ou	

tolerância	(56,	57).	

As	DCs	foram	inicialmente	identificadas	como	células	de	formato	estelar	com	alta	

capacidade	 de	 ativar	 linfócitos	 T	 naïve	 e,	 atualmente,	 podem	 ser	 classificadas	 por	

diferentes	 parâmetros	 e	 em	 diversos	 níveis,	 incluindo	 sua	 localização,	 fenótipo,	

ontogenia,	 perfil	 de	 expressão	 gênica	 e	 especialização	 das	 suas	 funções.	 As	 DCs	 são	

originadas	 de	 células	 progenitoras	 da	 medula	 óssea,	 porém	 a	 dificuldade	 na	

identificação	de	um	precursor	comum	para	todos	os	seus	subtipos	descritos,	bem	como	

a	ausência	de	um	marcador	fenotípico	comum,	fazem	com	que	diferentes	classificações	

sejam	sistematicamente	propostas.		

Uma	 delas	 é	 a	 divisão	 em	 quatro	 grupos	 principais:	 DCs	 convencionais	 (cDCs),	

que	predominam	em	estado	basal	e	podem	ainda	ser	agrupadas	em	DCs	migratórias	e	

DCs	 residentes	 em	 tecidos	 linfóides;	 Células	 de	 Langerhans	 (LCs),	 que	 também	 são	

migratórias	e	apresentam	antígenos,	mas	são	derivadas	de	um	precursor	diferente	das	

cDCs;	DCs	plasmocitóides	(pDCs),	cuja	principal	característica	é	a	produção	massiva	de	

interferon	tipo	I	em	resposta	à	estímulos	virais;	e	DCs	Derivadas	de	Monócitos	(também	

chamadas	 de	 Mo‐DCs	 ou	 DCs	 inflamatórias),	 que	 têm	 diferenciação	 induzida	 durante	

uma	 resposta	 infecciosa	 ou	 inflamatória,	 infiltrando	 órgãos	 e	 tecidos	 secundários	 (58,	

59).	 Uma	 outra	 proposta	 é	 a	 divisão	 em	 pDCs	 e	 cDCs,	 sendo	 que	 este	 último	 grupo	

engloba	todos	os	demais		subgrupos	(residentes	ou	não	de	tecidos	linfóides)	(60).	Mais	

recentemente,	 ainda	 outro	 tipo	 de	 divisão	 foi	 proposto,	 no	 qual	 as	 DCs	 derivadas	 de	

monócitos	 (ou	 apenas	 Células	 Derivadas	 de	 Monócitos,	 MC)	 seriam	 consideradas	 um	

grupo	à	parte	das	DCs,	mas	que	compartilhariam	diversas	capacidades	 funcionais	com	

elas	(61).		

Em	todo	caso,	são	as	DCs	residentes	em	tecidos	não‐linfóides,	que	apresentam	as	

características	 típicas	 conferidas	 às	 DCs,	 quais	 sejam:	 células	 com	 alta	 capacidade	 de	
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processamento	e	apresentação	de	antígenos,	ampla	habilidade	para	migrar	e	apresentar	

antígenos	nas	zonas	de	linfócitos	T	dos	linfonodos,	além	de	primar	linfócitos	T	naïve	em	

estado	basal	ou	inflamatório	(revisado	por	(60)).		

Os	 diferentes	 tipos	 de	 DCs	 ainda	 podem	 ser	 subdivididos	 e	 identificados	 de	

acordo	 com	 a	 expressão	 de	 fatores	 de	 transcrição	 e/ou	 expressão	 de	 diversos	

marcadores	 específicos	 na	membrana.	 Além	 do	mais,	 diversas	 subpopulações	 de	 DCs	

podem	 ser	 encontradas	 no	 mesmo	 tecido	 ou	 órgão.	 No	 baço	 de	 camundongos,	 por	

exemplo,	os	subtipos	de	DCs	encontrados	incluem	pDCs	(B220+	CD11cint	GR1‐),	Mo‐DCs	

(B220‐	CD11cint	GR1+),	e	cDCs	(B220‐	CD11chigh	GR1‐),	que	ainda	podem	ser	divididas	em	

CD8α+	 (CD11chigh,	 B220‐	DEC205+	 CD24high	 CD11b‐)	 e	 CD8α‐	 (CD11chigh	 B220‐	 DEC205‐	

CD24low	CD11b+	CD172+	CD4+),	 apesar	de	haver	 controvérsias	quanto	à	expressão	dos	

marcadores	citados	(60,	62).	Já	cDCs	encontradas	em	outros	tecidos,	podem	apresentar	

diferentes	expressões	dos	mesmos	marcadores,	além	de	outros	tantos,	o	que	demonstra	

a	complexidade	e	heterogeneidade	destas	células.	

A	obtenção	de	DCs	naturais	em	número	suficiente	para	estudos	é	logisticamente	

difícil	 de	 ser	 realizada.	 	 Além	 disso,	 a	 necessidade	 da	 realização	 de	 uma	 grande	

quantidade	 de	 procedimentos	 para	 a	 obtenção	 de	 uma	 população	 relativamente	

homogênea	 pode	 levar	 as	 células	 a	 se	 ativarem	 ou	 ainda,	 aumentar	 a	 sua	

susceptibilidade	a	contaminações	por	produtos	microbianos.	Este	 fato	 já	 foi	 reportado	

por	Vremec	et	al.	(2010)	(63),	que	mostraram	que	DCs	isoladas	de	tecidos	linfóides	de	

camundongos	e	postas	em	cultura	se	ativam	progressivamente,	o	que	dificulta	análises	

das	células	em	condições	basais.	Assim,	a	maior	parte	dos	estudos	realizados	com	DCs	é	

fruto	do	desenvolvimento	de	protocolos	experimentais	de	geração	de	DCs	 in	vitro,	que	

são	amplamente	aceitos	em	pesquisa.		

O	 protocolo	 para	 estudo	das	DCs	 humanas	 conta	 com	a	 diferenciação	de	DCs	 a	

partir	 de	monócitos	 do	 sangue	 pelo	 tratamento	 com	GM‐CSF/IL‐4	 (64).	 Já	 no	modelo	

murino,	o	sistema	de	geração	de	DCs	mais	utilizado	é	o	da	cultura	de	DCs	derivadas	de	

medula	 óssea	 (BM‐DCs,	 do	 inglês	 Bone	 Marrow‐Derived	 DCs),	 diferenciadas	 pelo	

tratamento	dos	seus	progenitores	com	GM‐CSF	(e	IL‐4,	dependendo	do	protocolo	(65)).	

Este	 modelo	 garante	 alto	 rendimento,	 e	 gera	 uma	 população	 CD11bhigh	 B220‐	

relativamente	 homogênea	 que,	 segundo	 Xu	 et	 al.	 (2007),	 se	 assemelha	 às	 DCs	

inflamatórias	quanto	aos	seu	aspecto	e	padrão	de	secreção	de	mediadores	inflamatórios	

(66).	 Outros	 protocolos	 também	 usam	 o	 ligante	 de	 receptor	 de	 tirosina‐quinase‐3	
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semelhante	à	fms	(Flt3)	para	a	geração	das	BM‐DCs,	resultando	em	uma	população	mista	

de	cDCs	CD8α+	e	CD8α‐,	 além	de	pDCs,	o	que	 implica	no	aumento	da	manipulação	das	

células	para	a	separação	das	populações	(67).	Estes	protocolos,	apesar	de	garantirem	a	

geração	 de	 DCs	 em	 grande	 quantidade,	 nem	 sempre	 garantem	 que	 as	 células	 obtidas	

sejam	 idênticas	 às	 DCs	 naturais.	 No	 entanto,	 as	 células	 obtidas	 in	 vitro	 compartilham	

características	 fenotípicas	 e	 funcionais	 com	 as	 obtidas	 in	 vivo,	 e	 é	 este	 fato	 que	 as	

qualifica	para	estudo	destas	células.	

As	DCs	constituem	o	elo	entre	a	imunidade	inata	e	a	adaptativa.	No	entanto,	para	

este	 fim,	 elas	 devem	 passar	 por	 um	 processo	 contínuo	 de	 captura	 de	 antígenos	 e	

maturação,	 que	 compreende	 uma	 série	 de	 eventos	 coordenados	 cujo	 resultado	 final	

pode	ser	desde	a	manutenção	de	tolerância	até	indução	de	imunidade.	

De	modo	geral,	as	DC	residem	nos	diversos	tecidos	como	DCs	imaturas	(iDCs),	e	

neste	estágio,	as	células	são	incapazes	de	estimular	linfócitos	T.	As	iDCs	possuem	baixa	

expressão	 de	 MHC	 II	 e	 de	 moléculas	 co‐estimuladoras,	 porém	 têm	 alta	 capacidade	

endocítica	 e	 fagocítica,	 características	 estas	 de	 grande	 importância	 na	 captura	 de	

antígenos	(56).		

Assim	como	os	macrófagos,	as	DCs	possuem	um	repertório	único	de	receptores	

essenciais	para	a	resposta	imune	inata,	como	os	receptores	do	tipo	Toll	(TLRs;	do	inglês	

Toll‐like	 Receptors),	 os	 NLRs	 (do	 inglês	 NOD‐like	 receptors),	 CLRs	 (C‐type	 lectin	

receptors),	receptores	para	Fc	entre	outros.	Estes	receptores	reconhecem	PAMPs	como	

LPS,	 DNA	 de	 bactérias,	 e	 RNA	 de	 fita	 dupla,	 que	 constituem	 um	 sinal	 de	 “ameaça”	 e,	

portanto,	seu	reconhecimento	é	essencial	para	o	início	da	defesa	do	organismo	(68,	69).	

As	DCs,	a	semelhança	dos	macrófagos,	 também	expressam	receptores	que	reconhecem	

epítopos	presentes	em	células	apoptóticas	(DAMPs)	e	nesta	situação	é	fundamental	que	

não	se	ativem	mantendo	um	perfil	tolerogênico	para	evitar	autoimunidade	(43).	

Ao	serem	estimuladas	diretamente	pelo	reconhecimento	dos	PAMPs	ou	DAMPs,	

as	 DCs	 dão	 início	 à	 produção	 de	 citocinas	 e	 mediadores	 em	 resposta	 aos	 sinais	

recebidos.	Ao	mesmo	tempo,	estas	DCs	podem	ser	afetadas	por	fatores	produzidos	por	

elas	 próprias	 ou	 por	 outras	 células	 presentes	 no	 tecido.	 Estes	 fatores	 compreendem	

moléculas	 que	 funcionam	 como	 mensageiros	 secundários,	 e	 que	 agem	 de	 forma	

autócrina/parácrina/ou	mesmo	endócrina,	amplificando	a	resposta	antígeno‐específica.	

Entre	 eles,	 foram	 reportadas	 citocinas	 pró‐	 ou	 anti‐inflamatórias,	 quimiocinas,	

eicosanoides,	proteínas	de	choque	térmico,	entre	outras	(70).		
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Ligantes	de	TLRs,	por	exemplo,	em	geral	estimulam	a	produção	maciça	de	IL‐12	

por	DCs	e	a	presença	de	IFN‐γ	durante	a	sua	fase	de	ativação	pode	induzir	níveis	ainda	

maiores	 de	 IL‐12	 em	 cultura,	 como	 observado	 por	 Vieira	 et	 al.	 (2000)	 em	 DCs	

diferenciadas	de	monócitos	humanos	e	ativadas	por	LPS	(71).	 Já	citocinas	reguladoras	

como	 IL‐10	 e	 TGF‐β	 podem	 ser	 críticas	 durante	 a	 fase	 da	 ativação	 das	 DCs,	 podendo	

inibir	 a	 sua	 maturação	 ou	 ainda	 induzir	 o	 desenvolvimento	 de	 mDCs	 reguladoras.		

Steinbrink	et	al.	 (2002)	 (72),	mostraram	que	DCs	humanas	maturadas	na	presença	de	

IL‐10	 induziram	 linfócitos	 T	 anérgicos	 com	 alta	 expressão	 de	 CTLA‐4,	 molécula	

reguladora	negativa	da	ativação	de	linfócitos	T.	Sato	et	al.	(2003)	(73),	mostraram	que	

DCs	 murinas	 diferenciadas	 na	 presença	 de	 IL‐10	 e	 TGF‐β,	 mesmo	 após	 maturação	

induzida	 por	 LPS	 ou	 TNF‐α,	 dão	 origem	 à	 DCs	 reguladoras	 que	 podem,	 por	 sua	 vez,	

suprimir	 as	 funções	 efetoras	 de	 linfócitos	 T	 já	 ativados,	 sugerindo	 um	 potencial	

imunoterapêutico	 dessas	DCs	 em	 casos	 de	 doença	 do	 enxerto	 contra	 o	 hospedeiro.	 Já	

Xiao	et	al.	(2007)	(74),	relataram	que	DCs	tratadas	com	TGF‐β	exibiram	características	

típicas	de	iDCs	mesmo	após	indução	de	maturação,	com	baixa	capacidade	de	estimular	

linfócitos	T.	Em	experimentos	in	vivo,	eles	ainda	mostraram	que	DCs	tratadas	com	TGF‐β	

ainda	 exibiram	 potencial	 terapêutico	 em	 modelo	 de	 encefalomielite	 auto‐imune	

experimental,	acompanhado	de	aumento	de	IL‐10	nos	 linfonodos	e	redução	do	quadro	

inflamatório	no	sistema	nervoso.		

Quanto	 aos	 mediadores	 da	 inflamação	 como	 os	 eicosanoides,	 as	 DCs	 tanto	

respondem	 a	 eles,	 como	 os	 produzem	 rapidamente	 em	 resposta	 a	 estímulos	

inflamatórios.	 Foi	mostrado	 que	DCs	 ativadas	 por	 LPS	 produzem	 leucotrienos	 (LTs)	 e	

prostaglandinas	e	estes	mediadores	podem,	por	sua	vez,	 induzir	a	produção	de	outros	

mediadores	e	 citocinas.	Harizi	 et	al.	 (2002)	 (75)	 ,	mostraram	que	as	DCs	 rapidamente	

produzem	PGE2	quando	ativadas	por	LPS	e	que,	a	esta	PGE2	induz	a	produção	de	IL‐10	

nestas	 células.	 O	 mesmo	 grupo	 também	mostrou	 que	 além	 da	 PGE2,	 as	 DCs	 também	

produziram	 LTB4	 quando	 estimuladas	 por	 LPS.	 A	 síntese	 do	 LTB4,	 por	 sua	 vez,	 foi		

inibida	pela	IL‐10	produzida	pela	PGE2	induzida	pelo	LPS,	o	que	sugere	a	existência	de	

uma	via	supressora	induzida	por	PGE2/IL‐10	(76).	Já	Alvarez	et	al.	(2011)	(77),	trataram	

as	DCs	com	LTC4	exógeno	e	observaram	que	a	capacidade	fagocítica	e	endocítica	tanto	

das	iDCs	como	das	mDCs	foi	aumentada.	Eles	também	relataram	que	a	produção	de	IL‐

12	 induzida	 por	 LPS	 é	 completamente	 abolida	 enquanto	 que	 a	 de	 IL‐23	 é	 aumentada	

quando	as	células	são	tratadas	com	o	mediador.	Observaram	ainda,	que	a	proliferação	de	
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linfócitos	 T	 co‐cultivados	 com	 as	 DCs	 tratadas	 com	 LTC4,	 levou	 a	 uma	 resposta	

adaptativa	do	tipo	Th17,	o	que	mostra	a	influência	que	as	condições	de	ativação	das	DCs	

podem	ter	sobre	a	resposta	imuneadaptativa.	Kalinski	et	al.	(1998)	(78),	mostraram	que	

a	PGE2	potencializa	a	maturação	promovida	pelos	estímulos	inflamatórios	IL‐β	e	TNF‐α,	

porém	 as	 mDCs	 resultantes	 induzem	 resposta	 imune	 adaptativa	 do	 tipo	 Th2.	

Consequentemente,	estes	sinais	podem	modular	o	comprometimento	das	DCs	com	um	

programa	 de	 diferenciação	 que	 irá	 capacitá‐las	 para	 ativar	 os	 linfócitos	 T.	 Por	 conta	

disso,	as	condições	e	microambiente	da	ativação	das	DCs	se	tornam	fundamentais	para	o	

tipo	de	resposta	imune	adaptativa	que	estas	células	poderão	induzir	(70).	

Em	seguida	aos	sinais	ativadores,	inicia‐se	o	processo	contínuo	da	maturação	das	

DCs,	 que	 compreende	 o	 declínio	 da	 capacidade	 de	 captura	 de	 antígenos	 e	 a	 sua	

preparação	 para	 apresentá‐los.	 	 A	 célula	 passa	 então	 por	 diversas	 modificações	

fenotípicas,	 tais	 como	 perda	 de	 receptores	 endocíticos	 e	 fagocíticos,	 aumento	 da	

expressão	de	MHC	II	e	moléculas	co‐estimuladoras	como	CD40,	CD80	e	CD86,	mudanças	

de	morfologia,	e	ativação	do	processamento	antigênico	nos	compartimentos	lisossomais	

(79).	O	perfil	de	produção	de	citocinas	também	é	alterado	nesta	fase	e	as	DCs	passam	a	

expressar	 o	 receptor	para	quimiocinas	CCR7,	 que	direciona	 sua	migração	para	órgãos	

linfóides	secundários,	onde	apresentam	o	antígeno	a	linfócitos	T	(80,	81).	Este	encontro	

induz	a	ativação	dos	linfócitos	que,	por	sua	vez,	enviam	os	sinais	que	completam	a	fase	

de	maturação	das	DCs	(56).			

O	destino	da	diferenciação	dos	 linfócitos	T	é	determinado	pelos	chamados	“três	

sinais”	promovidos	pelas	APCs.	O	primeiro	sinal	de	ativação	é	resultante	da	ligação	dos	

receptores	 dos	 linfócitos	 T	 com	 o	 complexo	 MHC‐peptídeo	 das	 DCs	 e	 determina	 a	

resposta	 antígeno‐específica.	 O	 segundo	 sinal,	 a	 co‐estimulação,	 garante	 o	

desenvolvimento	 da	 resposta	 imune,	 pois	 na	 sua	 ausência	 os	 linfócitos	 se	 tornam	

anérgicos,	 o	 que	 pode	 levar	 à	 indução	 de	 tolerância.	 Já	 o	 terceiro	 sinal	 refere‐se	 aos	

sinais	 transmitidos	 pelas	 DCs	 por	 meio	 da	 produção	 de	 citocinas	 e	 mediadores,	 cujo	

balanço	 pró‐/anti‐inflamatório	 depende	 das	 condições	 de	 ativação/maturação	 destas	

células	e	contribui	para	determinar	o	tipo	da	resposta	dos	linfócitos	T	(revisto	por	(82)).		

Diversas	moléculas	produzidas	por	DCs	que	promovem	a	 indução	dos	 linfócitos	

Th	 (T	 helper	 ou	 T	 auxiliadores)	 já	 foram	 identificadas.	 IL‐12	 e	 IFN‐γ,	 por	 exemplo,	

polarizam	 linfócitos	 T	 para	 o	 fenótipo	 Th1,	 enquanto	 a	 produção	 de	 IL‐4	 estaria	

envolvida	 na	 polarização	 Th2.	 Já	 combinações	 como	 TGF‐β	 e	 IL‐10,	 ou	 TGF‐β	 e	 IL‐6,	
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estariam	 envolvidos	 nas	 polarizações	 para	 linfócitos	 T	 reguladores	 (Treg)	 e	 Th17,	

respectivamente	 (70,	 83).	 Além	 disso,	 existem	 evidências	 que	 a	 interação	 entre	

eicosanóides	e	citocinas	pode	ainda	afetar	em	grande	escala	a	resposta	imune.	O	balanço	

entre	as	respostas	adaptativas	Th1	e	Th2,	por	exemplo,	pode	em	parte	ser	decorrente	da	

razão	IL‐12/PGE2	produzidas	pelas	APCs	(84).	Assim,	o	resultado	final	da	ativação	dos	

linfócitos	 T	 depende	 basicamente	 dos	 sinais	 secretados	 pelas	 APCs,	 os	 quais	 são	

induzidos	por	outros	sinais	aos	quais	elas	foram	previamente	submetidas.		

Além	 da	 indução	 de	 imunidade,	 as	 DCs	 também	 são	 imprescindíveis	 para	 a	

regulação	da	resposta	 imune	adaptativa.	Elas	desempenham	um	papel	 fundamental	na	

tolerância	 imunológica	central	ao	mediarem	a	seleção	negativa	de	 linfócitos	T	no	 timo	

(85),	e	também	promovem	tolerância	periférica	através	de	diversos	mecanismos	como	a	

geração	de	linfócitos	T	anérgicos	e/ou	reguladores,	alterando	o	fino	balanço	da	resposta	

adaptativa	(86).	

As	propriedades	tolerogênicas	das	DCs	podem	também	depender	do	seu	estado	

de	maturação,	da	natureza	do	estímulo,	e	de	sinais	do	microambiente	envolvido.	Apesar	

de	ser	geralmente	aceito	que	estímulos	de	maturação	confiram	função	 imunogênica	às	

DCs,	 alguns	destes	 estímulos	podem	promover	um	perfil	 de	 ativação	 capaz	de	 induzir	

linfócitos	 T	 tolerogênicos.	 	 DCs	 isoladas	 de	 placas	 de	 Peyer,	 pulmões	 ou	 da	 câmara	

anterior	do	olho,	por	exemplo,	exibem	um	fenótipo	maduro	e	mesmo	assim	secretam	IL‐

10,	 mas	 não	 IL‐12,	 impulsionando	 o	 desenvolvimento	 de	 Tregs	 (87).	 Já	 as	 DCs	 de	

ambientes	 tão	 imunogênicos	 como	 as	 mucosas,	 são	 tolerogênicas,	 prevenindo	 a	

inflamação	 excessiva	 em	 resposta	 à	 organismos	 comensais,	 alimentos	 ou	 antígenos	

ambientais	 (86).	 Sun	 et	 al.	 (2007)	 (88),	 mostraram	 que	 DCs	 da	 lâmina	 própria	 do	

intestino	 delgado	 de	 camundongos	 têm	 alta	 expressão	 de	 MHC	 II	 e	 moléculas	 co‐

estimuladoras,	 porém	 induzem	Treg	 FoxP3+	 in	 vitro,	 por	mecanismos	 dependentes	 de	

TGF‐β	 e	 ácido	 retinóico	 (RA),	 metabólito	 da	 vitamina	 A	 presente	 em	 grandes	

quantidades	no	 tecido	 linfóide	associado	à	mucosa.	Outro	 relato	 concomitante,	 aponta	

para	 uma	 população	 de	 DCs	 presentes	 nos	 linfonodos	 mesentéricos	 com	 fenótipo	

CD11chigh	CD103+,	também	capazes	de	induzir	Tregs	(89).	Essas	evidências	indicam	que	

o	estado	de	maturação	de	DCs,	por	si	só,	não	é	uma	característica	essencial	para	definir	

se	elas	 irão	desempenhar	uma	 função	 imunogênica	ou	 tolerogênica,	 apontando	para	a	

necessidade	de	mais	estudos	que	busquem	elucidar	os	mecanismos	de	ativação	de	DCs.	
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As	 DCs	 também	 reconhecem	 células	 senescentes	 ou	 mortas	 por	 mecanismos	

envolvendo	 os	 receptores	 scavenger,	 CD36	 e	 o	 receptor	 para	 a	 vitronectina	 (90).	

Kushwah	et	al.	 (2010)	 (91),	 relataram	que	após	a	 fagocitose	de	células	apoptóticas,	as	

DCs	se	tornaram	resistentes	à	maturação	induzida	pelo	LPS	e	passaram	a	secretar	altos	

níves	de		TGF‐β,	e	ainda,	foram	capazes	de	induzir	geração	de	células	Treg.		

Em	macrófagos,	discutimos	acima	que	a	 fagocitose	de	células	apoptóticas	 induz	

um	 fenótipo	 regulador	 resultante	 da	 associação	 do	 CD36	 com	 o	 PAFR.	 As	 DCs,	 como	

citado	anteriormente,	expressam	o	PAFR	e	é,	portanto,	plausível	supor	que	a	fagocitose	

de	células	apoptóticas	por	DCs	induza	um	fenótipo	tolerogênico	dependente	de	PAFR.		

Pelo	exposto,	fica	evidente	a	relevância	de	se	estudar	a	ativação	do	PAFR	em	DCs	

e	as	consequências	desta	ativação	no	fenótipo	e	função	destas	células.	

	

	

	

	

	

	

	



 
 

 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

6	 CONCLUSÕES	
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1. As	 BM‐DCs	 murinas	 expressam	 PAFR	 e	 produzem	 ligantes	 do	 receptor;	 o	

estímulo	do	LPS	aumenta	esta	produção.	

	

2. O	bloqueio	do	PAFR	com	antagonistas	não	alterou	a	expressão	dos	marcadores	de	

maturação	das	DCs.	

	

3. Em	relação	ao	fenótipo	das	DCs,	o	bloqueio	do	PAFR:	

‐	 não	alterou	a	produção	induzida	pelo	LPS	das	citocinas	pró‐inflamatórias	

(IL‐12,	IL‐6	e	IL‐1β),	mas	reduziu	a	produção	da	IL‐10,	levando	a	um	perfil	

ativador	(IL‐12high/IL‐10low);	

‐	 reduziu	 a	 produção	 de	 PGE2	 e	 a	 expressão	 de	 COX2	 induzidas	 pelo	 LPS	

desde	as	primeiras	horas	de	ativação;	

‐	 não	alterou	a	expressão	das	PGE	sintases	1	e	2,	e	nem	a	do	receptor	EP2;	

	

4. Quanto	à	função	apresentadora	de	antígenos	das	DCs:	

‐	 o	bloqueio	do	PAFR	 aumentou	 a	 indução	 de	 proliferação	 antígeno‐

específica	de	linfócitos	T	CD4+	in	vitro;	

‐	 também	 foi	potencializada	pelo	bloqueio	da	síntese	de	prostaglandinas	e	

da	IL‐10;	

‐	 	em	 protocolo	 de	 imunização	 passiva	 por	 transferência	 de	 DCs	 pulsadas	

com	 OVA,	 o	 bloqueio	 do	 PAFR	 nas	 DCs	 in	 vitro,	 antes	 da	 transferência,	

aumentou	 seu	 potencial	 ativador	 de	 linfócitos	 T	 in	 vivo;	 este	 fato	 foi	

observado	 após	 o	 re‐estímulo	 ex	 vivo	 dos	 esplenócitos	 de	 camundongos	

imunizados;		

	

5. Em	protocolo	de	imunização	in	vivo,	o	antagonista	de	PAFR	ministrado	junto	com	

o	antígeno	OVA:	

‐	 potencializou	a	resposta	imune	antígeno‐específica;	

‐	 não	afetou	a	resposta	imune	já	direcionada	para	Th2	por	alum;	

‐	 quando	 associado	 ao	 adjuvante	 completo	 de	 Freund	 potencializou	 a	

produção	de	anticorpos	e	reduziu	a	população	de	células	Treg	no	baço	de	

animais	imunizados.	
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