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RESUMO 

 

NEVES, A.R. Efeito da Temperatura Febril sobre o Fenótipo e Função de 
Células Dendríticas Derivadas de Monócitos Sangüíneos. 2008. 83 f. Tese 
(Doutorado em Imunologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2008. 
 

As células dendríticas (DCs) são as principais células apresentadoras de 

antígeno, responsáveis pelo início da resposta imune adquirida. Por outro lado, 

também exercem um importante papel na resposta inata, proporcionando uma 

ligação funcional entre esse dois aspectos da imunidade. Como componentes da 

resposta inata, é esperado que as DCs sejam suscetíveis a muitos sinais de 

ativação, os quais induzem diferentes padrões de ativação de DCs e, 

consequentemente, de resposta de linfócitos T. Neste trabalho, estudamos os 

efeitos de dois sinais de perigo reconhecidos pelo sistema imune inato, a febre e o 

LPS, sobre o fenótipo e função de DCs.  Observamos que a exposição de DCs ao 

calor não afetou a expressão de CD80 e CD86, sua capacidade endocítica ou sua 

produção de citocinas, características que foram afetadas pelo LPS, conforme 

esperado. DCs expostas ao calor apresentaram uma maior atividade 

aloestimuladora e aumentada expressão de CD40. Quando DCs ativadas com 

LPS foram também estimuladas pelo calor, nenhuma alteração fenotípica na 

superfície celular foi observada, mas as DCs induziram maior produção de IFN-γ 

por linfócitos T alogenêicos e favoreceram a proliferação de linfócitos T CD8+. 

Esses dados indicam que a febre pode favorecer uma resposta celular, através de 

sua ação sobre DCs ativadas, com provável participação do CD40. Além de seu 

significado fisiológico, esse fenômeno pode ter aplicação em estratégias 

imunoterapêuticas que utilizam DCs.  

 

 

Palavras-chave: Células dendríticas.  Febre.  LPS. Hipertermia.  Moléculas 

coestimuladoras.



  

ABSTRACT 

 

NEVES, A.R. Effect of Fever-Range Temperature on Monocyte-Derived 
Dendritic Cell Phenotype and Function. 2008. 83 f. Doctoral Tese (Immunology) 
– Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2008. 

 

Dendritic cells (DCs) are the main antigen presenting cells and, as such, key 

initiators of the acquired immune response. On the other hand, DCs also play a 

significant role in the innate response, thus providing a functional link between 

these two aspects of immunity. As components of the innate response it is not 

surprising that DCs are susceptible to many activation signals that will induce 

different patterns of DC activation and of T cell responses in consequence. In this 

work we studied the effects of two danger signals recognized by the innate immune 

system, fever and LPS, on DC phenotype and function. Exposure of immature 

monocyte-derived dendritic cells to heat did not affect CD80 and CD86 expression, 

their endocytic ability, or their cytokine production, characteristics that were 

affected by LPS, as expected. Heat-exposed DCs presented a higher allo-

stimulatory activity and enhanced CD40 expression. When LPS activated DCs 

were also stimulated by heat, no cell surface phenotypic change was noted but 

these cells induced a higher IFN-γ secretion by allogeneic T lymphocytes and 

favored the proliferation of CD8+ cells. These data indicate that fever may cause a 

bias toward cellular responses, through its action on activated DCs, probably 

through CD40. Besides its physiological meaning, this phenomenon may have 

applications in immunotherapeutic strategies using DCs. 

 

 

Key words:  Dendritic cells. Fever. LPS. Hyperthermia. Costimulatory molecules. 
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1 INTRODUÇÃO 

Em 1973, Ralph M. Steinman e Zanvil A. Cohn descreveram a identificação 

de um novo tipo celular em órgãos linfóides de camundongos (STEINMAN e 

COHN (1973, 1974a, 1974b); STEINMAN et al., 1974). Esta célula, assim como 

outros leucócitos mononucleares, possuía diversas organelas, tais como um 

grande número de mitocôndrias, endossomos de várias densidades e núcleo 

irregular. Entretanto, ela diferia das outras células encontradas nos órgão linfóides 

devido à presença de extensões citoplasmáticas arranjadas na forma de dendritos, 

que variavam em tamanho, forma e número. Devido a essas características 

morfológicas, elas foram denominadas células dendríticas (DCs) por seus 

descobridores (QUAH e O’NEILL, 2005; STEINMAN et al., 1974; STEINMAN e 

COHN (1973, 1974a, 1974b);). 

Estudos subseqüentes, também realizados em camundongos, 

demonstraram que as DCs derivadas de baço poderiam ser 100 vezes mais 

efetivas do que macrófagos ou células mononucleares totais em estimular reações 

leucocitárias mistas (MLR) alogenêicas primárias (STEINMAN e WITMER, 1978) e 

em iniciar uma resposta MLR singenêica primária (NUSSENZWEIG e STEINMAN, 

1980). A constatação desta importante capacidade funcional, em conjunto com 

outras investigações acerca desse tipo celular, permitiu a caracterização inicial da 

célula que é agora conhecida como a mais importante célula apresentadora de 

antígeno (APC) (BANCHEREAU et al., 2000). Mesmo após 25 anos desde sua 

descoberta, a capacidade de ativar linfócitos T naïve é descrita como a principal 

característica funcional das DCs e o que definitivamente a distingue das outras 

populações celulares presentes no baço ou em outros órgãos do sistema imune 

(BANCHEREAU et al., 2000).  

DCs imaturas estão estrategicamente localizadas em tecidos que 

representam rotas de entrada de patógenos (como a pele e a superfície mucosa), 

onde elas monitoram continuamente o ambiente através da internalização de 

partículas  e produtos solúveis (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998; 
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BANCHEREAU et al., 2000). Células dendríticas maduras também podem ser 

encontradas na circulação sangüínea e linfática, com uma população que 

representa principalmente DCs em processo de emigração dos órgãos periféricos 

para os órgãos linfóides secundários (HART, 1997). Entretanto, embora esse 

conjunto de células seja denominado de células dendríticas, evidências 

experimentais obtidas no decorrer da última década mostraram que a população 

de DCs compreende uma extensa coleção de subpopulações, localizadas em 

órgãos linfóides e não-linfóides, e que estão relacionadas a funções específicas. 

Um dos principais problemas que envolvem a caracterização das DCs é a 

definição das vias de desenvolvimento que levam à geração dessas diferentes 

subpopulações (ARDAVIN et al., 2001; DEL HOYO et al., 2002; LEON; ARDAVIN, 

2008). Além do mais, a distinção entre essas vias de desenvolvimento e as 

diferentes subpopulações é mais evidente em camundongos do que em humanos, 

principalmente devido à maior acessibilidade aos diferentes tecidos em modelos 

animais.  

Dados resultantes de diferentes estratégias experimentais estabeleceram 

que as DCs murinas podem ser geradas de progenitores hematopoiéticos 

mielóides ou linfóides, embora alguns estudos contestem essa informação 

alegando que se trata de uma mesma população em diferentes estágios de 

desenvolvimento ou sob diferentes influências ambientais (ARDAVIN et al., 2001; 

DEL HOYO et al., 2002) Em humanos essa distinção é ainda menos clara do que 

no modelo murino e poucos estudos descrevem as diferentes subpopulações de 

DCs humanas. Em alguns poucos estudos realizados com DCs isoladas de órgãos 

linfóides humanos (timo e baço), pôde-se evidenciar uma grande heterogeneidade 

na expressão de CD4, CD11b e CD11c pelas DCs, mostrando a complexidade de 

caracterização destas células (MCILROY et al., 1995; VANDENABEELE et al., 

2001). Pesquisas realizadas nos últimos anos têm buscado uma melhor descrição 

e caracterização das subpopulações de DCs, mas os mecanismos que controlam 

sua diferenciação e recrutamento ainda são estão inteiramente entendidos 

(MACDONALD et al., 2002; ARDAVIN, 2005; DUBSKY et al., 2005; RANDOLPH; 

OCHANDO; PARTIDA-SANCHES, 2008; PULEDRAN; TANG; DENNING, 2008).  
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De maneira semelhante à caracterização das diferentes subpopulações de 

DCs, a determinação de seu estágio funcional ainda permanece bastante 

complexa (TAN e O´NEILL, 2005). O paradigma para a classificação de DCs 

conforme sua função é de que DCs residentes em tecidos não-linfóides em um 

estado de homeostasia são chamadas de imaturas e estão principalmente 

envolvidas na captura e processamento do antígeno (BANCHEREAU et al., 2000; 

GUERMONPREZ et al., 2002).  Estas células expressam uma grande variedade 

de receptores que podem reconhecer de maneira específica moléculas 

relacionadas a patógenos, como por exemplo, os receptores do tipo Toll, TLR-2, 

TLR-3, TLR-4, TLR-5, TLR-8 e TLR-9, que reconhecem diversos tipos de 

moléculas, incluindo lipoproteínas, glicolipídeos, flagelinas e LPS (MUZIO et al., 

2000; VISINTIN et al., 2001; HOCHREIN H e O’KEEFFE, 2008). Uma outra 

importante classe de receptores expressos por DCs são as lectinas do Tipo C, 

como o receptor para manose, DEC205 e DC-SIGN, que reconhecem estruturas 

de carboidratos nos patógenos (ENGERING et al., 1997; KATO et al., 2000; 

TAILLEUX et al., 2003; VAN VLIET; GARCIA-VALLEJO; VAN KOOYK, 2008).  

Por outro lado, DCs que atingem a capacidade de migrar para órgãos 

linfóides secundários e de estimular linfócitos T são denominadas maduras (TAN e 

O´NEILL, 2005; RANDOLPH; OCHANDO; PARTIDA-SANCHÉZ, 2008). A 

maturação de DCs está associada a uma redução de sua capacidade endocítica, 

aumento na produção de citocinas inflamatórias e aquisição da capacidade de 

migração, principalmente através da expressão do receptor CCR7, para 

quimiocinas constitutivas do linfonodo (YANAGIHARA et al., 1998; 

GUERMONPREZ et al., 2002; VILLABLANCA; RUSSO; MORA, 2008) e a perda 

dos receptores CCR5 e CCR6, para quimiocinas inflamatórias (CAUX et al., 2000; 

VILLABLANCA; RUSSO; MORA, 2008). Tal alteração permite que as DCs que 

capturaram antígenos dirijam-se aos tecidos linfóides, mais especificamente para 

as áreas de células T, onde são capazes de recrutar outras DCs e linfócitos, 

através da liberação de quimiocinas (ADEMA et al., 1997; SOZZANI et al., 1998; 

SALLUSTO et al., 1999; VILLABLANCA; RUSSO; MORA, 2008). Além disso, a 

maturação de DCs também é caracterizada pelo aumento da expressão de 
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moléculas classe II codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade 

(MHC II, ou HLA-DR em humanos) e de moléculas coestimuladoras (como o 

CD80, CD86 e CD40) na superfície destas células, que as tornam capazes de 

ativar de forma efetiva linfócitos T naïve ou de memória (CAUX et al.,1994; 

BANCHEREAU et al., 2000).  

Pode-se observar, portanto, que a caracterização das DCs na literatura é 

bastante heterogênea e complexa e seus mecanismos de atuação e 

desenvolvimento ainda não estão totalmente esclarecidos.  Contudo, o preciso 

entendimento destas células é importante, pois, devido a sua grande capacidade 

de estimulação, as DCs podem ser usadas em diversas estratégias terapêuticas 

para aumentar a resposta imune, como por exemplo, em protocolos de vacinação 

contra diversas doenças, inclusive câncer (BARBUTO et al., 2004; NEVES et al., 

2005; YU et al., 2005). Além disso, acredita-se que as DCs também estejam 

envolvidas na escolha entre imunidade e tolerância, o que também pode ser 

importante no desenvolvimento de estratégias terapêuticas para doenças auto-

imunes e transplantes (BELZ et al., 2002; TAN e O´NEILL, 2005; RESCHNER et 

al., 2008).  

Devido a essa ampla possibilidade de utilização em protocolos terapêuticos, 

as DCs têm sido extensivamente estudadas, seja em humanos, modelos animais 

ou in vitro (HSU et al., 1996; NESTLE et al., 1998; BROSSART et al., 2001; 

SCHENDEL, 2007; ZHANG, et al., 2007). Interessantemente, embora muitas 

condições de cultura tenham sido investigadas, somente nos últimos anos a 

influência do aumento da temperatura na resposta induzida pelas células 

dendríticas vem recebendo atenção (HUANG et al., 1996; OSTBERG et al., 2001; 

TOURNIER et al., 2003; HATZFELD-CHARBONNIER et al., 2007).  Tal situação 

ocorre a despeito da função crucial das DCs na transição entre resposta imune 

inata e adaptativa, assim como da provável associação temporal de sua atividade 

com a elevação da temperatura, seja ela localmente, no caso da inflamação, ou 

sistêmica, no caso da resposta febril (REIS E SOUSA, 2004; OSTBERG e 

REPASKY, 2006) 
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A elevação da temperatura no sítio de inflamação e a febre sistêmica são 

alguns dos mais freqüentes sinais clínicos encontrados em doenças, 

especialmente quando se trata de doenças infecciosas (KLUGER et al., 1975; 

JIANG et al., 2000). Além disso, a febre é uma resposta fortemente conservada 

evolutivamente e, em animais ectotérmicos, está associada a uma maior 

sobrevivência e encurtamento da doença durante as infecções (KUGLER et al., 

1975; COVERT et al., 1977; BERNHEIM et al., 1978). Muito se sabe a respeito 

dos mediadores inflamatórios envolvidos na geração da febre (KLUGER, 1991; 

OSTBERG et al., 2000). As alterações morfológicas ocorridas na febre são 

mediadas por elevações sistêmicas ou locais de citocinas inflamatórias, como 

TNF-α, IL-6 e IL-1β, que são liberadas por plaquetas, neutrófilos ou macrófagos 

estimulados pelo microambiente local em resposta a um dano ou infecção. A IL-1β 

e o TNF-α estimulam o estroma e o endotélio a liberar uma segunda onda de TNF, 

IL-6 e IL-1β, assim como IL-8 e MCP. Além de atuar na indução da síntese de 

proteínas de fase aguda, as citocinas TNF-α, IL-6 e IL-1β também são pirógenos 

endógenos e afetam o mecanismo de regulação da temperatura no hipotálamo 

(BAUMANN e GAULDIE, 1994; OSTBERG et al., 2000). 

Apesar dos diversos estudos que identificaram os eventos que causam a 

febre, o propósito biológico para o aumento da temperatura corpórea e o efeito 

específico que ela pode ter sobre os componentes efetores da resposta imune 

ainda são muito pouco entendidos, principalmente devido à dificuldade em separar 

os efeitos causados pela elevação da temperatura dos outros eventos 

neurológicos e fisiológicos que ocorrem durante a febre (WANG et al., 1999). 

Ainda assim, é corrente a intervenção clínica neste fator, principalmente através 

do uso de antipiréticos e analgésicos durante o curso da infecção (CUDDY, 2004; 

WALSH e EDWARDS, 2006).  

Nos últimos anos, alguns estudos investigaram os efeitos do aumento da 

temperatura sobre células do sistema imune. Huang et al. (1996) demonstraram 

que a cultura de células mononucleares do sangue periférico sob altas 

temperaturas, 39 oC a 42 oC, provocou um aumento na proliferação celular, na 
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presença ou ausência de mitógeno. Além disso, estas células também 

aumentaram sua produção de IFN-γ quando cultivadas sob temperatura febril. Um 

outro estudo, realizado por Ostberg et al. (2003), sugere que células de 

Langerhans têm uma aceleração na maturação e emigração da pele em 

camundongos submetidos à hipertermia, confirmando a importância da 

temperatura febril para a iniciação da resposta imune. Tournier et al. (2003) 

mostraram que células dendríticas de camundongos ativadas com LPS e 

cultivadas sob temperatura febril apresentaram um aumento na produção de IL-

12p70, diminuição de IL-10, e maior atividade aloestimuladora do que células 

cultivadas à 37 oC. Um estudo bastante recente, realizado por Hatzfeld-

Charbonnier et al. (2007) demonstrou que em resposta ao estresse por calor, DCs 

maduras produziram altos níveis de IL-12p70, TNF-a e foram capazes de 

estimular linfócitos T naïve a uma polarização Th1 em ensaios de proliferação 

alogenêica. 

O conjunto desses dados dá suporte ao conceito de que pode haver uma 

função benéfica da hipertermia sobre o sistema imune, já que é bastante 

improvável que a resposta febril fosse conservada evolutivamente se não 

houvesse um valor na sobrevivência (OSTBERG; PATEL; REPASKY, 2000). Além 

disso, esses estudos também podem indicar que se tal elevação na temperatura 

for considerada um estresse fisiologicamente relevante, pode-se suspeitar que a 

temperatura febril tenha um potencial para direcionar ou modular a resposta 

imune.  

Um fator que está intimamente associado à elevação da temperatura, e que 

poderia estar relacionado com a estimulação da resposta imune na febre, é a 

expressão das proteínas de choque térmico (HSP) (MOSELEY, 2000). Assim 

como a febre, as HSPs foram altamente conservadas durante a evolução e 

exercem funções essenciais, como facilitação da translocação de proteínas 

através da membrana e proteção de proteínas contra danos, por exemplo, a 

desnaturação pelo calor (CHIRICO; WATERS; BLOBEL, 1988). Uma outra função 

importante dessas proteínas é sua atuação sobre células do sistema imune, 
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inclusive células dendríticas (BASU et al., 2000), sendo importante para sua 

diferenciação e maturação. As HSPs são atualmente interessantes candidatas 

como estímulo de DCs em estratégias de vacinação contra o câncer (PARDOLL, 

2002). HSPs isoladas de tumores, entre elas as HSP70 e HSP110 estão 

naturalmente associadas a antígenos tumorais e induzem forte resposta citotóxica 

contra células neoplásicas (BASU et al., 2000; UEDA et al., 2004). 

Interessantemente, estas HSPs também são induzidas sob estresse pelo calor e 

um estudo feito por Wang e colaboradores mostrou que o potencial de vacinação 

da HSP110 aumentou quando o tratamento foi acompanhado de hipertermia 

(WANG; OSTBERG; REPASKY, 2001). 

A origem do uso da hipertermia está relacionada a alguns dos primeiros 

relatos da imunoterapia, que constataram que toxinas bacterianas administradas a 

pacientes com câncer, para estimulação da resposta imune, resultavam na 

indução de uma febre elevada (NOESSNER, 2006).  Investigações iniciais, 

realizadas por Busch e posteriormente por Coley1 (apud NOESSNER, 2006) sobre 

a indução intencional de febre e resposta inflamatória como tratamento para 

câncer podem ser consideradas a primeira “vacina” contra o câncer. Nestes 

trabalhos, pôde-se observar uma forte correlação entre a regressão do câncer 

com a febre alta, no paciente. Mais recentemente, diversos estudos demonstram 

que a hipertermia promove a indução de uma resposta citotóxica antitumoral, in 

vitro e in vivo (ITO et al., 2001; ATANACKOVIC et al., 2002). Embora alguns 

pesquisadores associem os efeitos da hipertermia a um aumento da 

imunogenicidade de células tumorais, possivelmente através do aumento da 

apresentação antigênica via MHC I (ITO et al., 2001), é possível que a elevação 

da temperatura também exerça um efeito antitumoral através da estimulação da 

maturação das DCs, como sugerido por nossos resultados preliminares e os da 

literatura (HUANG; HAEGERSTRAND; FROSTEGARD, 1996; OSTBERG et al., 

2001; TOURNIER et al., 2003). 

                                                 
1 NAUTS, H.C.; MACLAREN, J.R. Coley Toxins – the first century. Adv. Exp. Med. Biol., v. 267, p. 483-
500. 
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Apesar de evidências que indiquem um possível papel da febre sobre a 

resposta imune e de sua ocorrência natural em associação a infecções ou outras 

doenças, a temperatura não é uma variável considerada em grande parte das 

estratégias terapêuticas de vacinação baseada em DCs (OSTBERG; PATEL; 

REPASKY, 2000). Além disso, os mecanismos envolvidos em um possível papel 

da febre sobre a indução da resposta imune ainda não estão esclarecidos 

(OSTBERG; PATEL; REPASKY, 2000).  A elucidação desses mecanismos pode 

contribuir para o esclarecimento dos mecanismos de resposta às infecções, assim 

como para o delineamento de novas estratégias terapêuticas utilizando a 

hipertermia em combinação com a imunoterapia, para o tratamento de diversas 

doenças, inclusive o câncer. 

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do aumento 

da temperatura sobre células dendríticas derivadas de monócitos sangüíneos 

humanos e investigar mecanismos que estariam envolvidos em uma possível 

modulação da resposta pela febre. Uma vez que o aumento da temperatura está 

frequentemente associado com outros fatores locais, tais como destruição do 

tecido ou presença de moléculas microbianas que sinalizam sinais de perigo às 

DCs, tais como lipopolissacarídeo gram-negativo bacteriano (LPS), nesse trabalho 

nós avaliamos os efeitos funcionais e fenotípicos da temperatura febril associada 

com a presença de LPS sobre DCs derivadas de monócitos humanos, in vitro. 

Para isso, DCs foram geradas a partir de monócitos de doadores saudáveis e 

expostas à temperatura febril com ou sem a adição de LPS.  
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2 OBJETIVOS 

 
O objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito da temperatura febril 

sobre o fenótipo e função alo-estimuladora de células dendríticas. 

Especificamente, os seguintes parâmetros foram avaliados : 

 

- Efeito da temperatura febril sobre a viabilidade de DCs estimuladas com 

temperatura febril e/ou LPS 

 

- Expressão de moléculas coestimuladoras em DCs estimuladas com 

temperatura febril e/ou LPS 

 

- Atividade endocítica de DCs estimuladas com temperatura febril e/ou LPS. 

 

- Secreção das citocinas TNF-α, IL-10 e IL-12p70 por DCs ao término da 

cultura de diferenciação/maturação. 

 

- Atividade estimuladora das DCs sobre linfócitos alogenêicos, avaliando a 

população total e as subpopulações de linfócitos CD4 e CD8. 

 

- Produção de citocinas em co-culturas de linfócitos e DCs estimuladas com 

temperatura febril e/ou LPS. 

 

- Análise da expressão de Heat Shock Protein (HSP) – 70 na superfície 

celular de DCs estimuladas com temperatura febril e/ou LPS. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Coleta de Material/Casuística 

Células mononucleares do sangue periférico, utilizadas para a cultura, 

foram obtidas de 22 indivíduos normais (ou seja, sem alterações clínicas 

significativas), 15 homens e 7 mulheres, com idade entre 25 e 42 anos, através de 

leucoferese realizada no Banco de Sangue do Hospital Sírio Libanês, após 

consentimento por escrito dos doadores. A coleta das amostras, assim como o 

projeto de estudo foram aprovados previamente pelos Comitês de Ética em 

Pesquisa do Hospital Sírio Libanês e do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo. 

As amostras foram coletadas em Solução de Cloreto de Sódio 0,9% 

contendo Anticoagulante Citratado (CPDA) e o material obtido foi armazenado em 

uma bolsa plástica, conforme procedimento padrão do Banco de Sangue do 

Hospital Sírio Libanês. O material foi utilizado no mesmo dia da coleta. 

Como critério de elegibilidade, foram considerados idade acima de 18 anos, 

peso maior que 50 quilos e sorologia negativa para exames realizados 

rotineiramente em Banco de Sangue.   

 O material utilizado neste estudo é o excedente da coleta realizada para o 

protocolo de vacinação de pacientes para tratamento de câncer (Vacinação de 

Células Dendríticas fusionadas com Células Tumorais) realizado no laboratório 

onde o presente projeto foi desenvolvido.  

3.2 Diferenciação de células dendríticas a partir de monócitos do sangue 

periférico in vitro 

Para a purificação de células mononucleares, 20 mL do produto de aferese 

de células mononucleares de sangue periférico foram colocados em tubos 

plásticos cônicos de 50 mL, aos quais foram acrescentados, no fundo do tubo, 12 
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mL de Ficoll-Paque (Amersham Pharmacia, Little Chalfont, Buckinghamshire, 

Reino Unido).  O material foi centrifugado a 600 g por 30 minutos a 18 ºC e a 

camada de células mononucleares formada foi retirada com o auxílio de uma 

pipeta Pasteur descartável e colocada em outro tubo plástico cônico de 50 mL. O 

volume final foi completado com HBSS (Hanks Balanced Salt Solution – Gibco Life 

Technologies Grand Island, NY, EUA) e, após homogeneização, o tubo foi 

centrifugado a 240 g por 10 min, para lavagem. Este procedimento foi repetido por 

mais 2 vezes, com centrifugações a 200 g e 190 g, respectivamente, para 

eliminação das plaquetas. O “pellet” final foi coletado, as células quantificadas em 

câmara de Neubauer e ressuspendidas em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, EUA), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino [Gibco Life 

Technologies Grand Island, NY, EUA]. As células foram plaqueadas em placas 

plásticas de 12 poços, sendo que cada poço continha um total de 5x106 células 

(aderentes + não aderentes) em 2 mL de meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco Life Technologies ). As 

células foram mantidas por 2 horas em estufa com atmosfera contendo 5% de 

CO2 e saturada de água, a 37 ºC, para aderência dos monócitos. 

Após o período de aderência, as células não-aderentes foram desprezadas 

e as aderentes cultivadas em meio RPMI-1640, suplementado com 10% de Soro 

Fetal Bovino e acrescido de 50 ng/mL de GM-CSF  (Peprotech, Rocky Hill, NJ, 

EUA) e 50 ng/mL de IL-4 (Peprotech, Rocky Hill, NJ, EUA).  

Determinação do período de cultura das células dendríticas sob 

temperatura febril. 

 Para avaliação do melhor período de estímulo com temperatura febril, as 

células dendríticas foram cultivadas à 37 ºC até o período final da cultura, quando 

elas foram transferidas para estufa à 39 ºC. Para o período de testes preliminares, 

os períodos finais testados foram: últimas 2 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas. 

Para todos os períodos testados, o tempo total de cultura sempre foi de 7 dias. 

Diante dos resultados obtidos nos ensaios de proliferação alogenêica 
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(apresentados em Resultados), o período final escolhido foi de 48 horas. A partir 

de então, toda a incubação com temperatura febril foi realizada com esse período.  

 Para a avaliação do efeito da temperatura febril em células não estimuladas 

e em conjunto com o estímulo por LPS (Escherichia coli), foram estabelecidas as 

seguintes condições de cultura: 

- DCs não estimuladas: as células foram cultivadas por 7 dias em estufa à 

5% CO2 , temperatura de 37 ºC. 

- DCs Febre: as células foram cultivadas por 5 dias em estufa 5% CO2, à 37 

ºC. No 6º dia, as células fora transferidas para estufa 5% CO2, com temperatura à 

39 ºC. Após um período de 48 horas sob esta temperatura, as células foram 

retiradas e submetidas às diferentes análises. 

- DCs LPS: as células foram cultivadas por 7 dias em estufa 5% CO2, com 

temperatura à 37 ºC. No 6º dia, as células foram estimuladas com 1 µg/mL de LPS 

(Escherichia coli) por um período de 18 horas (“overnight”). No 7º dia, as células 

foram retiradas e analisadas. 

- DCs LPS Febre: as células foram cultivadas por 5 dias em estufa 5% CO2, 

com temperatura de 37 ºC. No 5º dia, as células foram transferidas para estufa à 

39 ºC. No 6º dia, as células foram estimuladas com 1 µg/mL de LPS (Escherichia 

coli) por 18 horas (“overnight”). No 7º dia, as células foram retiradas e analisadas.  

Ao final do período de cultura, as células flutuantes ou fracamente 

aderentes foram retiradas, centrifugadas a 240 g, por 8 minutos e ressuspensas 

em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de Soro Fetal 

Bovino (Gibco Life Technologies ). O sobrenadante de cultura foi armazenado 

para a realização de ensaio imunoenzimático (ELISA) para produção de citocinas, 

conforme descrito adiante. A viabilidade celular foi avaliada por contagem em 

Câmara de Neubauer, após coloração com Azul de Trypan (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, EUA) 0,4%, na proporção 1:1. 
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3.3 Rendimento Celular  

 Para cálculo do rendimento celular final, foram consideradas as células 

vivas detectadas através de coloração por Azul de Trypan (Sigma-Aldrich) 0,4%, 

1:1. O rendimento final da cultura foi expresso em porcentagem pela relação: 

 

Número de células vivas no final da cultura                                 X  100 

   Número de células (aderentes + não aderentes) plaqueadas no início da cultura 

3.4 Determinação de Morte Celular   

 Para a detecção de morte celular, além da coloração com Azul de Trypan 

(Sigma-Aldrich), foi utilizada a técnica de citometria de fluxo, para avaliar a 

porcentagem de fragmentação de DNA. A fragmentação de DNA foi calculada por 

análise do ciclo celular do conteúdo de DNA total, conforme descrito 

anteriormente, (NICOLETTI et al., 1991) com modificações.  Para tanto, um 

máximo de 2 x 106 células foram centrifugadas a 240 g por 5 minutos e 

resssuspensas em 300 µl de tampão hipotônico HFS (ANEXO). Em seguida, as 

células foram incubadas por um período mínimo de 4 horas a 4º C. A análise foi 

feita por citometria de fluxo, sendo que o conteúdo de DNA produziu um perfil 

gráfico de acordo com a fase do ciclo celular em que as células se encontravam. 

As células em morte celular são identificadas como tendo núcleos hipodiplóides, 

os quais aparecem à esquerda do pico G0-G1.  

3.5 Análise de moléculas de superfície por Citometria de Fluxo 

Para determinação do fenótipo de membrana, células obtidas a partir das 

diferentes condições de cultura foram marcadas com anticorpos monoclonais 

comerciais (BD PharmingenTM, San Diego, CA, EUA) contra os marcadores: 

CD11c (marcador de DCs mielóides), CD40, CD80 e CD86 (B7-1 e B7-2, 

moléculas co-estimuladoras), HLA-DR (molécula apresentadora de antígeno) e 

CD14 (marcador de monócitos, ausente em DCs) e HSP-70 (proteína de choque 

térmico). A descrição detalhada dos anticorpos é mostrada na Tabela 1. 
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Tabela 1: Anticorpos monoclonais específicos utilizados para a avaliação do fenótipo de 
membrana      das células geradas.  

Especificidade Clone Origem Marcação 
CD11c B-ly6 IgG1, κ de camundongo Cy 
HLA-DR G46-6 (L243) IgG2a, κ de camundongo FITC 
CD14 M5E2 IgG2a, κ de camundongo PE 
CD80 L307.4 IgG1, κ de camundongo PE 
CD86 2331(fun-1) IgG1, κ de camundongo FITC 
CD40 5C3 IgG1, κ de camundongo PE 
HSP70 C92F3A-5 IgG1, κ de camundongo PE 
 

Análise das moléculas de superfície: Após contagem, alíquotas de 2x105 

células obtidas das culturas foram colocadas em tubos plásticos (eppendorf, 

Westbury, NY, EUA) de 1,5 mL e centrifugadas por 5 min, a 240 g e 4 °C para 

obtenção de um “pellet”, ao qual foram adicionados 50 µl de soro humano AB para 

neutralização de receptores Fc não-específicos. Após 10 minutos de incubação, 

as células foram lavadas com tampão para citometria (ANEXO) e incubadas com 

anticorpos específicos para os marcadores de interesse. As células foram 

incubadas por 20 min a 4 °C, no escuro. Após este período, o material foi lavado 

por 2 vezes (5 min, 240 g, 4 °C) com 500 µL de tampão para citometria (ANEXO). 

Após as lavagens, as células, já marcadas, foram ressuspensas em 500µL de 

tampão para citometria.  A aquisição e análise foram feitas em citômetro de fluxo 

(FACScalibur – Becton Dicknson, Palo Alto, CA, EUA), usando-se o software 

CellQuest (Becton Dicknson, Palo Alto, CA, EUA).  

Para cada população foram avaliadas a porcentagem de expressão e a 

média da intensidade de fluorescência (MFI) da expressão das moléculas 

marcadas.  

 



 25 

3.6 Separação de linfócitos T para ensaio proliferativo.  

Obtenção de Células Não Aderentes do Sangue Periférico Humano: Para a 

separação de linfócitos T alogenêicos, células mononucleares, obtidas do mesmo 

modo como já descrito anteriormente, foram incubadas em placas plásticas de 6 

poços,  por 2 horas, em estufa com atmosfera contendo 5% de CO2 e saturada de 

água, à 37 ºC. Após esse período, as células não aderentes foram retiradas e 

incubadas com hemácias de carneiro pré-tratadas com AET (2-

aminoethylisothiouronium bromide hydrobromide; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA), conforme descrito a seguir. 

Preparação das hemácias de carneiro: As hemácias de carneiro para formação de 

rosetas com linfócitos T alogênicos foram preparadas conforme descrito por 

Saxon, Feldhaus e Robins (1976). Para isso, as hemácias foram colocadas em um 

tubo plástico estéril de 50 mL e centrifugadas a 240 g durante 10 minutos a 20 oC, 

e a seguir lavadas 2 vezes, com mesma centrifugação, em tampão PBS (ANEXO). 

Estas hemácias foram tratadas com AET (2-aminoethylisothiouronium bromide 

hydrobromide; Sigma-Aldrich) para mudança da carga elétrica da superfície das 

hemácias, possibilitando uma maior interação eletrostática com linfócitos T 

alogênicos e a formação de rosetas estáveis. Para tanto, foram diluídos 0,5 g de 

AET em 12,5 mL de água bidestilada e deionizada, com ajuste final do pH para 9,0 

utilizando-se NaOH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 1,0 N. Após passagem 

em filtro de 0,22 µm (Millipore, Billerica, MA, EUA), 8 mL de solução de AET foram 

acrescentados a cada 2 mL de papa de hemácias de carneiro e mantidos durante 

20 a 40 minutos a 37 oC. 

 A seguir, as hemácias foram lavadas (centrifugação a 290 g por 10 minutos, 

até obtenção de sobrenadante claro) com tampão PBS (ANEXO) pH 7,2 e 

ressuspensas finalmente até se obter uma suspensão a 4% em meio RPMI-1640 

(Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco Life 

Technologies ). Esta suspensão (AET-SRBC: para 1 mL de papa - 20 a 25 mL de 

R10), foi guardada na geladeira por até 1 mês.  
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Recuperação de linfócitos T: Uma suspensão de células não aderentes em 

concentração máxima de 1x107 células/mL foi preparada, misturada com soro fetal 

bovino e hemácias de carneiro pré-tratadas com AET (preparação AET-SRBC), 

numa proporção de 1: 0,5 :1, centrifugada a 200 g, por 5 minutos a 4 oC  e 

incubada em gelo por 1 hora. Após a incubação, as células foram novamente 

ressuspensas e o número de rosetas contado.  

A suspensão foi então submetida à centrifugação em Ficoll-Paque 

(Amersham Pharmacia) (690 g, 4 °C, 35 minutos). Após a centrifugação, os 

linfócitos T, presentes no “pellet”, formando rosetas com as hemácias de carneiro 

modificadas,  foram recuperados com tampão de lise de hemácias (ANEXO) e 

lavados em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% 

de Soro Fetal Bovino (Gibco Life Technologies ), com centrifugação a 250 g, 

durante 10 minutos a 20 oC. Os linfócitos T obtidos foram ressuspensos em 2 mL 

de meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino 

(Gibco Life Technologies ), quantificados em câmara de Neubauer, e sua 

concentração ajustada para 1,0 x 105 células/mL. Os linfócitos T obtidos foram 

utilizados em co-cultura com células dendríticas alogênicas, para avaliação de 

atividade aloestimuladora e produção de citocinas, conforme descrito nas 

próximas seções. 

3.7 Avaliação da atividade aloestimuladora das DCs 

  Para avaliar a capacidade aloestimuladora das células geradas, 1 x 104 

DCs irradiadas (1250 rads) (células estimuladoras) foram co-cultivadas com  1 x 

105 células mononucleares alogêneicas (células respondedoras) em um volume 

final de 100 µL/poço. A cultura foi realizada em placas de 96 poços, com fundo em 

U. As células foram mantidas por 6 dias em estufa com atmosfera contendo 5% de 

CO2 e saturada de água (estufa de CO2), a 37 ºC. 
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3.8 Avaliação da proliferação celular 

Para avaliação da proliferação celular, um máximo de 1 x 107 células 

respondedoras foram incubadas em tampão PBS-BSA 0,1% (ANEXO), contendo 

5µM de CFSE (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), antes da co-cultura com 

DCs. A incubação foi feita à temperatura ambiente, no escuro, sob agitação por 15 

min. Após este período, as células foram lavadas 2 vezes em meio RPMI, 

suplementado com 3 % de Soro Bovino Fetal (Gibco Life Technologies). As 

células respondedoras foram, então, co-cultivadas com  DCs, e ao final da cultura, 

a intensidade de fluorescência do CFSE (Molecular Probes) nas células 

respondedoras foi analisada em citômetro de fluxo (FACSCalibur – Becton 

Dickinson). Células em divisão, por definição, apresentam intensidade de 

fluorescência reduzida aproximadamente pela metade, em comparação às células 

que não se dividiram. Para avaliação da subpopulação de linfócitos em 

proliferação, as células foram marcadas, ao final da cultura com anticorpos anti-

CD4 e anti-CD8 (BD PharmingenTM), nas mesmas condições do item 4 acima. 

Além da análise da porcentagem total de células em proliferação, também se 

verificou a porcentagem de células que expressavam CD4 ou CD8 dentro desta 

população.  Os dados obtidos foram analisados usando-se o “software” CellQuest 

(Becton Dicksinson).  

3.9 Detecção da produção de citocinas por ensaio imunoenzimático 

(ELISA) 

 Para detecção de IL-10, IL-12p70 e TNF-α dos sobrenadantes das culturas 

de DCs e de IL-4, IL-10, IL-12p70 e TNF-α das co-culturas de DCs e linfócitos 

alogenêicos,  utilizamos os kits BD OptEIATM Human Set (BD Biosciences, San 

Diego, CA, EUA). Neste método, placas de 96 poços Maxisorp (Nunc, Rochester, 

New York, EUA) foram sensibilizadas com 50µL por poço de anticorpo de captura 

(na diluição 1:250, conforme especificado nas instruções do fabricante) para cada 

citocina, diluído em Tampão de Captura (ANEXO) e mantidas a 4 ºC “overnight”. 

Após 3 lavagens com 300µL/poço de Tampão de Lavagem (ANEXO), as placas 

foram bloqueadas com 300µL/poço de Tampão de Diluição (ANEXO) por 2h a 
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temperatura ambiente. Em seguida, após 3 lavagens, as amostras e a curva-

padrão foram incubadas por um período de 2 horas em temperatura ambiente. As 

amostras para dosagem foram diluídas 1:2 em Tampão de Diluição. Para a curva-

padrão, as citocinas recombinantes foram incubadas em duplicatas de 50µL por 

poço das diluições seriadas (fator 2 de diluição), conforme recomendações do 

fabricante. O período de incubação das amostras e da curva padrão foi de 2 horas 

à temperatura ambiente. Após 5 lavagens, foram adicionados 50 µL/poço de 

anticorpo de detecção (na diluição 1:250, conforme instruções do fabricante), em 

conjunto com o conjugado de peroxidade-estreptoavidina. Seguiu-se nova 

incubação por 1 hora à temperatura ambiente. Após esta etapa, a placa foi lavada 

7 vezes e 50µL/poço de substrato (H2O2 e “tetrametilbenzidina”, na proporção de 

1:1) foram adicionados, com incubação de, aproximadamente 20 minutos, no 

escuro, à temperatura ambiente. Por fim, 50µL/poço de H2SO4 (2N) foram 

adicionados para interromper a reação e a densidade óptica foi determinada em 

espectrofotômetro com filtro de 450 nm. O cálculo das concentrações foi feito com 

auxílio do “software” Softmax Pro, através da equação de regressão linear com 

base na curva padrão e a análise de dados foi executada com auxílio do software 

Graphpad Prism 2.01. 

3.10 Avaliação de Atividade Endocítica  

 Para a avaliação da atividade endocítica, as células obtidas ao final da 

cultura foram re-plaqueadas em placas de 24 poços em meio RPMI-1640 (Sigma-

Aldrich) contendo 10% de Soro Bovino Fetal (Gibco Life Technologies) e 1 mg/mL 

de Dextran-FITC (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e, incubadas em estufa 37 

ºC por 1 hora. Após este período, as células foram lavadas duas vezes em meio 

de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), com centrifugação de 240 g por 10 

minutos. Para controle negativo (ligação inespecífica), as células foram incubadas 

com a mesma concentração de Dextran-FITC  (Sigma-Aldrich)  a 4 ºC. A atividade 

endocítica foi avaliada, então, através de citometria de fluxo. Os resultados são 

mostrados como média geométrica da intensidade de fluorescência, ou seja, 
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quanto maior a média geométrica, maior a incorporação de Dextran-FITC  (Sigma-

Aldrich)  pelas células dendríticas.  

3.11 Análise Estatística 

Para a análise estatística, inicialmente, foi feito um teste de distribuição 

para avaliar se a distribuição era Gaussiana. Uma vez que os dados apresentaram 

distribuição normal, foi realizada a análise através de teste T pareado, 

considerando os seguintes pares: 

 - DCs não estimuladas versus DCs Febre 

 - DCs LPS versus DCs LPS Febre 

A única exceção foi a avaliação do rendimento celular nas diferentes 

condições de cultura, onde foi realizada análise de variância pelo teste ANOVA 

paramétrico, seguido do teste de Tukey, que compara todos os grupos entre si. 

Considerou-se significância estatística quando o as análises apresentaram 

p < 0,05.  

 Todos os testes foram realizados com a ajuda do software GraphPad Prism 

2.01. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Caracterização de Células Dendríticas 

 Células dendríticas derivadas de monócitos sangüíneos apresentam como 

características fenotípicas a expressão das moléculas CD11c (marcador de 

mielóide) e HLA-DR (molécula apresentadora de antígenos), ausência da 

expressão da molécula CD14 (marcador de linhagem monocítica) e expressão de 

moléculas coestimuladoras, como CD80, CD86 e CD40.  Portanto, nossa primeira 

abordagem foi averiguar a expressão dessas moléculas nas células originadas ao 

final da cultura dos monócitos com GM-CSF e IL-4, que daqui por diante 

chamaremos de Células Dendríticas. Como comparativo, verificamos também a 

expressão dessas moléculas em monócitos sangüíneos cultivados pelo mesmo 

período, em meio de cultura semelhante, exceto pela ausência das citocinas 

diferenciadoras de células dendríticas (GM-CSF e IL-4). 

 Observamos que, diferente das células cultivadas sem as citocinas 

diferenciadoras (macrófagos), as células dendríticas, ao final da cultura, 

apresentavam-se não aderentes à placa de plásticos (dados não mostrados).  

Para a caracterização fenotípica, delimitamos uma área (gate) excluindo 

regiões que consideramos debri celulares decorrentes do procedimento para 

citometria de fluxo, uma vez que, além de suas características de tamanho e 

granulosidade, constatamos não haver expressão de qualquer uma das moléculas 

analisadas.  

Considerando a região analisada dentro do gate, foi possível verificar que 

cerca de 90% das células expressavam as moléculas CD11c e HLA-DR (Figura 1). 

Além disso, quando analisamos a expressão de moléculas coestimuladoras dentro 

desta população (CD11c+HLA-DR+) observamos que as células dendríticas 

apresentavam expressão de CD86, CD40 e CD80 (Figura 1). Por outro lado, 

monócitos cultivados na ausência das citocinas diferenciadoras apresentam alta 
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expressão da molécula CD14, baixa ou nenhuma expressão de moléculas 

coestimuladoras (Figura 1), além de forte aderência a placas de plásticos, de 

forma que não é possível sua retirada sem o auxílio de scrapper.  

 Em conjunto, as características apresentadas pelas células cultivadas em 

meio contendo GM-CSF e IL-4 correspondem às descritas para células dendríticas 

derivadas de monócitos sangüíneas. 
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Figura 1: Expressão de moléculas de superfície ao final da cultura de células dendríticas. 

Células mononucleares separadas por gradiente de Ficoll-Paque foram 
enriquecidas por aderência em Placa de Petri e cultivadas em meio RPMI na 
presença de GM-CSF e IL-4. Após a cultura, as células sempre foram 
marcadas com anticorpos para as moléculas de CD11c e HLA-DR, variando 
apenas a marcação do terceiro anticorpo (CD14, CD80, CD86 ou CD40). 
Macrófagos foram cultivados em mesmo meio, sem adição de GM-CSF e IL-4 e 
marcados com CD14, CD80, CD86 e CD40. As células foram analisadas em 
citômetro de fluxo.  
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4.2 Definição do Período de Estímulo Febril 

 Experimentos iniciais realizados em nosso laboratório haviam indicado um 

possível efeito da temperatura febril sobre a proliferação alogenêica. Com o intuito 

de avaliar o efeito da temperatura febril sob as melhores condições, realizamos 

testes preliminares utilizando diferentes períodos de cultura sob temperatura a 39 

ºC. Conforme demonstrado na figura 2, observamos que o período que resultou 

em melhor resposta estimuladora alogenêica das células dendríticas foi o período 

de cultura por 48 horas, pois nos 3 experimentos preliminares realizados, células 

dendríticas sob essas condições foram capazes de induzir proliferação alogenêica 

superior às células dendríticas controles (DCs não estimuladas). Diante disso, 

essa condição foi escolhida para o estudo do efeito da temperatura sobre as DCs.  
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Figura 2: Período de Estimulo com Temperatura Febril. Células mononucleares foram 

cultivadas em presença de GM-CSF e IL-4 e cultivadas à 37º C. Nas últimas 
horas (ou seja, 2horas, 12 horas, 24 horas ou 48 horas) as células foram 
transferidas para estufa à 39º C e permaneceram sob esta condição até o 
término da cultura. Ao final da cultura, as células foram retiradas, irradiadas e 
co-cultivadas com linfócitos T alogenêicos previamente incubados com CFSE.  
Ao final da co-cultura, as células não aderentes foram analisadas em citometria 
de fluxo para avaliar a diminuição da intensidade de fluorescência de CFSE 
(consideradas células em proliferação), conforme descrito em Materiais e 
Métodos. A porcentagem de células que proliferaram é indicada no gráfico. 
Representação de 3 experimentos realizados.  
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4.3 Rendimento Final da Cultura e Viabilidade Celular 

 Após caracterização das células dendríticas, nosso segundo passo foi 

verificar se o aumento da temperatura modificaria o rendimento final da cultura ou 

a viabilidade dessas células.  

A verificação do rendimento da cultura foi realizada através da contagem de 

células viáveis ao final da cultura em relação ao número inicial de células, 

conforme descrito em Materiais e Métodos. A figura 3 demonstra que as diferentes 

condições de cultura não afetaram o rendimento final da cultura, avaliado através 

de análise com Azul de Trypan. 

Para confirmar que as células dendríticas não estavam em processo de 

morte células, que porventura não fosse detectado através de análise por Azul de 

Trypan, também verificamos se as diferentes condições de cultura poderiam 

induzir fragmentação de DNA, medida por incorporação de iodeto de propídeo. 

Conforme apresentado na figura 4, não houve diferença na taxa de morte celular 

entre as condições de cultura estudadas.  
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Figura 3: Rendimento Final da Cultura de DCs. Células mononucleares foram 
cultivadas em presença de GM-CSF e IL-4 e submetidas às diferentes 
condições de cultura. Ao final da cultura, a rendimento celular foi calculado, 
conforme descrito em Materiais e Métodos. Para análise estatística, foi 
realizado teste ANOVA para análises repetidas, seguido de teste de 
Comparações Múltiplas de Tukey (p > 0,05). Barra indica média.  
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Figura 4: Viabilidade celular analisada por incorporação de iodeto de propídeo. 

Células mononucleares foram cultivadas em presença de GM-CSF e IL-4 e 
submetidas às diferentes condições de cultura. Ao final da cultura, as células 
foram incubadas com iodeto de propídeo em tampão hipotônico e analisadas 
por citometria de fluxo. A porcentagem de núcleo hipodiplóide é indicada na 
figura. A figura é representativa de 10 experimentos realizados.  
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4.4 Efeito da temperatura sobre a expressão de moléculas 

coestimuladoras na superfície de células dendríticas 

 Após a caracterização da população a ser estudada e da confirmação de 

que as condições de cultura não afetam a viabilidade celular, investigamos em 

seguida se a temperatura febril afeta a ativação/maturação das DCs. A ativação 

ou maturação de células dendríticas pode ser caracterizada, entre outros fatores, 

pelo aumento da expressão de CD80, CD86 e CD40. Diante disso, nosso objetivo 

foi avaliar a expressão dessas moléculas na população de células em nossa 

cultura, caracterizadas como células CD14-CD11c+HLA-DR+. A figura 5 demonstra 

que o estímulo sozinho com temperatura modificou significativamente a expressão 

da molécula co-estimuladora CD40 (p < 0,05), mas não houve diferença na 

porcentagem de células expressando a molécula (Figura 5). O estímulo com 

temperatura febril isolado não induziu alteração nas outras duas moléculas 

analisadas.  

A estimulação com LPS induziu um aumento na intensidade de fluorescência 

de todas as moléculas, conforme esperado (Figura 6). No entanto, a temperatura 

febril não modificou significativamente a expressão de nenhuma das moléculas co-

estimuladoras em células estimuladas com LPS, em comparação quando com seu 

controle (Figura 6). A figura 7 é uma figura representativa dos experimentos 

realizados.  

                                                                             

 

 



 39 

 

 

 

 

 

 

       

 

Figura 5: Análise da expressão de moléculas coestimuladoras na superfície de 
células dendríticas estimuladas somente com temperatura febril. Células 
mononucleares foram cultivadas em presença de GM-CSF e IL-4 e no 5º dia 
foram transferidas à estufa 39 ºC (DCs Febre) ou permaneceram em estufa à 
37 ºC (DCs não estimuladas). No 7º dia, as células foram retiradas e marcadas 
com anticorpos anti-HLA-DR e CD11C para definição da população, juntamente 
com anti-CD80, anti-CD86 ou anti-CD40 e analisadas em citômetro de fluxo 
para avaliação da porcentagem de células expressando a molécula (%) e 
intensidade de fluorescência média da molécula (MFI). A análise da 
porcentagem e MFI foi feita apenas na população HLA-DR+CD11c+, através do 
software CellQuest (Beckton & Dickson). Para análise estatística foi realizado 
Teste t pareado de DCs Febre x DCs não estimuladas. Para CD86 e CD80, p > 
0,05 na porcentagem de células expressando a molécula e MFI. Para CD40, p 
> 0,05 na porcentagem de células expressando a molécula e p < 0,05 para MFI. 
Barra representa média de 10 experimentos realizados. Asterisco indica 
diferença estatisticamente significativa. 

 

 

 

* 



 40 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6: Análise da expressão de moléculas coestimuladoras na superfície de 
células dendríticas co-estimuladas com LPS e temperatura febril. Células 
mononucleares foram cultivadas em presença de GM-CSF e IL-4 e no 5º dia 
foram transferidas à estufa 39 ºC (DCs LPS Febre) ou permaneceram em 
estufa à 37 ºC (DCs LPS). No 6º dia, as células foram estimuladas overnight 
com LPS. e incubadas com anticorpos anti-HLA-DR e CD11C para definição 
da população, juntamente com anti-CD80, anti-CD86 ou anti-CD40 e 
analisadas em citômetro de fluxo para avaliação da porcentagem de células 
expressando a molécula (%) e intensidade de fluorescência média da 
molécula (MFI). A análise da porcentagem e MFI foi feita apenas na 
população HLA-DR+CD11c+, através do software CellQuest (Beckton & 
Dickson). Para análise estatística foi realizado Teste t pareado de DCs LPS x 
DCs LPS Febre. Todas as moléculas analisadas apresentaram p > 0,05 na 
análise estatística contra seu controle. Barra representa média de 10 
experimentos realizados.  
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Figura 7: Análise da expressão de moléculas coestimuladoras na superfície de 
células dendríticas. Células mononucleares foram cultivadas em presença de 
GM-CSF e IL-4 e no 5º dia foram submetidas às diferentes condições de 
cultura, conforme Materiais e Métodos. Após esse período, as células foram 
retiradas e marcadas com anticorpos anti-CD80, anti-CD86 e anti-CD40 e 
analisadas em citômetro de fluxo. A análise foi feita através do software 
CellQuest (Beckton & Dickson). Figura é representativa de 10 experimentos 
realizados.  
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4.5 Efeito da temperatura sobre a capacidade endocítica de células 

dendríticas 

Um outro fator que caracteriza a ativação de DCs é a sua capacidade 

endocítica, uma vez que após a maturação, as células dendríticas diminuem a 

capacidade de capturar antígenos. Portanto, nós avaliamos a habilidade de DCs 

em endocitar conjugados Dextran-FITC após a estimulação com temperatura 

febril. Observamos que, novamente conforme esperado, o estímulo com LPS 

induz uma diminuição na habilidade de endocitose das DCs, mas no entanto, a 

temperatura febril não exerceu efeito sobre as DCs estimuladas ou não com LPS 

(Figura 8). Portanto, esses resultados sugerem que a febre não modifica a 

capacidade de DCs endocitar antígenos de forma eficiente.   
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Figura 8: Capacidade endocítica das Células Dendríticas. Após cultura, células foram 
incubadas com Dextran-FITC e a incorporação do conjugado foi avaliada por 
citometria de fluxo. Valores no gráfico representam media da intensidade de 
fluorescência média (MFI) de 5 experimentos realizados. Barras indicam 
desvio padrão. Análise estatística através de teste T pareado mostrou que p > 
0,05 para os dois conjuntos de amostras analisados. 
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4.6 Secreção de TNF-αααα, IL-10 e IL-12p70 por DCs cultivadas sob 

temperatura febril 

 Além das moléculas coestimuladoras e da habilidade de endocitose, a 

ativação e função de DCs podem ser avaliadas através da produção de citocinas. 

Portanto, nós decidimos investigar se a temperatura febril poderia exercer algum 

efeito sobre a produção de citocinas que são expressas por DCs após sua 

ativação. Dentre as diversas citocinas produzidas por essas células, nós 

investigamos a produção de IL-12p70, que é uma importante citocina envolvida na 

modulação do perfil Th1 de linfócitos estimulados por DCs; IL-10 que é uma 

citocina responsável pelo controle e diminuição da resposta imune; e TNF-α, que é 

uma citocina pró-inflamatória expressa por DCs e que participa da ativação de 

outras células. A figura 9 mostra que, embora tenha havido um aumento da 

produção de citocinas quando as células foram estimuladas com LPS, o nível de 

produção de citocinas não foi alterado na presença da temperatura febril.  
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Figura 9: Avaliação de Produção de Citocinas por DCs ao Final da Cultura. Células 
mononucleares foram cultivadas em presença de GM-CSF e IL-4 e no 5º dia 
foram submetidas às diferentes condições de cultura, conforme Materiais e 
Métodos Após a cultura a produção de IL-12p70, TNF-α and IL-10 em 
sobrenadante de cultura de DCs foi avaliada por ELISA. Para análise estatística 
foi realizado teste T pareado de DCs LPS x DCs LPS Febre ou DCs não 
estimuladas x DCs Febre. Todas as moléculas analisadas apresentaram p > 
0,05 na análise estatística contra seu controle e considerou-se que não houve 
alteração estatisticamente significativa. Barra representa média de 7 
experimentos realizados.  
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4.7 Efeito da temperatura febril sobre a atividade aloestimuladora de 

células dendríticas 

Nosso próximo passo foi verificar a atividade funcional de DCs através de 

seu potencial em ativar linfócitos T alogenêicos. CFSE é um corante fluorescente 

citoplasmático estável que segrega igualmente entre as células filhas após a 

divisão celular, possibilitando a análise da proliferação de linfócitos T in vitro. 

Observamos que embora não detectamos um aumento na produção de citocinas 

pelas DCs Febre ao final da cultura de diferenciação, essas células foram capazes 

de induzir um aumento na proliferação de células T alogenêicas em comparação 

com as DCs não estimuladas (Figura 10). Por outro lado, quando as DCs foram 

estimuladas com LPS e temperatura febril, o estímulo com calor não foi capaz de 

aumentar a capacidade de estimulação das células dendríticas, com relação à 

estimulação já induzida com LPS isolado (Figura 10).  

Surpreendentemente, entretanto, quando analisamos as sub-populações 

em proliferação observamos que, enquanto as DCs LPS induziram uma 

proliferação preferencialmente de linfócitos T CD4+, o estímulo com a temperatura 

febril modificou esse padrão, causando um aumento significativo na proporção de 

linfócitos T CD8+ em proliferação, representado pela razão CD4/CD8 (Figura 10). 

Entretanto, com relação às DCs não estimuladas com LPS, o estímulo com a 

temperatura não modificou o padrão de sub-populações em proliferação (Figura 

11). 
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Figura 10: Atividade aloestimuladora de células dendríticas: A: Células obtidas de co-
cultura de células dendríticas irradiadas e linfócitos T alogenêicos 
previamente incubados com CFSE foram analisadas em citometria de fluxo 
para avaliar a intensidade de fluorescência de CFSE após co-cultura, 
conforme descrito em Materiais e Métodos. Análise estatística através de 
teste T mostrou: Diferença estatisticamente significativa de DCs não 
estimuladas x DCs Febre (p = 0,0023); não houve diferença entre DCs LPS e 
DCs LPS Febre (p > 0,05). Barra representa média de 12 experimentos 
realizados. B: Histogramas representativos de 12 experimentos realizados. 
Asterisco indica diferença estatisticamente significativa. 

 

* 
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Figura 11: Sub-populações de linfócitos T alogenêicos estimuladas por DCs. A: 
Células obtidas de co-cultura de células dendríticas irradiadas e linfócitos T 
alogenêicos previamente incubados com CFSE foram analisadas em 
citometria de fluxo para avaliar a intensidade de fluorescência de CFSE após 
co-cultura, conforme descrito em Materiais e Métodos. Proliferação foi 
calculada por porcentagem de células que apresentaram diminuição na MFI 
de CFSE. A razão CD4/CD8 foi calculada dividindo-se a porcentagem de 
células CD4 em proliferação, pela porcentagem de células CD8 em 
proliferação. Maiores detalhes especificados em Materiais e Métodos. A 
análise foi realizada dentro da área delimitada na figura A, considerada como 
células que proliferaram. B: Análise estatística através de teste T mostrou: 
diferença estatisticamente significativa de DCs LPS e DC LPS Febre (p = 
0,0118); não houve diferença entre DCs Não Estimuladas e DCs Febre (p > 
0,05). Barra representa média de 10 experimentos realizados. Asterisco 
indica diferença estatisticamente significativa. 
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4.8 Efeito da Temperatura Febril sobre a Produção de Citocinas em Co-

culturas Alogenêicas 

A análise da produção de citocinas nas co-culturas de DCs e linfócitos T 

alogenêicos mostrou que culturas onde o estímulo com temperatura febril foi 

adicionado ao LPS para a ativação das DCs, um aumento na produção de IFN-γ 

foi detectado nas co-culturas com linfócitos T alogenêicos, em comparação ao 

detectado em co-culturas estimuladas por DCs ativadas somente com LPS (Figura 

12). Esse aumento de produção de IFN-γ não foi observado quando DCs Febre 

foram usadas como estimuladoras (Figura 13). A produção de IL-4 foi detectada 

somente em algumas co-culturas e somente quando as células estimuladoras 

foram DCs estimuladas com LPS. Quando existente, essa produção foi anulada 

frente ao estímulo com o calor em conjunto com LPS (Figura 13). As produções de 

IL-10, IL-12p70 ou TNF-α nas co-culturas não foram afetadas pela variação do 

estímulo de DCs. 
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Figura 12: Produção de citocinas em co-culturas alogenêicas de células dendríticas 

submeticas às diferentes condições de cultura e linfócitos T 
alogenêicos. Após a co-cultura, sobrenadantes foram coletados e a 
produção de citocina foi avaliada por ELISA. A figura mostra a produção em 
co-culturas alogenêicas com DCs não estimuladas e DCs estimuladas com 
temperatura febril, conforme descrito em Materiais e Métodos. Para análise 
estatística foi usado teste T pareado que mostrou: produção de IFN-γ (p = 
0,0253). Para todos as outras citocinas: p > 0,05. Barra representa média de 
10 experimentos realizados. Asterisco indica diferença estatisticamente 
significativa. 

* 
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Figura 13: Produção de citocinas em co-culturas alogenêicas de células dendríticas 

submetidas às diferentes condições de cultura e linfócitos T 
alogenêicos. Após a co-cultura, sobrenadantes foram coletados e a produção 
de citocina foi avaliada por ELISA. A figura mostra a produção em co-culturas 
alogenêicas com DCs não estimuladas e DCs estimuladas com temperatura 
febril, conforme descrito em Materiais e Métodos. Para análise estatística foi 
usado teste T pareado que mostrou: p > 0,05 para todas as citocinas 
analisadas. Barra representa média de 10 experimentos realizados.  
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4.9 Análise da Expressão de Heat Shock Protein (HSP) - 70 na Superfície 

Celular de Células Dendríticas 

A expressão de HSPs é aumentada como parte da resposta a diversos 

tipos de estresse. Diante disso, avaliamos se a expressão de HSP70 poderia estar 

aumentada na membrana de células dendríticas ao final da cultura. Observamos 

que, ao final de nossas culturas, não foi detectado HSP70 nas membranas dessas 

células, de maneira diferente das células controle (Figura 14). Portanto, as HSP70 

localizadas na membrana possivelmente não estão envolvidas no aumento da 

atividade estimuladora das DCs observada com o aumento da temperatura.  
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Figura 14: Análise da expressão HSP70 na superfície de células dendríticas. Células 
mononucleares foram cultivadas em presença de GM-CSF e IL-4 e no 5º dia 
foram submetidas às diferentes condições de cultura, conforme Materiais e 
Métodos. Após esse período, as células foram retiradas e marcadas com 
anticorpos anti- HLA-DR e CD11c, juntamente com anti-HSP70 e analisadas 
em citômetro de fluxo. A análise da porcentagem e MFI foi feita apenas na 
população HLA-DR+CD11c+, através do software CellQuest (Beckton & 
Dickson). 
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5 DISCUSSÃO 

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos da temperatura 

febril (39,5º C) na ativação e fenótipo de DCs, através da análise de expressão de 

moléculas coestimuladoras, capacidade de internalização de antígenos e 

produção de citocinas, assim como na resposta de linfócitos T induzida por estas 

células. Além de analisarmos os efeitos da febre isoladamente, também 

verificamos a modificação da resposta na presença de LPS, um PAMP (padrão 

molecular associado a patógeno) com conhecida capacidade de ativação de 

células dendríticas (TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003; FLACHER et al., 2006). Os 

resultados encontrados sugerem que a febre pode modular a expressão de 

moléculas coestimuladoras por células dendríticas, assim como modificar a 

resposta alogenêica induzida pelas DCs.  

 Antes de iniciar a análise dos efeitos da temperatura febril sobre as células 

dendríticas (DCs), nosso primeiro passo foi verificar as características fenotípicas 

das células geradas em nossas culturas. Os resultados encontrados 

demonstraram que as células geradas apresentavam as características fenotípicas 

de células dendríticas, conforme descrito na literatura (ROMANI et al., 1996; 

ZHOU e TEDDER, 1996; VERHASSELT et al., 1997), avaliadas através da análise 

de expressão de CD11c, HLA-DR, CD86 e CD40, e ausência de expressão do 

marcador de monócitos CD14. Interessantemente, as células dendríticas geradas 

em nossos estudos também apresentaram expressão de CD80 mesmo sem 

estímulo para ativação. De acordo com alguns relatos da literatura, a expressão 

da molécula CD80 em DCs só ocorre após estimulação (FREEDMAN et al., 1991; 

HATHCOCK et al., 1994; SLAVIK et al., 1999), o que estaria em aparente 

contradição com nossos dados. No entanto, diversos trabalhos realizados com 

células humanas geradas através de cultura in vitro apresentam a expressão de 

moléculas coestimuladoras, mesmo na ausência de ativação (BROSSAR e 

BRUGGER, 2000; PENG et al., 2006). Uma das hipóteses que poderiam explicar 

a expressão precoce da molécula CD80 em nossos experimentos pode ser a 
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metodologia das condições de obtenção de células dendríticas. Larsen et al. 

(1994), descrevem que a citocina GM-CSF induziu um aumento da expressão das 

moléculas CD80 e CD86 em DCs esplênicas murinas cultivadas e essa citocina 

também foi utilizada como fator de diferenciação em nossas culturas. A expressão 

precoce de CD80 também foi observada em estudos anteriores realizados em 

nosso laboratório, que demonstraram um aumento da expressão das moléculas 

coestimuladoras CD80 e CD86 em resposta ao aumento da concentração das 

citocinas IL-4 e GM-CSF na cultura (NEVES et al., 2003). 

 Além disso, os monócitos precursores utilizados em nossas culturas foram 

obtidos através de um processo de leucoferese, o qual pode ter contribuído para 

uma expressão precoce, embora de baixa magnitude, de moléculas 

coestimuladoras. É possível que um estresse inicial provocado pelo processo de 

leucoferese, adicionado à presença de citocinas no meio de cultura, possa ter 

contribuído para uma sinalização de expressão nas células geradas. A hipótese da 

expressão de moléculas coestimuladoras como resultado de um estresse 

associado a condições de culturas pode ser bastante razoável, quando 

consideramos que as células dendríticas, por sua natureza e função, devem estar 

sensíveis a qualquer alteração ambiental, visto que são elas as “sentinelas” do 

sistema imune (SHORTMAN e LIU, 2002). No entanto, a expressão das moléculas 

coestimuladoras observada nas DCs não estimuladas era muito baixa e teve um 

aumento marcante após estímulo com LPS, sugerindo que as DCs ainda não 

apresentavam um fenótipo de ativação antes da adição do estímulo, apesar da 

expressão precoce de CD80. 

 O efeito da temperatura febril pode ser analisado sob diversas condições de 

cultura ou condições experimentais. Grupos de trabalho que estudaram o efeito da 

temperatura sobre as DCs utilizaram períodos diferentes de estimulação, que 

variaram de 2 horas a 24 horas (OSTBERG; PATEL; REPASKY, 2000; OSTBERG 

et al., 2000, 2001; OSTBERG; KABINGU; REPASKY, 2003; TOURNIER et al., 

2003; YAN et al., 2006).  Com o intuito de determinar um delineamento a ser 

utilizado em nossos estudos, experimentos preliminares foram realizados 
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considerando diferentes períodos de exposição à temperatura febril, e o parâmetro 

escolhido para análise nesses experimentos preliminares foi a capacidade de 

estimulação alogenêica das DCs, uma vez que entendemos que este parâmetro 

indica a atividade das células dendríticas. Como se tratava de uma análise 

preliminar, apenas três experimentos foram realizados para a determinação do 

delineamento das condições de cultura. Observamos que a temperatura febril 

(39,5º C) era capaz de induzir um aumento da atividade aloestimuladora de DCs 

sobre linfócitos alogenêicos em todas as condições de cultura testadas. Além 

disso, também encontramos que os resultados apresentavam uma grande 

variabilidade, embora não excluíssem um efeito da febre sobre a atividade 

estimuladora das DCs. Contudo, esse aumento na atividade aloestimuladora das 

DCs geradas de monócitos humanos foi observado de maneira consistente, ou 

seja, em todos os indivíduos analisados, quando as células foram estimuladas por 

48 horas sob temperatura febril. Diante disso, esse período de estimulação foi 

escolhido para a continuidade de nossos estudos. 

 Após a definição do delineamento experimental, avaliamos se o período de 

estimulação escolhido poderia induzir algum efeito sobre a viabilidade celular ou 

rendimento final da cultura, até mesmo pela extensão de exposição a uma alta 

temperatura.  Além disso, a primeira hipótese a ser considerada é de que as 

observações encontradas em nossos experimentos preliminares, que indicaram 

um aumento da atividade aloestimuladora por DCs estimuladas por temperatura 

febril, poderiam ser em decorrência da presença de sinais de perigo liberados por 

células mortas na vizinhança. É descrito na literatura que células necróticas e 

células apoptóticas estressadas pelo calor são capazes de liberar proteínas de 

choque térmico, como por exemplo as gp96, HSP70 e HSP90, as quais podem ser 

consideradas “sinais de perigo” (BASU et al., 2000; MOSELEY, 2000; TODRYK et 

al, 2000). Nossos dados indicam que não houve redução do rendimento da cultura 

sob as diferentes condições, assim como também não foi observada morte celular 

por Azul de Trypan ou fragmentação de DNA por citometria de fluxo. Desta forma, 

observou-se que a temperatura e o período de estimulação utilizados não 

influenciaram a viabilidade das células da cultura.  
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 Um outro parâmetro sobre o qual a temperatura poderia atuar é a 

capacidade de internalização de antígenos pelas DCs. É conhecido que a função 

primordial de DCs imaturas é a captura de antígenos no momento inicial de 

exposição e, após a ativação, a perda da capacidade de internalização para iniciar 

a atividade de apresentação do antígenos para linfócitos T (OSTBERG e 

REPASKY, 2006).  Nossos resultados demonstraram que após o estímulo com 

LPS as células apresentaram uma diminuição da atividade endocítica, o que está 

de acordo com os conhecimentos prévios sobre ativação de DCs e internalização 

de antígenos. No entanto, a adição do estímulo febril, em células ativadas ou não 

com LPS, não induziu qualquer efeito sobre a capacidade de internalização dos 

complexos. 

A internalização de complexos Dextran-FITC pode ser modulada pela 

temperatura e estudos em outros tipos de APCs, como macrófagos peritoneais 

residentes, demonstraram que a elevação da temperatura em 40 ºC induziu um 

aumento da fagocitose em aproximadamente 40% (YOSHIOKA et al., 1990; VAN 

BRUGGEN; ROBERTSON; PAPADIMITRIOU, 1991; OSTBERG e REPASKY, 

2006). No entanto, os resultados encontrados em nossos estudos não revelaram 

um efeito visível do aumento da temperatura sobre a capacidade de endocitose de 

complexos Dextran-FITC pelas DCs. A ausência de efeito da temperatura febril 

observada em nossos experimentos pode indicar que a variação na temperatura 

não tenha causado um efeito perceptível sobre a internalização de antígenos 

através de receptores para manose, quando consideramos o efeito de um sinal de 

perigo (LPS), o qual induz uma marcante redução da função de captura em DCs. 

Diante da ausência de indícios de que os efeitos térmicos observados em nossos 

experimentos preliminares estavam associados à internalização dos complexos, 

resolvemos avaliar se os resultados observados sobre a atividade estimuladora de 

DCs poderiam estar relacionados com outros fatores, como o aumento da 

capacidade de apresentação antigênica através da expressão de moléculas 

coestimuladoras.  
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 Dentre as diversas moléculas coestimuladoras que participam da indução 

de resposta por células dendríticas, foram escolhidas as moléculas CD40, CD80 e 

CD86, devido ao seu importante papel na ativação da resposta imune. As 

moléculas CD80 e CD86 são essenciais na ativação de linfócitos T, já que se 

ligam ao receptor CD28, permitindo a estimulação das células. A interação do 

CD28 com as moléculas CD80 ou CD86 expressas por células apresentadoras de 

antígeno fornece um forte sinal coestimulador aos linfócitos T, resultando na 

indução de IL-2 e entrada no ciclo celular (CARRENO e COLLINS, 2002). Já a 

molécula CD40 exerce uma função vital na função de células dendríticas e tem 

sua expressão aumentada quando as DCs migram da periferia para os linfonodos 

drenantes, em resposta a um desafio microbiano (O’SULLIVAN e THOMAS, 

2003). A ligação do CD40 com seu ligante CD154, expressos por linfócitos T 

ativados induz a diferenciação final de DCs, através do aumento das moléculas 

coestimuladoras e moléculas de adesão. Além disso, a ligação do CD40 nas DCs 

induz a produção de IL-12 por estas células, que por sua vez induz a diferenciação 

de linfócitos T CD4+ para um fenótipo Th1, aumentando a proliferação de células 

T CD8+. (O’SULLIVAN e THOMAS, 2003). Desta forma, a investigação dessas 

moléculas poderia nos trazer indícios sobre uma possível modulação da febre 

sobre a resposta induzida por DCs.  

 Observamos que a estimulação das DCs com LPS sozinho causou um 

aumento significativo das três moléculas coestimuladoras analisadas. Tal aumento 

na intensidade de expressão das moléculas coestimuladoras já era esperado, uma 

vez que o LPS é um conhecido “sinal de perigo” e forte estimulador de DCs 

(VERHASSELT et al., 1997; KAISHO et al., 2001). Diante disso, foi possível 

constatar que, com relação às moléculas coestimuladoras, as DCs geradas em 

nossa cultura apresentavam a resposta prevista frente ao controle positivo 

escolhido.  

 Por outro lado, quando analisamos o efeito do estímulo febril sozinho sobre 

a expressão das moléculas coestimuladoras em DCs, observamos que somente a 

molécula CD40 apresentou um aumento significativo com relação às células não 
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estimuladas. No entanto, tal aumento, apesar de significativo, não foi da mesma 

magnitude do aumento observado com a estimulação por LPS, considerando a 

intensidade de fluorescência. Com relação às moléculas CD80 e CD86, não houve 

um aumento significativo em relação às DCs não estimuladas. Contudo, quando 

analisamos cuidadosamente os resultados, podemos observar que em alguns 

indivíduos ocorre certo aumento da intensidade de fluorescência do CD86, 

enquanto que em outros não há qualquer variação na expressão dessa molécula. 

Tal aumento observado em alguns indivíduos pode ser considerado de pequena 

magnitude, quando comparado ao aumento induzido pela presença de LPS, e não 

é possível afirmar se esta pequena variação na intensidade de fluorescência já 

seria suficiente para uma modificação da resposta. No entanto, é interessante 

compará-la à expressão da molécula CD80, que não variou em nenhum dos 

indivíduos analisados e apresentou uma expressão aparentemente uniforme. Já a 

molécula CD40 foi modulada em todos os indivíduos analisados, em maior ou 

menos proporção. Diante disso, podemos especular que o estímulo febril atuaria 

de maneira diversa entre as moléculas coestimuladoras, com participação mais 

evidente sobre a molécula CD40. Considerando que, diferentemente da expressão 

de CD86, que teve uma variação sutil em apenas alguns indivíduos e de CD80, 

que não variou, os resultados podem sugerir que a expressão de CD40 seria um 

dos mecanismos pelos quais a febre atuaria sobre as DCs.   

Uma vez que a expressão de CD40 está relacionada com a ativação de 

DCs e indução de resposta proliferativa, resolvemos confirmar os resultados 

preliminares obtidos quanto a indução de resposta alogenêica por DCs 

estimuladas com temperatura febril, investigando um maior número de indivíduos. 

Observamos que, assim como esperado, tanto nosso controle positivo (LPS), 

como a temperatura febril induziu um aumento na atividade de estimulação 

alogenêica por DCs, quando analisado um maior número de indivíduos. No 

entanto, apesar de acompanhado pelo aumento da expressão de CD40, não foi 

observada uma elevação da produção de citocinas na cultura de diferenciação de 

DCs após o estímulo febril ou na co-cultura de tais DCs com linfócitos T. Uma 

possível explicação para os dados encontrados, é a ausência, neste sistema, de 
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um fator associado à febre, isto é, um “sinal de perigo”. Ou seja, apenas a 

temperatura febril não seria suficiente para gerar uma resposta completa. No 

entanto, embora o sistema estabelecido em nossos estudos, de um estímulo 

isolado com temperatura febril, não represente uma situação real, ele pode nos 

sugerir indícios de que o estímulo febril é capaz de atuar diretamente e participar 

da modulação da resposta imune nas células dendríticas, inclusive através do 

aumento da expressão de moléculas coestimuladoras. 

 Nossos dados com relação à expressão de moléculas coestimuladoras 

indicaram um aumento da expressão de CD40 com o estímulo febril, o qual foi 

acompanhado de um aumento da indução de proliferação de linfócitos por DCs. 

No entanto, para que a resposta gerada pelas células dendríticas fosse efetiva, 

haveria a necessidade de uma ativação mais completa, como a que ocorre através 

de TLRs. (TAKEDA e AKIRA, 2001; KAISHO e AKIRA, 2002; TAKEDA; KAISHO; 

AKIRA, 2003).   Por exemplo, DCs podem expressar TLR4, que medeia o 

reconhecimento de LPS bacteriano e vários outros PAMPs (TAKEDA e AKIRA, 

2001; TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003). O reconhecimento de PAMPs por TLRs 

leva à ativação de fatores de transcrição NF-κB, assim como MAPKs (proteínas 

quinases ativadas por mitógenos), e consequentemente à regulação da expressão 

de citocinas e moléculas coestimuladoras nas células imune, controlando assim a 

ativação da resposta adaptativa (KAISHO e AKIRA, 2002; BARTON e 

MEDZHITOV, 2003).  

Deste modo, conforme observado em nossos resultados, o estímulo com 

LPS é capaz de induzir o aumento da expressão de moléculas coestimuladoras, 

seguido de aumento da atividade aloestimuladora e produção de citocinas, já que 

sua interação ocorre através de TLRs. Já a resposta induzida pelo estímulo febril 

isolado, onde a proliferação alogenêica não foi acompanhada do aumento da 

produção de citocinas, poderia ser explicada pela ausência de ativação através de 

TLRs, o que geraria uma resposta incompleta. Dentro dessa linha de raciocínio, é 

interessante citar um estudo realizado por Yan et al. (2006), que avaliou o efeito 

da hipertermia frente ao estímulo com LPS, demonstrando que a temperatura 
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febril (39,5 ºC) promoveu a expressão de TLR4 em DCs derivadas de medula 

óssea de camundongos, levando consequentemente ao aumento da produção das 

citocinas IL-6, IL-10 e IL-12. É possível que o estímulo febril seja um 

potencializador da resposta induzida por um “sinal de perigo”, modulando a 

expressão de CD40 e de TLR4. No entanto, o fator crítico para a ativação da 

resposta imune seria a ligação do PAMP ao TLR, evitando assim uma indução de 

atividade imune inespecífica ou não desejada.  

Portanto, os resultados observados mostraram que a temperatura febril 

isolada induz um aumento da expressão da molécula coestimuladora CD40, no 

entanto, tal aumento parece provocar uma resposta incompleta por DCs, já que a 

atividade aloestimuladora observada não foi acompanhada da produção das 

citocinas analisadas, ou seja, IFN-γ, IL-4, IL-10 ou IL-12. Além disso, não 

podemos excluir o efeito da temperatura febril sobre outras moléculas 

coestimuladoras que não foram analisadas no presente trabalho, tais como OX40-

L, CD70, 4-1BB-L (LADERACH; WESA; GALY, 2003; TARABAN; ROWLEY; AL-

SHAMKHANS, 2004; SCHUURHUIS et al., 2006; SANCHEZ et al., 2007;  

JENKINS et al., 2007).  

O aumento da expressão de CD40, acompanhado do aumento na indução 

de resposta alogenêica por DCs estimuladas com temperatura febril por 48 horas, 

encontrados em nossos estudos, estaria em aparente contradição quando 

comparados a outros trabalhos da literatura (TOURNIER et al., 2003; HATZFELD-

CHARBONNIER et al., 2007). De acordo com esses trabalhos, a temperatura febril 

por si só não é capaz de modificar ou induzir resposta na ausência de um estímulo 

microbiano (OSTBERT; KABINGU; REPASKY, 2003; PENG et al., 2006). A 

descrição de resultados contraditórios a respeito do papel da hipertermia também 

pode ser encontrada para outros tipos celulares, como nos trabalhos que 

demonstram que a elevação da temperatura pode aumentar (ZANKER e LANGE, 

1982; HAJTO, 1985; DOWNING e TAYLOR, 1987; OSTBERG et al., 2000) ou 

pode inibir (IZUMI;KOGA;MAETA, 1983; SITNICKA; OLSZEWSKI; LUKOMSKA, 

1993; SHEN et al., 1994;) a atividade citolítica de linfócitos T e células NK.  Na 
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análise dos resultados frente aos dados da literatura, devemos considerar as 

diferenças de condições de cultura entre os estudos, principalmente quando se 

trata de dados obtidos in vitro (OSTBERG et al., 2000). Nossos estudos foram 

realizados com um período de exposição febril superior aos períodos aplicados 

por outros autores, que variam de 2 horas a 24 horas (OSTBERG et al., 2000; 

OSTBERT; PATEL; REPASKY, 2000; OSTBERG et al., 2001; OSTBERG e 

REPASKY, 2006; TOURNIER et al., 2003; YAN et al., 2006). Poderíamos 

especular que apenas após um período extenso de exposição à temperatura febril, 

as DCs foram suficientemente estimuladas para a geração da resposta, 

reconhecendo a persistência de calor como um sinal. Tal explicação estaria de 

acordo com os nossos estudos preliminares, onde observamos que apenas após 

48 horas obtivemos uma resposta proliferativa presente em todos os indivíduos 

analisados. Também estaria de acordo com os dados citados por Peng e 

colaboradores, que descrevem um aumento da resposta de DCs proporcional à 

extensão da hipertermia, avaliada desde 4 horas até 48 horas de exposição ao 

calor (PENG et al., 2006) e por dados levantados por Ostberg et al. (2005), 

demonstrando que a fonte de DCs e a duração do estímulo térmico pode ser 

importante na detecção dos efeitos do estresse pelo calor sobre a maturação de 

DCs.  

Quando analisamos os efeitos da temperatura febril na presença de LPS, o 

papel exercido pela temperatura febril se mostrou mais relacionado com a 

modulação da resposta do que com o aumento ou diminuição de sua intensidade. 

Observamos que a febre potencializou uma resposta tipo Th1, através do aumento 

da produção de IFN-γ nas culturas alogenêicas e uma maior proporção de 

linfócitos T CD8+ nessas culturas, indicada pela razão calculada da porcentagem 

das subpopulações de linfócitos T nas culturas alogenêicas. Os resultados 

encontrados em nossos estudos são corroborados por outros dados da literatura, 

que também indicam um papel modulador da febre sobre a resposta de DCs a um 

estímulo microbiano. Em um trabalho recente realizado por Hatzfeld-Charbonnier 

et al. (2007) também foi encontrado que DCs humanas estimuladas com LPS 

induziam aumentada produção de IFN-γ em co-culturas com linfócitos T. Além 
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disso, Peng et al. (2006) mostraram que DCs estimuladas concomitantemente 

com estímulo microbiano e temperatura febril apresentavam um aumento da 

resposta Th1 e produção de IL-12. Embora nossos dados tenham mostrado um 

aumento na produção de IFN-γ nas culturas alogenêicas, não fomos capazes de 

identificar um aumento na produção de IL-12 por essas culturas, mesmo 

considerando o estímulo com LPS. Do mesmo modo, também não observamos tal 

aumento na análise de citocinas nas culturas de DCs após o estímulo com 

temperatura febril isoladamente.  A razão para a ausência de tal detecção pode 

estar relacionada a diversos fatores. Uma possibilidade é de que a cinética de 

produção das citocinas não tenha permitido a detecção das variações nas 

culturas. Nas co-culturas alogenêicas, detectamos apenas o aumento da produção 

de IFN-γ e aumento da proporção de linfócitos T CD8+, que são secundários à 

produção de IL-12 (PENG et al., 1996; BHARDWAJ et al., 1996; HEUFLER et al., 

1996; HILKENS et al., 1997). É possível que no momento do ensaio, a IL-12 

liberada já havia sido consumida pelas células. Também não houve um aumento 

significativo da produção de IL-10 após o estímulo com LPS, o que é descrito em 

muitos trabalhos. No entanto, diversos outros trabalhos também não encontraram 

tal aumento, sugerindo que esta resposta pode ser variável, de acordo com as 

condições de geração de DCs (JIANG et al., 2002; QI; DENNING; SOONG, 2003). 

Quanto ao estímulo febril, não foram encontradas diferenças significativas na 

produção de IL-10 entre as culturas estimuladas com LPS sozinho ou em conjunto 

com a temperatura febril.  A produção de IL-4 foi detectada apenas em alguns 

indivíduos. Interessante notar que em alguns indivíduos, houve aumento da 

produção desta citocina após estímulo com LPS, a qual foi reduzida frente à 

adição do estímulo com temperatura febril. Essa observação corrobora os dados 

encontrados, mencionados anteriormente, que sugerem a modulação da resposta 

para um fenótipo Th1, induzida pela temperatura febril.  Quanto ao TNF-α, houve 

detecção de um aumento após o estímulo com LPS, conforme esperado, mas não 

houve variação frente ao estímulo concomitante com a temperatura febril.  

Assim como observado em nosso estudo, Peng et al. (2006) também 

encontraram um sinergismo na indução de resposta Th1 induzido pelo estímulo 
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com temperatura febril e seus resultados indicam uma participação da molécula 

CD40, que está envolvida na diferenciação de linfócitos T CD8+ 

(SCHOENBERGER et al., 1998; TOE et al., 1998; CLARKE, 2000; KELLEHER e 

BEVERLY, 2001).  Como já mencionado anteriormente, em nossos estudos 

realizados com a temperatura febril sozinha, a expressão de CD40 também foi 

modulada. No entanto, quando analisamos a expressão de CD40 nas células 

dendríticas estimuladas pelo calor juntamente com LPS, não observamos um 

aumento na sua expressão. Na verdade, ao analisarmos de um modo mais 

cuidadoso, observamos que alguns indivíduos apresentam uma marcante 

diminuição da expressão da molécula CD40. Interessantemente, esse fenômeno 

também é descrito nos estudos de Peng et al. (2006) e os dados revelados em 

seu trabalho indicam que essa diminuição da expressão se deve à co-localização 

de CD40 e HSP70 endógena na membrana celular, o que mascararia a ligação de 

anticorpos anti-CD40 para a citometria de fluxo. No presente estudo, não tivemos 

a oportunidade de avaliar se em nossas células também ocorre uma co-

localização entre CD40 e HSP70.  Além disso, quando avaliamos a expressão de 

HSP70 de membrana nas superfícies das células, não encontramos diferença na 

expressão dessas moléculas. No entanto, uma vez que a temperatura febril 

isoladamente exerceu um efeito sobre a expressão da molécula CD40, e frente ao 

tipo de resposta induzida, ou seja, aumento da proporção de linfócitos T CD8+ e 

IFN-γ, a indução da co-localização, encontrada por Peng et al (2006), poderia ser 

o mecanismo envolvido na resposta encontrada em nosso estudo.  

Um outro aspecto de nosso trabalho que deve ser discutido é o fato de 

nossos resultados apresentarem apenas leves diferenças, embora significativas, 

quando analisadas no conjunto de indivíduos. Quando avaliamos os dados 

individualmente, observamos que alguns de nossos indivíduos não apresentaram 

resposta, enquanto que outros apresentam uma resposta bastante significativa. É 

bastante provável que a resposta a esses estímulos seja variável, de acordo com 

a população estudada, com alguns indivíduos apresentando uma resposta mais 

proeminente do que outros. Corroborando essa hipótese, trabalhos realizados com 

diferentes linhagens de animais também demonstram uma variação de resposta 
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inflamatória frente à hipertermia e/ou estímulos microbianos. Ostberg et al. (2000) 

mostraram um efeito linhagem-específico da hipertermia sobre a resposta 

inflamatória, com um aumento significativo da produção de TNF-α e IL-6 em 

camundongos BALB/c, enquanto não houve diferença na produção da citocina por 

camundongos C57BL/6. Além disso, a expressão de TLRs em DCs é diferente 

entre essas duas linhagens, causando uma produção distinta de citocinas em 

resposta ao estímulo com LPS (LIU et al., 2002). Portanto, é interessante que por 

vezes não analisemos os dados apenas no contexto de uma população única, 

mas de subgrupos de indivíduos, considerando que estamos diante de uma 

população bastante diversa e heterogênea. Tal situação é perfeitamente explicável 

dentro da grande variabilidade de nossa população e ainda mais quando 

consideramos a diversidade de resposta que pode ser gerada pelas células 

dendríticas (OSTBERT et al., 2000; LIU, 2002). Portanto, é imprescindível termos 

sempre em mente que quando estudamos seres humanos estamos lidando com 

diversas subpopulações (sejam elas ambientais, genéticas, comportamentais) e 

muitas vezes torna-se difícil a homogeneização de tais resultados. Além disso, a 

dificuldade de encontrarmos uma associação simplificada ou direta dentre os 

dados encontrados em nossos estudos pode estar relacionada à complexidade da 

resposta imune frente a diferentes estímulos e microambientes locais.  

Contudo, em conjunto com as observações encontradas em animais 

ectotérmicos (KLUGER; RINGLER; ANVER, 1975; COVERT e REYNOLDS, 1977) 

e camundongos (JIANG et al., 2000), a relevância de mecanismos de 

aquecimento exógeno na sobrevivência contra infecções não pode ser negada 

(OSTBERG; PATEL; REPASKY, 2000). No entanto, devemos ser cuidadosos ao 

extrapolarmos os dados encontrados em nossos estudos, assim como os demais 

trabalhos com hipertermia in vitro ou in vivo publicados, e não compará-los 

diretamente aos fenômenos ocorridos em um processo natural de febre. Por 

exemplo, o tratamento com hipertermia aplicado externamente in vivo, “contorna” 

os eventos neurológicos, imunológicos e bioquímicos que normalmente levam a 

febre (KLUGER, 1991). Além disso, o estímulo febril isolado, aqui utilizado para 

avaliar sua possível aplicação em protocolos terapêuticos, não representa uma 
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situação fisiológica, pois a febre está associada à presença de um fator 

desencadeador, como no caso de uma infecção e consequentemente “sinais de 

perigo” que se ligam a TLRs. No entanto, os dados encontrados em nossos 

estudos sugerem indícios de que a hipertermia pode ser auxiliar em protocolos 

clínicos terapêuticos, assim que for alcançado um melhor entendimento desses 

fenômenos e da variabilidade associada.   

O mecanismo pelo qual a febre exerce os efeitos encontrados em nossos 

estudos não pôde ser elucidado ainda, mas os dados são indicativos de que esteja 

relacionado com a interação da molécula CD40, já que ela parece ser o elo de 

ligação entre todos os fenômenos encontrados em nossas investigações e os 

dados da literatura. Diante disso, a avaliação da interação entre CD40 e o 

aumento da temperatura, com possível participação de TLRs pode ser o caminho 

para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na interação entre a 

febre e o sistema imune, assim como de seu papel na modulação da resposta a 

patógenos ou outros estímulos. 
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6  CONCLUSÕES 

 
Observamos que:  
 
 
- A temperatura febril não afetou a viabilidade, atividade endocítica e secreção de 

citocinas TNF-α, IL-10 e IL-12p70 por DCs ao final da cultura de 

diferenciação/maturação. 

 

- Dentre as moléculas coestimuladoras analisadas, foi observado um aumento da 

expressão de CD40 em DCs estimuladas com temperatura febril isoladamente, 

mas esse aumento não foi observado em DCs coestimuladas com LPS. Não foram 

observadas variações significativas na expressão de CD80 e CD86 por DCs 

estimuladas com temperatura febril isoladamente ou em conjunto com LPS. 

 

- A expressão de HSP70 na membrana de DCs não apresentou variação frente 

aos diferentes estímulos. 

 

- A análise da atividade aloestimuladora de DCs mostrou que as células 

estimuladas com temperatura febril isoladamente apresentou aumento da 

atividade aloestimuladora, mas tal aumento não foi acompanhado de variação na 

produção de citocinas em co-cultura. DCs estimuladas com LPS e temperatura 

febril induziram aumento da produção de IFN-γ e foi observada uma maior 

proporção de linfócitos T CD8+ nas co-culturas alogenêicas, sugerindo o 

favorecimento de um fenótipo tipo Th1. 

 

Em conjunto, os resultados indicam que a temperatura febril pode modular 

o fenótipo e a função de DCs humanas derivadas de monócitos sangüíneos.  
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ANEXO 

Tampão hipotônico HSF 

0,1 % de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 

0,1 % de Citrato de Sódio 

50 µg/mL de iodeto de propídeo (BD PharmingenTM) 

Tampão PBS – Salina tamponada com Fosfato (Solução estoque 10x 

concentrada) 

Na2PO4 (Sigma-Aldrich) 14,2 g 

NaH2PO4 (Sigma-Aldrich) 3,6 g 

HCL (Sigma-Aldrich) 82,0 g 

H2O QSP 1000 ml 

Tampão PBS -BSA 

Tampão PBS contendo 0,1% de albumina sérica bovina (BSA) (Gibco Life 

Technologies) 

Tampão para Citometria 

PBS 1000 ml 

Albumina sérica bovina (Gibco Life 

Technologies) 

5,0 g 

Azida Sódica (Synth, Diadema, SP Brasil) 1,0 mg 
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Tampão de Lise de Hemácias 

Tampão Cloreto de Amônio  

NH4Cl   (Sigma-Aldrich) 2,14g 

Água deionizada              250mL 

 

Tampão Tris (pH 7,3)  

Tris-base   (hydroxymethyl aminometano) 
(Gibco Life Technologies)                        

 1,025g 

Água deionizada              50mL          

 

Preparar na hora do uso misturando-se 1 volume de Tris para 9 volumes de 

cloreto de amônio. 

Tampões para ELISA 

Tampão de Captura  

pH 9,5 

NaHCO3 (Sigma-Aldrich) 8,4 g  

Na2CO3 (Synth) 3,56 g 

H2O QSP 1000 ml 

Tampão PBS – ELISA  

pH 7,0 

NaCl (Sigma-Aldrich) 80g 

Na2HPO4 (Sigma-Aldrich) 11,6 g 

KH2PO4 (Sigma-Aldrich) 2,0 g 

KCL (Sigma-Aldrich) 2,0 g 

H2O QSP 1000 ml 
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Tampão de Diluição 

PBS-ELISA contendo 10% de Soro Bovino Fetal (Gibco Life Technologies) 

Tampão de Lavagem 

PBS-ELISA contendo 0,5% de Tween 20 (Sigma-Aldrich) 

 

 


