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RESUMO 
 

SULCZEWSKI, F.B. Influência das Vias de Sinalização de STAT3 e STAT6 em 
Células Dendríticas Convencionais do Tipo 1 e 2 na Instrução da Polarização da 
Resposta de Células T Auxiliares [149 páginas. Tese (Doutorado em Biologia da 
Relação Patógeno-Hospedeiro)]. Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo; São Paulo, 2021.  
 

No baço de camundongos encontram-se principalmente dois subtipos de 
células dendríticas convencionais (cDCs) conhecidas como cDC1s e cDC2s. As 
cDC1s expressam o receptor endocítico DEC205 e a cadeia alfa do receptor CD8 
(DEC205+CD8α+), enquanto as cDC2s expressam o receptor endocítico DCIR2, mas 
não expressam a molécula CD8α (DCIR2+CD8α-). As cDC1s tem capacidade de 
promover respostas de linfócitos T CD4 e também T CD8+ pois são capazes de fazer 
apresentação cruzada de antígenos extracelulares. Já as cDC2s estão mais 
associadas com a instrução de células T CD4+. Recentemente, através do 
direcionamento de um antígeno para cada um desses subtipos utilizando anticorpos 
monoclonais quiméricos, identificamos que cDC1s e cDC2s induzem respostas 
distintas de células T auxiliares. Então, para entender melhor os mecanismos que os 
diferentes subtipos de cDCs utilizam para induzir as distintas respostas, neste estudo 
avaliamos o papel das vias de sinalização de STAT3 e STAT6 em cDC1s e cDC2s. O 
objetivo foi estudar a influência dessas vias de sinalização na capacidade que cada 
subtipo de DC possui de instruir respostas de células T auxiliares. Para isso, utilizamos 
camundongos em que a molécula STAT3 é deletada especificamente nas DCs e 
camundongos STAT6 nocaute. Inicialmente avaliamos se a deleção de STAT3 ou de 
STAT6 prejudicaria a diferenciação de cDCs. Os resultados mostram que os números 
de cDC1s e cDC2s esplênicas dos camundongos deficientes de STAT3 ou STAT6 
foram semelhantes aos animais controle. Também foi avaliado se essas vias de 
sinalização alteram a maturação de cDCs analisando a expressão de moléculas 
coestimulatórias após a administração de um adjuvante: tanto as cDCs deficientes de 
STAT3 quando as cDCs deficientes de STAT6 sofrem maturação de forma 
semelhante às cDCs que sinalizam pelas vias de STAT3 e STAT6.  Para estudar a 
influência das vias de STATs na instrução de células T CD4+ por ambos os subtipos 
de cDCs in vivo, utilizamos a estratégia de direcionamento de antígenos para cDC1s 
e cDC2s via os receptores DEC205 e DCIR2, respectivamente. Nossos resultados 
mostram que, na ausência da via de sinalização de STAT3, o direcionamento de 
antígenos para cDC2s induziu frequências similares de células TFH entre os grupos 
que sinalizam ou não via STAT3. No entanto, a respostas de células TH1 e TFH 
promovidas após o direcionamento de antígenos para cDC1s foram significativamente 
menores nos camundongos deficientes de STAT3. Por outro lado, na ausência da 
sinalização por STAT6, quando o antígeno foi direcionado para cDC2s, as respostas 
de células TFH, de células B do centro germinativo estavam significativamente 
menores. Com isso, pode-se concluir que a sinalização de STAT3 e STAT6 não 
controla a diferenciação nem a maturação de cDCs esplênicas. No entanto, a via de 
sinalização de STAT3 estimula cDC1s a promoverem respostas de células TH1 e de 
células TFH, enquanto a via de STAT6 modula a promoção de respostas mediadas por 
cDC2s. 
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ABSTRACT 

SULCZEWSKI, F.B. Influence of STAT3 and STAT6 Signaling Pathways in 
Conventional Type 1 and 2 Dendritic Cells to Prime Auxiliary T Cell Responses 
[149 p. PhD Thesis (Parasitology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo; São Paulo, 2017.  

 
In the murine spleen there are mainly two subsets of conventional dendritic cells 

(cDCs), one that expresses the endocytic receptor DEC205 and the alpha chain of the 
CD8 molecule (DEC205+CD8α+), it is known as conventional type 1 dendritic cell 
(cDC1); another subset expresses the endocytic receptor DCIR2, but not CD8α 
molecule (DCIR2+CD8α-), it is known as the conventional type 2 dendritic cell (cDC2). 
cDC1s are able to prime both CD4+ and CD8+ T lymphocytes via antigen cross-
presentation of extracellular antigens. cDC2s are more associated with CD4+ T cell 
responses. Recently, using a strategy of antigen targetingn to each of these subsets 
of cDCs with chimeric monoclonal antibodies, we have identified that cDC1s and 
cDC2s prime different T helper cell responses. So, to better understand the 
mechanisms that cDC1s and cDC2s use to promote different responses, in this study 
we evaluated the role of STAT3 and STAT6 signaling pathways in cDC1s and cDC2s. 
The aim was to study the influence of these signaling pathways on the ability that each 
DC subset has to promote T helper cell responses. For this, we used mice in which the 
STAT3 molecules are deleted in the cDCs and STAT6 knockout mice. Initially, we 
measured whether STAT3 or STAT6 depletion would impair the differentiation of 
splenic cDCs, the results showed that the numbers of splenic cDC1s and cDC2s in  
STAT3- or STAT6-deficient mice were similar to the control group. We also analyzed 
whether these signaling pathways regulate the maturation of cDCs by analyzing the 
expression of costimulatory molecules after administration of an adjuvant, both STAT3- 
and STAT6-deficient cDCs matured similarly to fully competent cDCs. To study the 
influence of STAT signaling pathways in cDC1s and cDC2s function to prime T helper 
cells responses in vivo, we used a strategy of antigen targeting to cDC1s and cDC2s  
via  DEC205 and DCIR2 receptors, respectively. Our results showed that in the 
absence of the STAT3 signaling pathway, antigen targeting to cDC2s induced similar 
frequencies of TFH cells between the groups that signal or not via the STAT3. In 
addition, the responses of Th1 and TFH cells promoted after antigen targeting to cDC1s 
were significantly lower in STAT3-deficient mice. On the other hand, when antigens 
were targeted to cDC2s in STAT6 KO mice, the responses of TFH cells, germinal center 
B cells were significantly lower. Thus, STAT3 and STAT6 signaling do not control the 
differentiation or maturation of splenic cDCs. The STAT3 signaling pathway stimulates 
cDC1s to promote Th1 and TFH cell responses. STAT6 modulates the promotion cDC2-
mediated responses. 

Keywords: Dendritic cell, Antigen targeting, DC subsets, Cellular immune 
response, Humoral immune response. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 Células Dendríticas 

As células dendríticas (DCs) foram descobertas em 1973 por Ralph Steinman 

e Zanvil Cohn na Universidade de Rockfeller no Estados Unidos. Essas células foram 

inicialmente descritas a partir de células de baço de camundongo como células semi-

aderentes com a presença de inúmeros dendritos e poucos lisossomos (STEINMAN; 

COHN, 1973). A caracterização das funções das DCs iniciou-se com estudos de 

reação mista de linfócitos, onde os linfócitos foram misturados com DCs halogênicas 

purificadas ou com leucócitos presentes no sangue de camundongos. As DCs 

purificadas foram capazes de promover a proliferação de linfócitos em uma escala 100 

mais maior que os leucócitos totais presentes no sangue (STEINMAN; WITMER, 

1978). Mais tarde, as DCs foram classificadas como células apresentadoras de 

antígenos (APCs) por serem capazes de adquirir antígenos, apresentá-los às células 

T e promover a expansão clonal de células antígeno-específicas (CABEZA-

CABRERIZO et al., 2021; NUSSENZWEIG et al., 1980). 

Desde a descoberta das DCs, muito esforço foi empregado para melhor 

caracterizar a biologia e a função dessas células. Atualmente, sabe-se que as DCs 

estão localizadas tanto em tecidos linfoides e como em tecidos não-linfoides, em 

diferentes espécies, e exercem um papel central na vigilância imunológica, sendo 

células que conectam o sistema imune inato ao sistema imune adaptativo (CABEZA-

CABRERIZO et al., 2021; STRIOGA et al., 2013). Elas expressam diversos receptores 

de reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos e a danos, bem 

como receptores de endocíticos (AMORIM, K. N. S. et al., 2016). Assim, quando as 

DCs entram em contato com patógenos e/ou células mortas, elas capturam e 

processam esses antígenos, passando por um processo chamado de maturação. A 

maturação das DCs consiste no aumento da expressão das moléculas 

coestimulatórias, MHCII e citocinas para que essas células migrem e apresentam 

antígenos eficientemente às células T (MELLMAN; STEINMAN, 2001; PATENTE et 

al., 2018).  

Uma importante característica das DCs é a capacidade que essas células 

possuem de migrar. Quando maduras, as DCs que se localizam em tecidos não-

linfoides, expressam o receptor de quimiocina CCR7 que, a partir de um gradiente de 

concentração, estimula a migração dessas células para os órgãos linfoides 



 

 

secundários como os linfonodos, levando os antígenos que foram capturados no 

tecido (EISENBARTH, 2019). As DCs apresentam esses antígenos e interagem com 

as células T nos órgãos linfoides secundários no interior das zonas de células T 

(LEWIS et al., 2019). Assim, as DCs controlam e coordenam a instrução da resposta 

imune adaptativa, pois além de fornecer os sinais necessários para a ativação das 

células T, também são capazes de promover diferentes respostas de células T 

auxiliares. dependendo de quais moléculas coestimulatórias e quais citocinas são 

expressas durante a interação com a células T. Nesse sentido, as DCs são 

consideradas APCs profissionais por serem especializadas na instrução de células T 

virgens em células T efetoras (STEINMAN, 2007; YIN et al., 2021) 

 

1.2 Ontogenia e Classificação de DCs  

 

As DCs estão presentes em tecidos distintos do organismo, tanto de 

camundongos quanto humanos, podendo expressar diferentes marcadores e 

receptores em sua membrana, dependendo de sua localização (MERAD et al., 2013). 

Dessa forma, ao longo do tempo, diferentes células foram agrupadas e chamadas de 

DCs (SHORTMAN; LIU, 2002). Atualmente, as DCs que foram inicialmente 

identificadas como APCs especializadas na instrução de resposta de células T são 

classificadas como células dendríticas convencionais (cDCs). Por sua vez, as cDCs 

são ainda subdivididas em dois subtipos que divergem entre si pela sua ontogenia, 

função e expressão de receptores de membrana, as células dendríticas convencionais 

do tipo 1 (cDC1s) e as células dendríticas convencionais do tipo 2 (cDC2s) 

(GUILLIAMS et al., 2014).  Além disso, há DCs que possuem uma baixa capacidade 

de apresentar antígenos, mas são especializadas na expressão de interferons do tipo 

I, respondendo rápida e eficientemente a infecções virais, sendo chamadas de células 

dendríticas plasmocitoides (pDCs) (LEYLEK; IDOYAGA, 2019). 

Nos últimos anos, a classificação das DCs em diferentes subtipos vem sendo 

associada ao processo de diferenciação de cada um dos subtipos a partir de 

precursores mieloides e linfoides da medula óssea (GUILLIAMS et al., 2014). As 

células-tronco hematopoiéticas originam os precursores mieloides comuns (CMPs) 

que são precursores para o desenvolvimento de linhagens de DCs e de monócitos 

(FOGG et al., 2006). A linhagem de DCs e a linhagem monocítica são atualmente 



 

 

consideradas completamente distintas. A linhagem monocítica começa com a 

diferenciação dos CMPs para o precursor comum de monócitos (cMoP). O CMoP está 

associado a geração de monócitos, macrófagos e células inflamatórias derivadas de 

monócitos (também chamadas de DCs derivadas de monócitos ou moDCs, que 

atualmente não são consideradas DCs) (GRETER et al., 2012; HETTINGER et al., 

2013). A diferenciação de DCs inicia-se quando CMPs são diferenciados em 

precursores comuns de DCs (CDPs) (NAIK et al., 2007; ONAI et al., 2007). CDPs 

diferenciam-se em células conhecidas como pré-DCs que completam o seu processo 

de diferenciação para DCs imaturas (LIU et al., 2009). Além disso, nos últimos anos, 

pré-cDC1s ou pré-cDC2s já comprometidos com a sua diferenciação final em cDC1 e 

cDC2 foram identificados em camundongos e humanos. Eles são originados de pré-

cDC não comprometidas que dão origem a pré-cDC1s ou pré-cDC2s, processo 

denominado pelos autores de “priming de células dendríticas” (SCHLITZER et al., 

2015; SEE et al., 2017). Ainda não sabemos os mecanismos que coordenam o 

comprometimento de pré-cDC em pré-cDC1 e pré-cDC2, nem mesmo conhecemos 

os fatores de transcrição que controlam essa etapa da ontogenia. A figura 1 resume 

as principais etapas do processo de diferenciação de DCs. 

 

 

 



 

 

 

Figura 1 - Classificação e Ontogenia de DCs. Esquema de classificação atual de DCs 
baseado na diferenciação a partir de precursores da medula óssea. A célula-tronco hematopoiética 
diferencia-se em precursor mieloide comum (CMPs) que origina o precursor comum de monócitos 
(CMoP) e o precursor comum de DC (CDP). O CDP se diferencia em pDC ou pré-cDC que 
posteriormente se diferencia em cDC1 ou cDC2. pDC também pode se diferenciar a partir de 
precursores linfoides comuns (CLP). As MoDC, os monócitos e os macrófagos se originam a partir de 
precursores da linhagem monocítica diferentes dos precursores de DCs. Ainda, macrófagos e células 
de Langherans se diferenciam de precursores embriogênicos. Fonte: (EISENBARTH, 2019) (adaptada) 

 

Interessantemente, pré-cDCs foram encontradas fora da medula óssea em 

tecidos como o sangue e a mucosa intestinal. Nesses locais, as pré-cDCs ainda 

possuem uma capacidade proliferativa remanescente. Usando camundongos 

Clec9aConfetti, nos quais cada clone de DC é marcado por uma coloração específica, 

Cabeza-Cabrerizo e colaboradores mostraram que as cDCs se localizam na mucosa 

intestinal em agrupamentos celulares da mesma cor, sugerindo que essas células 

agrupadas são clonalmente relacionadas, provavelmente originadas de um mesmo 

precursor. Seu estudo também evidencia que as cDCs agrupadas são geradas por 

pré-cDCs já comprometidos em cDC1 ou cDC2 (precursores pré-cDC1 e pré-cDC2) 

porque as cDCs próximas são geralmente do mesmo subtipo (CABEZA-CABRERIZO 

et al., 2019). 

Com isso, esses dados evidenciam que ambas as cDC1s e cDC2 terminam sua 

diferenciação no tecido, destacando a hipótese de que o microambiente local pode 

modular a função das cDCs. De fato, uma comparação sistemática do transcriptoma 



 

 

de cDCs linfáticas com o transcriptoma de cDCs do pulmão e da pele mostrou que, 

em humanos, as cDCs do pulmão e da pele adquiriram programas de transcrição 

específicos devido a sinais locais (HEIDKAMP et al., 2016). No entanto, esses dados 

também indicam uma expressão conservada de fatores de transcrição relacionados 

às assinaturas ontogenéticas de cada subtipo de cDCs, como a expressão de IRF8 

em cDC1s e IRF4 em cDC2s (GUILLIAMS et al., 2016; HEIDKAMP et al., 2016). 

Diferentes fatores de transcrição são expressos durante a ontogenia de cDC1 

e cDC2. Alguns dos fatores de transcrição importantes para o desenvolvimento de 

cDC1s são: fator regulador de interferon 8 (IRF8), inibidor de proteína de ligação de 

DNA ID2, fator transcricional de zipper de leucina básico ATF-like 3 (BATF3) e 

proteína reguladora por fator nuclear interleucina (IL)-3 (NFIL3) (HILDNER et al., 2008; 

KASHIWADA et al., 2011; SICHIEN et al., 2016). Por outro lado, alguns dos fatores 

de transcrição importantes para o desenvolvimento de cDC2s são principalmente: 

proteína homóloga de entalhe de locus neurogênico 2 (Notch2), fator 4 semelhante a 

Kruppel (KLF4) e fator regulador de interferon 4 (IRF4) (LEWIS et al., 2011; PERSSON 

et al., 2013; SCHLITZER et al., 2013; TUSSIWAND et al., 2015). Inclusive, IRF8 e IR4 

foram eficientemente usados para identificar cDC1s e cDC2s em vários tecidos e 

espécies, sendo as cDC1s caracterizadas como MHCII+F4/80-CD64-

CD11c+CD26+XCR1hiCD172aloIRF8hiIRF4lo e as cDC2s como MHCII+F4/80-CD64-

CD11c+CD26+XCR1loCD172ahiIRF8loIRF4hi (GUILLIAMS et al., 2016). 

Classicamente, os estudos de desenvolvimento de DCs indicavam que as 

pDCs se diferenciavam de dois precursores, um precursor mieloide e um precursor 

linfoide, o CDP e o precursor linfoide comum (CLP), respectivamente. Cada uma 

dessas células seria capaz de originar uma pré-pDC que termina o seu processo de 

diferenciação em pDC (EISENBARTH, 2019). Nos últimos anos, tem-se mostrado 

cada vez mais, a origem linfoide das pDCs, pois elas expressam enzimas que 

promovem a recombinação das frações V-D-J do DNA dessas células (MUSUMECI et 

al., 2019; SATHE et al., 2014). Até o momento, os fatores de transcrição 

caracterizados por influenciarem a diferenciação de pDCs são principalmente:  

homeobox 2 de ligação à E-box do dedo de zinco (Zeb2), fator de transcrição 4 (Tcf4), 

BAF Subunidade 11A do complexo de remodelamento da cromatina (Bcl11a), fator de 

transcrição 1 relacionado à runx (Runx1) e fator de transcrição SpiB (SpiB) 

(ANDERSON et al., 2020). 



 

 

Com o desenvolvimento de novas tecnologias que permitiram a análise de 

células únicas, novos subtipos de DCs estão sendo caracterizados e outros deixaram 

de ser classificados como DCs. Há evidências indicando que a população de cDC2s 

de sangue periférico humano pode ser subdividida em cDC2s e em DC3, por 

apresentarem identidades transcricionais diferentes. Esse novo subtipo de cDC 

(cDC3) expressa CD163 e genes relacionados à inflamação aguda, incluindo CD14. 

Por outro lado, as células que não expressam CD163, CD14 e genes relacionados 

com inflamação corresponderiam a cDC2s clássicas (BOURDELY et al., 2020; 

DUTERTRE et al., 2019; VILLANI et al., 2017). Muito pouco se sabe sobre a ontologia 

de DC3s. Dutertre et. argumenta que as cDC2s surgem de um precursor de pré-cDCs 

que pode estar relacionado à sua diferenciação em DC3s devido à sua similaridade 

transcricional e porque as DC3s aumentam sua frequência quando o ligante FLT3 

(citocina que promove a diferenciação de cDCs) é administrado em camundongos. 

Contudo, Bourdely e colaboradores mostram que as DC3s não se diferenciam do 

mesmo precursor comum DCs (CDP) que origina as cDC1s e as cDC2s. Os dados 

deste grupo mostram também que as DC3s se diferenciam de progenitores que 

expressam Clec12a, sendo um progenitor com capacidade de gerar DCs e 

macrófagos de maneira dependente de GM-CSF e independente de FLT3L 

(BOURDELY et al., 2020). 

Além disso, dois subtipos de cDC2 foram identificados em camundongos. 

Nesses animais, as cDC2s podem ser subdivididas de acordo com a expressão de 

fatores de transcrição como T-bet (cDC2A) e Ror-γt (cDC2B), que foram associados 

a respostas anti- e pró-inflamatórias, respectivamente. Além disso, cDC2s 

inflamatórias em camundongos foram descritas em infecções por vírus no pulmão e 

infecções bacterianas e por nematoides na pele (BROWN et al., 2019). Bosteels e 

colaboradores mostraram que as cDC2s inflamatórias são transcricionalmente 

diferentes dos cDC2s. Elas adquiriram a expressão de receptores Fc (CD64 e MAR-

1) e IRF8 através de uma via de sinalização do interferon tipo 1 (BOSTEELS et al., 

2020; BROWN et al., 2019). 

Ainda é possível adicionar mais complexidade ao entendimento da linhagem 

das DCs ao considerarmos as DCs transicionais (tDCs). As tDCs são células 

AXL+SIGLEC6+ que expressam genes relacionados tanto a pDCs como a cDCs. As 

tDCs são caracterizadas por uma expressão aumentada de CD123 e uma expressão 

diminuída de MHC classe II no sangue humano e em tecidos linfoides de camundongo 



 

 

(ALCANTARA-HERNANDEZ et al., 2017; LEYLEK et al., 2019). Dados recentes 

sugerem que as tDCs têm uma programação genética intermediária entre cDC2s e 

pDCs, mas não mostram uma relação de diferenciação em pDCs nem cDCs (LEYLEK 

et al., 2020). 

As DCs derivadas de monócitos (MoDCs), também chamadas de DCs 

induzidas (iDCs), se diferenciam a partir de monócitos em ambientes inflamatórios, 

principalmente via sinalização de GM-CSF. Apesar de serem capazes de apresentar 

antígenos, atualmente refere-se a essas células como células inflamatórias derivadas 

de monócitos, pois elas não se diferenciam de precursores mieloides responsáveis 

pela ontogenia de DCs (EISENBARTH, 2019; GUILLIAMS et al., 2014). Da mesma 

forma, as células de Langerhans (LCs), que incialmente também eram consideradas 

pertencentes a linhagem de DCs, atualmente não são mais consideradas DCs por 

serem derivadas de precursores embrionários (CARPENTIER et al., 2016; 

EISENBARTH, 2019; GUILLIAMS et al., 2014). Assim, ainda não entendemos 

totalmente a classificação e a ontogenia de diferentes subtipos de DCs conhecidos 

até o momento, principalmente os subtipos tDC e DC3. Novas pesquisas são 

necessárias para entendermos melhor esse assunto e esclarecer não apenas as 

diferentes classificações de DCs, mas também suas funções e ontogenia. 

Dessa forma, neste trabalho utilizamos as definições e classificações de DCs 

que estão estabelecidas e caracterizadas e que, até o momento, são aceitas pela 

comunidade científica, considerando que as cDCs são subdivididas em cDC1 e cDC2. 

Além disso, também consideramos que as cDCs são os principais subtipos que 

promovem a resposta de células T virgens e, por isso, focaremos nosso estudo nesses 

dois subtipos de DC. Análises transcricionais indicam que as cDC1s e as cDC2s 

possuem identidades transcricionais diferentes, destacando que podem ter repertórios 

gênicos específicos e utilizar diferentes vias de sinalização celular para controlar e 

regular as suas funções (LEYLEK et al., 2020; SEE et al., 2017). Além disso, as cDC1s 

e as cDC2s diferem entre si pela sua capacidade de reconhecer diferentes antígenos 

por meio de sua expressão diferencial de receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs). As cDC1 e cDC2s esplênicas de camundongos expressam diferentes 

receptores semelhantes a toll (TLR): TLR3 é principalmente expresso em cDC1s e 

TLR5 e TLR7 são preferencialmente expressos em cDC2s (EDWARDS et al., 2003). 

Além disso, as cDC1 e as cDC2s esplênicas também expressam diferentes receptores 

endocíticos, como DEC205, DCIR2 e CLEC9A, que são expressos por cDCs distintas 



 

 

(CHAPPELL et al., 2012; DUDZIAK et al., 2007). Com isso, as cDC1s e cDC2s podem 

possuir diferentes especializações para promover diferentes respostas de células T, 

em especial de células T auxiliares (células T CD4+). Nas seções a seguir, 

discutiremos as diferentes funções e especializações de cDC1s e cDC2s no baço de 

camundongos em promover respostas de células T auxiliares. 
 

1.2.1 Células Dendríticas Convencionais do Tipo 1 do Baço de Camundongo 
 

As cDC1s do baço de camundongos são classicamente caracterizadas pela 

expressão da cadeia alfa da molécula CD8, do receptor endocítico DEC205 (CD205) 

e, mais recentemente, do receptor de quimiocina XCR1 (DUDZIAK et al., 2007; 

GUILLIAMS et al., 2016). Em termos funcionais, as cDC1s são especializadas na 

apresentação cruzada de antígenos às células T CD8+, importante para a promoção 

de respostas a infecções virais e antitumorais (ALLAN et al., 2003; IYODA et al., 2002). 

As cDC1s possuem uma maquinaria completa que engloba desde a captura de células 

mortas ao processamento de antígenos em diferentes vias para que estes sejam 

apresentados em MHC de classe I (EMBGENBROICH; BURGDORF, 2018). 

No baço, as cDC1s estão estrategicamente localizadas para capturar antígenos 

do sangue e instruir a resposta de células T (EISENBARTH, 2019). O baço é um órgão 

linfoide secundário estruturado para filtrar o sangue e promover respostas imunes a 

antígenos nele presentes. Em termos estruturais, o baço de camundongos pode ser 

dividido em polpa vermelha e polpa branca. A polpa vermelha é o local por onde o 

sangue circula e onde as células do sistema imune capturam os antígenos. Por outro 

lado, a polpa branca é onde as respostas adaptativas são majoritariamente iniciadas, 

nas zonas de células T e B. Entre a polpa vermelha e a polpa branca há uma região, 

chamada de zona marginal, que controla a passagem de antígenos e células da polpa 

vermelha para a polpa branca (Figura 2A) (MEBIUS; KRAAL, 2005). As cDC1s 

esplênicas se localizam tanto na polpa vermelha (cDC1s migratórias) quanto na polpa 

branca (cDC1s residentes) do baço (Figura 2B). Recentemente, a migração 

intraesplênica de cDC1s foi melhor caracterizada. Quando maduras por algum 

estímulo inflamatório, as cDC1s da polpa vermelha migram para a polpa branca, mais 

especificamente para a região central da zona de células T(Figura 2C) (CALABRO; 

GALLMAN; et al., 2016; CALABRO; LIU; et al., 2016; EISENBARTH, 2019). 



 

 

A zona de células T é formada por um microambiente especializado para 

favorecer interações entre DCs e células T. Porém, mais do que isso, a zona de células 

T promove várias interações entre células NK, pDCs, células T e DCs. Aparentemente, 

citocinas produzidas pelas células NK e pDCs, principalmente interferons do tipo I, 

acabam auxiliando na ativação de cDC1s esplênicas para que elas sejam 

eficientemente ativadas para promover as respostas de células T  (ARDOUIN et al., 

2016; BOTTCHER et al., 2018; BREWITZ et al., 2017; LONGHI et al., 2009). Além 

disso, as células T CD8+ são capazes de estimular o recrutamento de cDC1s para a 

área central da zona de células T devido à expressão da quimiocina XCL1 

(BOTTCHER et al., 2018; BREWITZ et al., 2017). Nesse sentido, aparentemente a 

capacidade de cDC1s promoverem respostas de células T CD4+ pode estar 

relacionada, pelo menos em parte, com a sua capacidade de apresentação cruzada 

de antígenos e sua localização. 

 

1.2.2 Células Dendríticas Convencionais do Tipo 2 do Baço de Camundongo 
 

As cDC2s esplênicas são tipicamente identificadas pela expressão de CD11b 

ou por não expressarem a cadeia alfa da molécula CD8. Elas também expressam o 

receptor endocítico DCIR2 e, nos últimos anos, vem sendo também identificadas por 

expressarem CD172a, também conhecido como SIRPα. Ao contrário dos cDC1s, as 

cDC2s expressam altos níveis de fator de transcrição IRF4 e baixos níveis de IRF8 

(GUILLIAMS et al., 2016). Considerando o papel das cDC2s para promover respostas 

de células T, as cDC2s têm sido principalmente relacionadas com sua capacidade de 

apresentar antígenos em MHC de classe II para células T CD4+ virgens (DUDZIAK et 

al., 2007). 

As cDC2s se localizam na zona marginal do baço murino, entre a polpa 

vermelha e a polpa branca (Figura 2B). Na polpa branca, as cDC2s estão próximas 

tanto da zona de células B como da zona de células T (EISENBARTH, 2019; SHIN et 

al., 2016). Da mesma forma, os cDC2s migratórias do baço migram para a área mais 

externa da zona de células T, uma região de maior proximidade com a zona de células 

B (Figura 2 C) (CALABRO; LIU; et al., 2016; EISENBARTH, 2019). Curiosamente, as 

cDC1s influenciam a localização das cDC2s. Enquanto as cDC2s expressam o 

receptor EBI2, um receptor para o colesterol 7α,25-di-hidroxilado que é produzido na 



 

 

zona das células B, as cDC1s secretam a enzima que metaboliza o oxisterol e cliva o 

colesterol 7α,25-di-hidroxilado, diminuindo sua concentração no centro da zona de 

células T, conduzindo as cDC2s para a área externa da zona de células T e para a 

zona marginal de células B, de acordo com o gradiente de concentração (LU et al., 

2017). Além disso, as cDC2s expressam menos CCR7 e mais CXCR5 do que cDC1s 

(LEON et al., 2012). O CXCR5 é o receptor da quimiocina CXC13 secretada na zona 

de células B, e responsável pelo posicionamento das células B na zona de células B, 

enquanto o CCR7 é o receptor das quimiocinas CXCL19 e CCL21 que estimulam o 

posicionamento de cDCs na zona de células T (ANSEL et al., 2000; LIU et al., 2019). 
 

 

Figura 2 – cDCs esplênicas. Esquema estrutural do baço e as localizações de cDCs 
residentes e migratórias. A) Estrutura do baço de camundongos dividido em polpa vermelha (PV) e 
polpa branca (PB). A zona marginal limita a PV e PB e o bridging channel permite a passagem de 
células entre a PV e A PB. B) Localização de cDC1s e cDC2s na ausência de inflamação. C) 
Localização de cDC1 e cDC2s na presença de inflamação. Fonte: (EISENBARTH, 2019) (adaptada). 

 

Assim como a localização das cDC1s, o local onde as cDC2s se encontram no 

baço acaba influenciando a sua função. A zona marginal, entre a zona de células T e 

a zona de células B, onde as cDC2s estrategicamente se localizam, acaba 

favorecendo a interação de cDC2s com células T e também com células B, criando 

um microambiente propício para a promoção de respostas de células B-T 

dependentes (EISENBARTH, 2019). Pouco ainda se conhece sobre os mecanismos 

que influenciam as interações entre essas três células. 



 

 

 

 

1.3 Respostas de células T auxiliares 
 

A resposta de células T auxiliares exerce um papel fundamental no sistema 

imune, pois são os diferentes perfis da resposta das células T CD4+ que geram 

respostas imunes apropriadas a diferentes contextos e antígenos, garantindo proteção 

contra uma grande variedade de patógenos. Por serem APCs profissionais, as DCs 

são as células responsáveis por promoverem a instrução da resposta de células T 

CD4+ (HILLIGAN; RONCHESE, 2020). As DCs, em especial as cDCs, interagem 

fisicamente com as células T, durante o processo de apresentação de antígeno, em 

estruturas conhecidas como sinapse imunológica. Nesse processo, as cDCs secretam 

citocinas e expressam moléculas coestimulatórias que fornecem os sinais de ativação 

para células T e influenciam a instrução de diferentes perfis da resposta de células T 

CD4+ (STEINMAN, 2007). A figura 3 indica as principais polarizações da reposta de 

células T auxiliares e as citocinas relacionadas com a promoção de cada uma dessas 

respostas. 

 

 



 

 

 

Figura 3 - Polarização da resposta de células T auxiliares. Diferentes polarizações da 
resposta de células T auxiliares. As células T virgens, durante o processo de apresentação de antígeno, 
recebem sinais das DCs para a promoção de diferentes tipos de respostas: Th1 (IL-12, IL-18 IFN-γ), 
Th2 (IL-4, IL-2), Th17 (IL-6, TGF-β), Th22 (IL-6, TNF-α), TReg (TGF-β), TFH (IL-6 e IL21) e Th9 (TGF-β).  

 

Classicamente, acreditava-se que as DCs são capazes de identificar os 

diferentes sinais presentes no tecido, devido a seu amplo repertório de receptores de 

reconhecimento de padrão, sendo capazes de apresentar antígenos próprios e não 

próprios as células T e ainda fornecer sinais que sinergicamente orquestram a 

promoção de diferentes respostas de células T CD4+. A produção de IL-12 por DCs 

auxilia a polarização de células Th1, já a expressão de ICOSL favorece a promoção 

de respostas de células T foliculares auxiliares, por exemplo (ATHIE-MORALES et al., 

2004; CHOI et al., 2011). Contudo, nos últimos anos vem sendo estudada também a 

especialização de cada subtipo de DC em promover diferentes respostas de células 

T CD4+ (YIN et al., 2021). Atualmente, sabe-se da especialização de cDC1s em 

induzirem respostas de células Th1 ou células TReg, e preferência de cDC2s em 

promoverem respostas de células TFH e células Th17 (SCHLITZER et al., 2013; SHIN 

et al., 2016; SHIN et al., 2015; SULCZEWSKI et al., 2020). No entanto, pouco ainda 

se sabe sobre os mecanismos que cada um desses subtipos utiliza para montar as 



 

 

diferentes respostas de células T auxiliares. Uma das estratégias mais utilizadas para 

o estudo in vivo das funções da cDC1s e cDC2s do baço é o direcionamento de 

antígenos para cada um desses subtipos. 

 

1.4 cDC1s esplênicas e a promoção de respostas de células T auxiliares 

 

Nas últimas décadas, muitos estudos foram realizados para avaliar a 

especialização de cDC1s em promover diferentes respostas de células T CD4+. Uma 

estratégia eficiente para acessar a função e a biologia de cDC1s in vivo é entregar 

antígenos diretamente a esse subtipo de DC. As cDC1s esplênicas murinas 

expressam o receptor endocítico DEC205 (CD205). O anticorpo monoclonal αDEC205 

tem sido amplamente utilizado para direcionar antígenos para cDC1s via receptor 

DEC205 (ANTONIALLI et al., 2017; APOSTOLICO et al., 2019; BONIFAZ et al., 2002; 

BONIFAZ et al., 2004; BOSCARDIN et al., 2006; DO et al., 2010; LONGHI et al., 2009; 

SHIN et al., 2016; SHIN et al., 2015; SULCZEWSKI et al., 2020; TRUMPFHELLER et 

al., 2008). A estratégia de direcionamento de antígenos para DCs utilizando o 

anticorpo αDEC205 e foi inicialmente desenvolvida no laboratório do Dr. Ralph 

Steinman (The Rockefeller University) (STEINMAN, 2012). Os primeiros estudos que 

utilizaram o anticorpo αDEC205 fusionado a antígenos para imunização de 

camundongos mostraram que as respostas promovidas foram respostas de células 

TReg que induziram a tolerância aos antígenos direcionados. Nesses estudos, a 

imunização dos camundongos, pela via intraperitoneal, foi realizada sem a utilização 

de estímulos inflamatórios (BONIFAZ et al., 2002; HAWIGER et al., 2001). Mais tarde 

surgiram as primeiras evidências de que a imunização de camundongos com 

αDEC205 fusionado ovalbumina utilizando adjuvantes, principalmente Poly (I:C) e 

αDC40, induziam a promoção de uma robusta resposta de células T CD4+ e elevada 

produção de anticorpos específicos aos antígenos direcionados (BONIFAZ et al., 

2004; BOSCARDIN et al., 2006; TRUMPFHELLER et al., 2008). 

Com isso, o direcionamento de antígenos para cDC1s via o receptor 

endocítico DEC205 passou a ser largamente utilizado para o desenvolvimento de 

estratégias vacinais a antígenos de relevância clínica, mas também como forma de 

estudar as funções das cDC1s. Este grande corpo de evidências indica que as cDC1s 

são especializadas em promover respostas de células T CD4+ com um perfil Th1 ou 



 

 

TReg em diferentes contextos (ANTONIALLI et al., 2017; APOSTOLICO et al., 2019; 

BONIFAZ et al., 2002; BONIFAZ et al., 2004; BOSCARDIN et al., 2006; DO et al., 

2010; LONGHI et al., 2009; SULCZEWSKI et al., 2020; TRUMPFHELLER et al., 2008). 

Além disso, mostramos recentemente que o direcionamento de antígenos para as 

cDC1s via o receptor DEC205 induz o aumento de células T auxiliares foliculares após 

uma segunda dose do anticorpo αDEC205 (SULCZEWSKI et al., 2020). 

Interessantemente, as cDC1s murinas instruem células T CD4+ Th1 quando o 

antígeno é direcionado através do receptor DEC205, independente do adjuvante 

usado durante a imunização (ANTONIALLI et al., 2017; TRUMPFHELLER et al., 

2008). Além disso, as cDC1s também estão associados à promoção de respostas Th1 

e respostas regulatórias em outros contextos, como câncer e infecções virais ou 

parasitárias (BOTTCHER et al., 2018; HARPUR et al., 2019; MARTINEZ-LOPEZ et 

al., 2015). 

Considerando os sinais envolvidos na instrução de respostas imunes de 

células T CD4+ Th1, a IL-12 é a principal citocina responsável por promover a 

fosforilação de STAT4 em células T, consequentemente, a regulação positiva da 

expressão de T-bet (fator de transcrição de células Th1) em células T CD4+ virgens 

(THIEU et al., 2008). As cDC1s em camundongos e humanos são a principal fonte de 

IL-12, evidenciando seu papel proeminente nas respostas Th1 (MARTINEZ-LOPEZ et 

al., 2015). Mais do que isso, as cDC1s também promovem respostas de células Th1, 

regulando positivamente o CD70 de maneira independente de IL-12 (SOARES et al., 

2007).  Além disso, quando cDC1s esplênicas de camundongos são estimuladas com 

Poly (I:C) e/ou anti-CD40 in vitro e co-cultivadas com células T CD4+ específicas ao 

antígeno, células T CD4+ regulam positivamente T-bet alguns dias após o estímulo 

com antígeno (SHIN et al., 2015). De alguma forma, as cDC1s preferencialmente 

fosforilam JNK (quinase c-Jun N terminal) e p38, que são componentes da via de 

sinalização canônica de NF-kB, quando estimuladas com Poly (I:C) ou anti-CD40 in 

vitro (SHIN et al., 2016; SHIN et al., 2015). Da mesma forma, elas também expressam 

CD80 e CD40 24 horas após a injeção de Poly (I:C) em camundongos (SULCZEWSKI 

et al., 2020). 

Aparentemente, os genes reguladores do interferons são importantes fatores 

de transcrição que modulam a função de cDC1s em instruir células T CD4+ Th1. 

Essencialmente, as cDC1s alteram a expressão de inúmeros genes quando elas 

passam pelo processo de maturação. Uma elegante pesquisa de Ardouin e 



 

 

colaboradores (2016) evidenciou que as cDC1s são capazes de maturar em dois 

cenários diferentes: a maturação homeostática para promover tolerância ou a 

maturação imunogênica para induzir imunidade. Em ambos os casos, elas regulam 

positivamente ou negativamente centenas de genes. Durante o processo de 

maturação imunogênica, as cDC1s expressam genes relacionados com a via de 

sinalização de interferons (ARDOUIN et al., 2016). Consequentemente, os interferons 

do tipo I, provavelmente derivados de células NK e pDCs, podem modular o papel das 

cDC1s em promover respostas Th1 (DE GIOVANNI et al., 2020; LONGHI et al., 2009). 

No entanto, o conhecimento de outros mecanismos e vias de sinalização que 

controlam a capacidade de cDC1s em promover respostas de células Th1 é ainda 

bastante limitado, pincipalmente se considerarmos os mecanismos em que diferentes 

citocinas podem modular as funções de diferentes subtipos de DCs. 
 

 

1.5 cDC2s esplênicas e a promoção de respostas de células T auxiliares 

 

Diferentemente das cDC1s, há estudos recentes sugerindo que as cDC2s são 

especializas em promover respostas de células TFH (BRISENO et al., 2018; 

CHAPPELL et al., 2012; KRISHNASWAMY et al., 2017; LI et al., 2016; SHIN et al., 

2016; SHIN et al., 2015; SULCZEWSKI et al., 2020). Novamente, o direcionamento 

de antígenos para esse subtipo de cDC foi utilizado como estratégia para avaliar a 

função de cDC2s (DUDZIAK et al., 2007; SHIN et al., 2016; SHIN et al., 2015; 

SULCZEWSKI et al., 2020). Como as cDC2s murinas de tecidos linfoides expressam 

o receptor endocítico DCIR2, o anticorpo monoclonal αDCIR2 é capaz de direcionar 

antígenos para cDC2s murinas (IDOYAGA et al., 2011). A utilização do anticorpo 

αDCIR2 para levar antígenos a cDC2s foi incialmente proposta no laboratório do Dr. 

Michel Nussenzweig (The Rockefeller University), quando ainda não se conhecia o 

alvo do anticorpo monoclonal 33D1, mais tarde chamado de αDCIR2 

(NUSSENZWEIG et al., 1982).  

As primeiras análises da resposta imune promovida pela imunização de 

camundongos com o anticorpo αDCIR2 novamente mostravam a necessidade da 

utilização de um estímulo inflamatório para que o direcionamento de antígenos via 

DCIR2 para cDC2s induzisse uma resposta de células T CD4+. Nesse caso, os 



 

 

estudos iniciais mostraram que a imunização com αDCIR2 sozinho induz a 

proliferação de células T auxiliares (CHAPPELL et al., 2012; FINKELMAN et al., 1996). 

Contudo, essa resposta é de curta duração, sendo também necessário o uso de um 

adjuvante para que o direcionamento de antígenos para cDC2s possa induzir células 

T CD4+ efetoras (DUDZIAK et al., 2007). 

Quando os antígenos foram especificamente entregues às cDC2s in vivo, 

usando a estratégia a direcionamento via receptor DCIR2 e Poly (I:C), anti-CD40 ou 

LPS como adjuvante, houve um aumento de células T auxiliares foliculares (TFH) 4 ou 

5 dias depois das imunizações  (CHAPPELL et al., 2012; SHIN et al., 2016; SHIN et 

al., 2015; SULCZEWSKI et al., 2020). Esses resultados mostram que as cDC2s são 

especializadas na promoção de respostas de células TFH. As células TFH são células 

T CD4+ especializadas em promover a formação de centros germinativo (CG) que 

levam a produção de anticorpos com alta afinidade ao antígeno. As cDC2s instruem 

células TFH de uma maneira independente do adjuvante e até mesmo na ausência de 

qualquer estímulo de maturação (CHAPPELL et al., 2012; EISENBARTH, 2019; SHIN 

et al., 2015). Da mesma forma, os cDC2s do baço ativaram células TFH após infecção 

de camundongos com Listeria monocytogenes ou quando glóbulos vermelhos de 

ovelha (SRBCs) foram administrados pela via intravenosa (BRISENO et al., 2018).  

Com isso, buscou-se entender os mecanismos envolvidos na instrução de 

células TFH por cDC2s. As cDC2s interagem com células T CD4+ previamente ativadas 

que aumentaram a expressão de EBI2 e são guiadas para a área externa da zona de 

células T (LI et al., 2016). As cDC2s expressam menores níveis de CD80 e CD40 em 

comparação com as cDC1s e mais ICOSL e OX40L após a administração de Poly 

(I:C) in vivo (SHIN et al., 2016; SULCZEWSKI et al., 2020). Além disso, quando cDC2s 

esplênicas murinas são estimuladas com Poly (I:C) ou anti-CD40 in vitro, elas 

principalmente fosforilam os componentes da via de sinalização não canônica de NF-

Κb que está relacionada com a regulação positiva das moléculas coestimulatórias 

ICOSL e OX40L. ICOSL e OX40L se ligam em ICOS e OX40 em células T 

desencadeando a fosforilação de STAT3 que estimula a expressão de Bcl-6, o fator 

de transcrição responsável por promover o destino das células TFH (SHIN et al., 2015). 

Além disso, as cDC2s esplênicas são capazes de secretar uma forma solúvel de CD25 

que sequestra a IL-2 disponível no microambiente, diminuindo a fosforilação de 

STAT5 que regula negativamente a expressão de Blimp-1, um antagonista de Bcl-6 

(LI et al., 2016). 



 

 

Apesar dos recentes achados referentes aos mecanismos de instrução de 

células TFH pelas cDC2s, ainda não conhecemos quais são os estímulos que estas 

células requerem para promover esse tipo de resposta. Tão pouco conhecemos quais 

são as citocinas e vias de sinalização que regulam a função das cDC2s. 

 

1.6 Via de sinalização de JAK-STAT 

 
As proteínas STATs (Transdutores de sinal e ativadores de transcrição) são 

proteínas transdutoras de sinais e ativadoras de transcrição que atuam na sinalização 

de receptores de citocinas e alguns fatores de crescimento. Nas células do sistema 

imunológico, as proteínas STAT participam de uma via de sinalização downstream às 

proteínas conhecidas como JAK (do inglês “Janus associated Kinase”) ou Tyk2 (do 

inglês “Tyrosine Kinase 2”) (RAWLINGS et al., 2004). JAK1, JAK2, JAK3 ou Tyk2 são 

seletivamente fosforiladas por receptores (R) de citocinas, como o INF-α/βR, INF-γR, 

IL-2R, IL-6R, IL-4R, IL-12R, entre outros. As proteínas JAKs fosforiladas possuem 

atividade quinase e fosforilam as STATs que regulam a transcrição de genes 

envolvidos com a ativação celular (MURRAY, 2007). Os sete membros da família 

STAT recebem números de 1 a 6 (considerando as duas isoformas de STAT5, 

STAT5a e STAT5b) e estão envolvidos na transdução de sinal de diferentes 

receptores de citocinas (O'SHEA; PLENGE, 2012). A figura 4 mostra um esquema 

representativo da via de sinalização de JAK/STAT. 

 

 



 

 

 

Figura 4– Via de sinalização JAK/STAT. Esquema representativo da via de sinalização de 
JAK/STAT. A via é ativada quando uma citocina ou um fator de crescimento liga em seu receptor, 
normalmente ancorado na membrana plasmática. Essa ligação promove a ativação das proteínas JAKs 
que estão ancoradas na porção intracitoplasmática do receptor. Quando as proteínas JAKs se ativam, 
elas fosforilam proteínas STAT que, quando fosforiladas, dimerizam, migram para o núcleo e agem 
como um fator de transcrição para regular a expressão dos genes alvos. Fonte: (DODINGTON et al., 
2018) (adaptado) 

 

A via de sinalização de JAK-STAT é uma das vias mais simples e mais bem 

conservadas entre os metazoários, e pode influenciar funções celulares importantes 

como proliferação, diferenciação, migração, apoptose e sobrevivência celular, 

dependendo do sinal, do tecido e do tipo celular envolvido (HARRISON, 2012). Nesse 

sentido, a sinalização de JAK-STAT pode estar envolvida em vários processos de 

desenvolvimento e homeostasia, inclusive desenvolvimento de células imunológicas 

e regulação de suas funções (GHORESCHI et al., 2009). Dessa forma, neste estudo 

vamos focar nas vias de sinalização de STAT3 e STAT6 e em suas diferentes funções 

em DCs. 



 

 

1.6.1 A Via de Sinalização de STAT3 em cDCs 

 

 Os primeiros estudos descrevendo a via de sinalização de STAT3 foram 

publicados em 1994 mostrando que a proteína STAT3 está envolvida no complexo de 

sinalização da IL-6 que exerce um papel fundamental na ativação de células do 

sistema imune (LUTTICKEN et al., 1994; STANDKE et al., 1994; ZHONG et al., 1994). 

Posteriormente, foi possível verificar que o STAT3 possui um domínio de ligação ao 

DNA correspondente ao domínio de resposta a Interferons dos membros anteriores 

da família STAT (STAT1 e STAT2) (WEGENKA et al., 1994). Atualmente, sabe-se que 

o STAT3 está envolvido na sinalização não somente da IL-6, mas também das 

citocinas IL-10, IL-11, IL-21 e do fator de crescimento GM-CSF (HILLMER et al., 2016). 

Dessa forma, no sistema imunológico, o STAT3 possui funções que envolvem a 

ativação de células, a polarização de respostas de células T CD4+, a sinalização de 

mediadores inflamatórios e ativação celular, bem como a diferenciação celular, 

dependendo de qual for a citocina ou fator de crescimento que promove a ativação da 

via de sinalização de STAT3 (HILLMER et al., 2016). 

 A via de sinalização de JAK-STAT3 está envolvida com a transdução de sinais 

principalmente do meio extracelular para o meio intracelular por meio da ação de um 

receptor normalmente ancorado na membrana celular. Quando o ligante, como 

citocinas e fatores de crescimento, liga-se ao receptor, são as proteínas JAK que 

fosforilam STAT3, normalmente na tirosina 705 ou na serina 727. Há evidências que 

a fosforilação da serina 727 do STAT3 aumenta a sua ação como fator de transcrição 

(HUANG et al., 2014). Uma vez fosforiladas, duas proteínas STAT3 (pSTAT3) 

dimerizam através de interações recíprocas do domínio SH2-fosfotirosina dos 2 

monômeros. O dímero de STAT3 interage pela região central com domínios de ligação 

ao DNA e na porção C-terminal com outras proteínas (HILLMER et al., 2016). A ação 

do STAT3 como fator de transcrição ainda está sendo alvo de estudos em diferentes 

tipos celulares. 

 A via de sinalização de STAT3 pode ser inibida por ação do supressor da 

sinalização de citocina 3 (SOCS3). Na ausência de SOCS3, a fosforilação de STAT3 

é significativamente maior quando macrófagos são estimulados com IL-6 

(YASUKAWA et al., 2003). Interessantemente, a expressão de SOCS3 é estimulada 

pela ação de membros da família STAT, como STAT1 e pelo próprio STAT3 quando 



 

 

fosforilado pela via da IL-10 (KREBS; HILTON, 2001). Assim, a via de sinalização de 

STAT3 é regulada pela ação de citocinas que possem efeitos divergentes no mesmo 

subtipo celular. Contudo, há evidências de que o STAT3 pode, mesmo não fosforilado, 

ligar-se ao DNA. Porém, o STAT3 não fosforilado requer o auxílio de outros fatores de 

transição, principalmente do NF-ΚB (YANG; STARK, 2008).  

 O STAT3 também apresenta algumas funções biológicas relevantes que não 

dependem da sua atividade como fator de transcrição. Há dados mostrando que o 

STAT3 pode participar dos processos de respiração celular, regulando a cadeia de 

transporte de elétrons, bem como a fosforilação glicolítica e oxidativa em células 

tumorais (GOUGH et al., 2009). Além disso, também há evidências que mostram o 

STAT3 interagindo com outras vias de sinalização, como a via de fosfoinositol 3-

quinase tipo III (PI3K), do fator de iniciação da tradução eucariótica 2a (eIF2a) e da 

quinase 2/proteína quinase R (EIF2AK2/PKR) (BOUSOIK; MONTAZERI ALIABADI, 

2018; HILLMER et al., 2016; NISO-SANTANO et al., 2013; SHEN et al., 2012). Há 

evidências ainda que o STAT3 não fosforilado participa também da manutenção da 

estabilidade de microtúbulos, contribuindo para mecanismos de migração e motilidade 

celular (NG et al., 2006). 

 Em DCs, a influência da via de sinalização de STAT3 em sua função ainda não 

é completamente elucidada. A fosforilação de STAT3 é fundamental para que os 

precursores mieloides da medula óssea se diferenciem em cDCs. Uma das principais 

citocinas que controlam a ontogenia de DCs é o Flt3L que se liga ao receptor de 

Tirosino-quinase 3 relacionada a Fms (Flt3) e exerce um papel fundamental na 

ontogenia das DCs, em especial das cDCs. Flt3L estimula a diferenciação do 

precursor mieloide de DCs e monócitos (MDP) no precursor comum de DC (CDP), o 

primeiro percursor exclusivo de DCs na medula óssea (EISENBARTH, 2019; 

SHORTMAN; NAIK, 2007). A sinalização de Flt3 é principalmente mediada pela 

fosforilação de STAT3 e, consequentemente, a deleção de STAT3 impede a 

diferenciação de cDCs (LAOUAR et al., 2003; MCKENNA et al., 2000). No entanto, 

até o momento não sabemos exatamente quais genes são efetivamente regulados 

por STAT3 nessa etapa da diferenciação das DCs. 

  Além disso, há modelos experimentais de DCs geradas in vitro que utilizam 

GM-CSF para estimular a diferenciação das células da medula óssea em células que 

se assemelham a DCs. Por isso, considerou-se o GM-CSF um fator de crescimento 

fundamental para o desenvolvimento das DCs (INABA et al., 1992). A sinalização de 



 

 

GM-CSF é principalmente mediada pela fosforilação de STAT5 e de STAT3 em uma 

menor escala(KIMURA et al., 2009). Contudo, o diferenciação das células da medula 

óssea nessas células semelhantes a DCs ocorre normalmente em células deficientes 

de STAT3, mesmo que (BELL et al., 2013; LAOUAR et al., 2003). 

 Em relação à função das DCs, inicialmente os estudos mostravam que a via de 

sinalização de STAT3 modula negativamente a ativação dessas células, suprimindo 

sua maturação. Em outras palavras, STAT3 estimula as DCs a se diferenciarem em 

DCs tolerogênicas (CHENG et al., 2003; KITAMURA et al., 2005; LUNZ et al., 2007; 

NEFEDOVA; CHENG; et al., 2005; NEFEDOVA et al., 2004; PARK et al., 2004). 

Contudo, a maioria desses estudos utiliza como modelo uma linhagem de DC ou 

células que foram diferenciadas a partir de precursores de medula óssea in vitro que, 

na verdade, não representam a biologia das cDCs encontradas in vivo (HELFT et al., 

2015). Ainda, há estudos que analisam as DCs em ambientes tumorais em que o 

próprio tumor pode secretar moléculas para modular suas funções (NEFEDOVA; 

NAGARAJ; et al., 2005; WANG, T. et al., 2004). Existem inclusive estudos mais 

recentes mostrando que em câncer de pulmão há uma diminuição da fosforilação de 

STAT3 e de NF-kB (LI et al., 2017). 

 Há dados recentes que avaliam o papel da via de sinalização de STAT3 em 

DCs em condições homeostáticas (na ausência de inflamação). Esse estudo utiliza 

um modelo de deleção condicional de STAT3 (STAT3 cKO) em células que 

expressam CD11c (principal marcador de DCs). Os resultados mostram que os 

camundongos STAT3 cKO desenvolvem colite, uma doença autoimune caracterizada 

por uma intensa inflamação da mucosa intestinal (MELILLO et al., 2010). Esses dados 

publicados neste último artigo confirmam estudos anteriores mostrando que a 

ausência de STAT3 em DCs faz com que essas células percam a capacidade de 

tolerância, porém não avalia os diferentes subtipos de DCs. Por outro lado, há 

evidências que mostram que a via de sinalização de STAT3 está associada com a 

maturação de cDC1s induzida pelo estímulo dessas células com Poly (I:C), um ligante 

de TLR3, que promove a maturação de cDC1s pela via de INF do tipo I. Esse estudo 

indica que a via de sinalização de STAT3 também pode estimular cDC1s a 

promoverem respostas inflamatórias (ARDOUIN et al., 2016).  

 Há poucos dados sobre a influência da via de sinalização de STAT3 em cDC2s. 

A capacidade das DC2s para promover respostas de células TFH está relacionada com 

a sua migração intraesplênica, uma vez que estas células estão localizadas perto da 



 

 

zona de células B, na polpa branca do baço (EISENBARTH, 2019). Recentemente, 

Calabro e colaboradores identificaram que a migração de cDC2s é abolida em 

camundongos deficientes em DOCK8 (dedicador 8 de citocinese). O DOCK8 é um 

fator atípico de troca de nucleotídeos, expresso em células hematopoiéticas, que ativa 

as Rho GTPases que influenciam processos celulares essenciais, como migração, 

fagocitose e adesão (KEARNEY et al., 2017; MELLER et al., 2005). A falta de 

migração de cDC2s reduz a proliferação de células T CD4+ e a resposta de anticorpos 

a hemácias halogênicas (CALABRO; GALLMAN; et al., 2016; CALABRO; LIU; et al., 

2016). Assim, DOCK8 está de alguma forma regulando especificamente a migração 

de cDC2s para a zona de células T. Além disso, há evidências sugerindo que DOCK8 

promove a fosforilação de STAT3 que tem sido associada à translocação eficiente de 

STAT3 para o núcleo para promover o destino das células Th17, amplificando a via 

de sinalização de STAT3 (KELES et al., 2016). Nesse sentido, a via de sinalização de 

STAT3 pode inibir a promoção de respostas de células T por cDC2s. 

 

 1.6.2 A Via de Sinalização de STAT6 em cDCs 

 

Assim como para o STAT3, os primeiros estudos indicando a função do STAT6 

foram publicados em 1994. O STAT6 é normalmente expresso em vários tecidos, mas 

a sua principal função é a sinalização intracelular ativada pela IL-4 (HOU et al., 1994). 

Mais tarde, mostrou-se que a via de sinalização de STAT6 é também ativada pela 

sinalização de IL-13, que utiliza uma das cadeias do receptor da IL-4 (LIN et al., 1995). 

A IL-4 e a IL-13 são citocinas que estão principalmente relacionadas com a 

polarização da resposta de células T CD4+ para um perfil Th2 (KISSELEVA et al., 

2002; RYAN et al., 1996). 

A via de sinalização de STAT6 se inicia com a ligação das citocinas 

(principalmente IL-4 e IL-13) em seus receptores. Na porção citoplasmática, 

normalmente JAK1 e JAK3 estão associadas ao receptor e promovem a fosforilação 

de STAT6. O STAT6 fosforilado (pSTAT6) forma homodímeros assim como o STAT3 

(WITTHUHN et al., 1994). Aparentemente, a fosforilação da serina 756 ativa sua 

atividade como fator de transcrição, porém há relatos de que outros aminoácidos 

também podem ser fosforilados (SHIRAKAWA et al., 2011; WANG, Y. et al., 2004) . 

O STAT6 dimérico atua como fator de transcrição, migrando para o núcleo das células, 



 

 

regulando inclusive a expressão da IL-4 e inibindo a expressão de IgG1 em células B, 

por exemplo (SIEMASKO et al., 1998). Além disso, outros alvos do STAT6 foram 

identificados, sendo que há dados que sugerem que o STAT6 está envolvido com o 

aumento da expressão dos componentes p50/RelB do fator de transcrição de NF-kB 

e do CD86 em células B (GOENKA; KAPLAN, 2011).  

A via de sinalização de STAT6 pode ser inibida pela expressão de SOCS1 que 

inibe a fosforilação desta molécula por JAK1 e JAK3, evitando a ativação da via e a 

migração de STAT6 para o núcleo das células. Assim, SOCS1 inibe também a 

expressão de genes cuja expressão é estimulada por STAT6. A expressão de SOCS1 

é estimulada principalmente pelas vias de sinalização de STAT1 e STAT6. Dessa 

forma, a própria sinalização de STAT6 acaba autorregulando a sua ativação 

(DICKENSHEETS et al., 2007; SATO et al., 2004).  

A papel da via de sinalização de STAT6 foi majoritariamente caracterizado em 

células B e em células T CD4+ (GOENKA; KAPLAN, 2011). Apesar de não haver 

dados referentesà influência de STAT6 na diferenciação de DCs in vivo, há estudos 

mostrando que nos protocolos de diferenciação de DCs in vitro, a via de sinalização 

de STAT6 influencia a diferenciação de DCs. Ativada pela IL-4, STAT6 é responsável 

por induzir modificações epigenéticas no DNA das células diferenciadas a partir de 

precursores de medula óssea para que essas células se assemelhem a DCs (VENTO-

TORMO et al., 2016). Da mesma forma, a sinalização por STAT6 parece influenciar a 

expressão de receptores que controlam a metabolismo lipídico nessas células, 

estimulando respostas inflamatórias in vitro (SZANTO et al., 2010). 

Em relação a influência da via de sinalização de STAT6 na função de cDCs, há 

dados que mostram que STAT6 modula algumas funções importantes das DCs, como 

a ativação e a migração dessas células em alguns contextos específicos. A inibição 

da fosforilação de STAT6 pela via nasal diminui a migração in vivo de cDC2s em 

quadros de alergia, porém não sabemos se é um efeito direto da via de STAT6 em 

DCs ou um efeito secundário causado pela inibição de STAT6 em outras células (LEE 

et al., 2019). 

Além disso, há evidências de que a ativação da via de sinalização de STAT6 

promove a progressão tumoral no pulmão porque estimula o aumento de células 

mieloides CD11b+ (incluindo macrófagos e DCs) com um perfil regulador ou de 

macrófagos M2 (FU et al., 2019). Nesse mesmo sentido, a via de sinalização de 

STAT6 em cDCs estimula essas células a se diferenciarem em DCs imunoreguladoras 



 

 

(mregDCs) que diminuem a sua capacidade de instruir respostas de células T 

produtoras de INF-γ. O bloqueio sistêmico da IL-4 aumenta a resposta antitumoral e 

promove a diminuição de um tumor de pulmão (MAIER et al., 2020). Por outro lado, 

estudos anteriores mostram que o estímulo de DCs com IL-4 diminui a produção de 

IL-10 e aumenta a secreção de IL-12 em células diferenciadas a partir de precursores 

da medula óssea que se assemelham a DCs. O aumento de IL-12 está associado com 

o aumento da promoção de respostas Th1 in vitro (YAO et al., 2005). Esses resultados 

indicam que a sinalização de STAT6 pode estimular DCs a promoverem respostas de 

células T CD4+ com um perfil Th1. 

Ainda, existem evidências na literatura indicando que a via de sinalização de 

STAT6 influencia as respostas imunes promovidas pelas cDC2s in vivo. Como citado 

anteriormente, as cDC2s são especializadas em promover respostas de células TFH. 

Mas para isso, a interação entre cDC2s e/ou células T e B é necessária para a indução 

de células TFH, bem como para o inicio e expansão dos centros germinativos 

(CROTTY, 2011). Curiosamente, essas interações ocorrem na zona marginal das 

zonas de células T e B e dentro dos centros germinativos (CGs), que são áreas que 

podem ter um nicho específico para suportar tais interações (EISENBARTH, 2019). 

Há evidências que indicam que as citocinas IL4/IL13 e a via de sinalização de STAT6 

limitam a expansão de CGs quando camundongos são infectados com 

Nippostrongylus brasiliensis, um modelo de infecção Th2 (KAPLAN et al., 1996; 

MINTY et al., 1993; TURQUETI-NEVES et al., 2014). Além disso, a imunização 

subcutânea com NP-ovalbumina reduziu a formação de CGs em camundongos sem 

IL-4  (GONZALEZ et al., 2018) (Gonzalez et al., 2018). 

 

1.7 Estudo da influência das vias de sinalização de STAT3 e STAT6 na 

capacidade de cDCs esplênicas promoverem respostas de células T auxiliares 

 

Considerando os estudos descritos acima que avaliam a influência das vias de 

sinalização de STAT3 e STAT6 em DCs, podemos considerar que os papeis dessas 

vias de sinalização ainda não são completamente compreendidos. As evidências do 

papel da via de sinalização de STAT3 na função de cDCs, especialmente nos subtipos 

de cDC1 e cDC2s esplênicas, ainda são divergentes, apesar de haver um consenso 

que a deleção de STAT3 diminui a capacidade tolerogênica das DCs (MELILLO et al., 



 

 

2010). Os dados mostram que a o STAT3 pode ainda modular outras funções das 

DCs, como a maturação imunogênica (ARDOUIN et al., 2016). Em relação à via de 

STAT6, há evidência que esta via de sinalização também exerce um papel regulador, 

inibindo principalmente DCs a promoverem respostas inflamatórias (MAIER et al., 

2020). No entanto, camundongos deficientes de STAT6 apresentaram respostas 

promovidas por cDC2s deficientes (TURQUETI-NEVES et al., 2014). Dessa forma, 

novos estudos são necessários para melhor entendermos a modulação de STAT3 e 

STAT6 nas funções de diferentes subtipos de cDCs. Além disso, não há estudos que 

avaliam a influência das vias de sinalização de STAT3 e STAT6 nas repostas 

induzidas pelo direcionamento de antígenos para cDC1s e cDC2s via os receptores 

DEC205 e DCIR2, respectivamente. 

Desta forma, neste estudo avaliamos o papel das vias de sinalização de STAT3 

e STAT6 em cDC1s e/ou cDC2s usando a estratégia de direcionamento de antígenos 

para cDC1s e para cDC2s via os receptores DEC205 e DCIR2 in vivo. Essa estratégia 

vem sendo amplamente utilizada no Laboratório de Direcionamento de Antígenos para 

Células Dendríticas para o desenvolvimento de vacinas ou para estudar as funções 

de cDCs (AMORIM, K. N. et al., 2016; ANTONIALLI et al., 2017; APOSTOLICO et al., 

2019; BOSCARDIN et al., 2006; HENRIQUES et al., 2013; RAMPAZO et al., 2015; 

SULCZEWSKI et al., 2020).  

Para estudar a influência da via de STAT3 utilizamos um modelo de 

direcionamento de um antígeno híbrido formado por um fragmento de 19 kDa da 

proteína 1 de superfície de merozoito (MSP119) derivada do Plasmodium vivax 

conjugada ao epítopo sintético PADRE (do inglês “Pan allelic DR epitope”) (ROSA et 

al., 2004). A porção desse antígeno formada pela proteína MSP119 é um forte alvo da 

resposta humoral contra o parasito e tem sido utilizada no desenvolvimento de vacinas 

(WILSON et al., 2011). O epítopo PADRE, por outro lado, foi desenvolvido para ligar-

se a moléculas de MHC II humanas mais frequentes na população e é também 

reconhecido pelo haplótipo I-A/I-Eb de camundongos C57BL/6, e assim induz uma 

forte resposta de células T CD4+ (DEL GUERCIO et al., 1997). Assim, o antígeno é 

capaz de gerar robusta resposta de células T CD4+ e também promover a produção 

de altos títulos de anticorpos (ROSA et al., 2004). Então, para direcionar antígenos 

para cDCs, os anticorpos monoclonais quiméricos αDEC-MSP119PADRE e αDCIR2-



 

 

MSP119PADRE que foram previamente caracterizados (ANTONIALLI et al., 2017; 

SULCZEWSKI et al., 2020). 

Resultados prévios do modelo que utilizamos mostram que a imunização de 

camundongos com αDEC-MSP119PADRE, quando o antígeno é direcionado para 

cDC1s, promove uma resposta de células T CD4+ Th1 e de células TFH principalmente 

4 dias depois de uma segunda dose da imunização. Por outro lado, a imunização de 

camundongos com αDEC-MSP119PADRE promoveu uma robusta resposta de células 

TFH 5 dias depois da primeira imunização. Além disso, os camundongos imunizados 

com αDCIR-MSP119PADRE promoveram uma robusta resposta humoral com 

produção de altos títulos de anticorpos, formação de CGs e diferenciação de 

plasmócitos [ver figura 5 (SULCZEWSKI et al., 2020). Analisamos se a deleção de 

STAT3 em células CD11c positivas altera a resposta promovida pelas cDC1s ou pelas 

cDC2s, após o direcionamento do antígeno para cada um desses subtipos de cDCs. 

 

 

 

 

 



 

 

 
Figura 5 - Respostas imunes promovidas pelo direcionamento de antígenos a cDCs. 

Esquema representando as respostas imunes induzidas pelo direcionamento de antígenos para cDC1 
(esquerda) e cDC2s (direita) depois da primeira dose (superior) e depois da segunda dose (inferior). 
cDC1 induzem respostas de células T auxiliares com um perfil de respostas Th1 após a primeira 
imunização. Após a segunda dose, as cDC1s promovem respostas Th1, respostas de células TFH 
semelhantes a células Th1 e de células T reguladoras. Por outro lado, cDC2s promovem respostas de 
células TFH que estimulam a formação de CGs e a diferenciação de plasmócitos e, consequentemente, 
a produção de anticorpos. Após a segunda dose, os altos títulos de anticorpos induzidos na primeira 
imunização inibem a formação de CGs ou o direcionamento de antígenos para cDC2s. Fonte: 
(SULCZEWSKI et al., 2020) (adaptado). 

 

Para analisar a influência da via de sinalização de STAT6, estudamos a 

modulação de STAT6 na reposta induzida por cDC2s, pois ainda não conhecemos 

todos os sinais necessários para a promoção de células TFH no baço, considerando 

as interações entre as células DC2s, T e B na zona marginal no baço. Para isso, 

utilizamos o modelo de direcionamento de antígenos com os anticorpos αDEC-

Ovalbumina e α αDCIR2-Ovalbumina para direcionar antígenos para as cDC1s e 

cDC2s, respectivamente. Nesse protocolo, a reposta promovida é semelhante à 

resposta induzida pelo direcionamento do antígeno MSP119PADRE (SHIN et al., 2016; 

SHIN et al., 2015). 

 



 

 

2. OBJETIVOS  
 

2.1 Objetivo Geral 

Estudar a influência das vias de sinalização de STAT3 e STAT6 na 

especialização de cDC1s e cDC2s esplênicas em promover respostas de células T 

auxiliares. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

- Analisar a fosforilação de STAT3 e STAT6 em cDCs esplênicas; 

- Estudar a influência das vias de sinalização de STAT3 e STAT6 na 

diferenciação e na maturação de cDC1s e cDC2s esplênicas; 

- Analisar a resposta de células T CD4+ induzida pelo direcionamento antígenos 

para as cDC1s e cDC2s deficientes na expressão de STAT3 e STAT6 in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3. CONCLUSÕES 
 

Com os resultados desse estudo podemos concluir que a via de sinalização de 

STAT3 possui um duplo papel no controle e na regulação da capacidade de cDC1s 

promoverem respostas de células T auxiliares. Primeiramente, os resultados 

mostraram que a via de STAT3 não influencia a diferenciação de cDCs esplênicas a 

partir do momento que os precursores de cDCs expressam CD11c. Os dados acima 

apresentados indicam que a via de sinalização de STAT3 não controla a capacidade 

de cDC2s em promover respostas de células TFH. Porém, STAT3 estimula cDC1s a 

promoverem respostas de células Th1 e TFH. 

Referente à via de sinalização de STAT6 podemos concluir que a diferenciação 

de cDCs esplênicas ocorre por mecanismos independentes de STAT6. Além disso, os 

resultados mostraram que a via de sinalização de STAT6 estimula a promoção de 

respostas de células TFH e a formação de CG em repostas promovidas por cDC2s, em 

especial após o direcionamento de antígenos para cDC2s via receptor DCIR2. 

Contudo, a deleção de STAT6 não altera a capacidade de cDC2s promoverem a 

proliferação de células T CD4+ in vitro e in vivo. 
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