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Resumo 

 

As moléculas de MHC-I e MHC-II são proteínas membranares que funcionam como 

recetores que ligam e apresentam antigénios peptídicos a populações de linfócitos T CD8+ 

e TCD4+, respetivamente, através do recetor clonotípico dos linfócitos T presente na 

membrana plasmática dos mesmos. A apresentação antigénica entre as moléculas de MHC 

e os linfócitos T induz a ativação do sistema imunológico contra agressões internas e 

externas que causam um desequilíbrio da homeostasia tecidual, gerando uma resposta 

imunológica capaz de repor o microambiente. Sabe-se que as moléculas de MHC-I também 

apresentam a capacidade de gerar funções não-imunológicas, através de mudanças 

conformacionais na sua estrutura molecular causadas por uma atividade metabólica 

aumentada. A mudança de uma conformação fechada (molécula clássica de MHC-I) para 

uma conformação aberta (molécula não clássica de MHC-I) dá-se pela dissociação da cadeia 

leve β2-microglobulina e/ou o péptido da cadeia pesada transmembranar e pode, portanto, 

ser crucial para o desenvolvimento de possíveis terapias celulares pela interação cis e trans 

com recetores dos linfócitos NK e dos linfócitos T. Esta interação cis-trans conduz à ativação 

destes linfócitos e consecutivamente concebe uma minimização ou um aumento das 

respostas imunológicas de modo a restabelecer a homeostasia dos tecidos. Considerando o 

efeito proliferativo conhecido da citocina homeostática IL-15 e o seu efeito na diferenciação 

de linfócitos T CD8+ em linfócitos T CD8+ de memória, pode-se propor que esta citocina 

possui a capacidade de ativar estes linfócitos e induzir funções não-imunológicas mediante 

a expressão de recetores de linfócitos NK e sua interação com moléculas de MHC-I abertas. 

Adicionalmente, é conhecido que as citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e IL-17A apresentam 

também potentes efeitos na ativação, proliferação e maturação de linfócitos T, pelo que se 

julgou que as mesmas poderiam sinergicamente ser cruciais na exacerbação do efeito já 

conhecido da IL-15 e que poderiam proporcionar um impacto significativo nas moléculas 

de MHC-I abertas para a geração de respostas não-imunológicas, focando-se, assim, o 

presente estudo. 

Para o estudo do efeito das citocinas IFN-γ e IL-17A na ativação de linfócitos T humanos 

mediada pela IL-15, isolaram-se células mononucleares do sangue periférico de buffy-coats 

de dadores saudáveis e, por sua vez, isolaram-se a partir destes, linfócitos do sangue 

periférico humano. Estes foram seguidamente marcados com CFSE e cultivados durante 12 

dias na presença de IL-15 e na ausência e presença de IFN-γ e de IL-17A. Após os 12 dias de 

cultura celular, os PBLs marcados com CFSE foram marcados com os anticorpos primários 

W6/32 e HC-10, conjugados com o anticorpo secundário GAM PE e marcados com os 
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anticorpos anti-CD3 (CD3 APC) e anti-CD8 (CD8 PercCP-Cy5.5 ou CD8β PE Cy.7). Por fim, 

procedeu-se à sua análise por citometria de fluxo usando características de forward 

scatter/side scatter e realizou-se a análise estatística perante os resultados obtidos. 

Os nossos resultados permitiram compreender o potencial da sinergia das citocinas 

utilizadas em estudo na ativação e expansão de linfócitos T CD4+ e T CD8+ e na consequente 

expressão de moléculas de MHC-I fechadas e abertas, pelo que se pode constatar que a 

adição de IL-15 + IFN-γ e de IL-15 + IL-17A induziu ao aumento da expressão de moléculas 

de MHC-I fechadas e à diminuição da expressão de moléculas de MHC-I abertas em 

linfócitos T CD4+ e T CD8+. Tais resultados permitiram, por fim, constatar que o efeito 

induzido pela IL-15 é parcialmente neutralizado pelas citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e 

IL-17A, o que pode estar relacionado com a competição pela ligação entre moléculas de CD8 

e epitopos de HC-10 na membrana plasmática dos linfócitos T. 
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Abstract 

 

MHC-I and MHC-II molecules are membrane proteins that function as receptors binding 

and presenting peptide antigens to populations of CD8+ and CD4+ T lymphocytes, 

respectively, through the clonotypic receptor of T lymphocytes, present on their plasma 

membrane. The antigen presentation between MHC molecules and T lymphocytes induces 

the activation of the immunological system against internal and external aggressions 

causing an imbalance of tissue homeostasis, generating an immune response capable of 

restoring the microenvironment. It is known that MHC-I molecules are also capable of non-

immunological functions through conformational changes in their molecular structure 

caused by an increased metabolic activity. The change from a closed conformation (classical 

MHC-I molecule) to an open conformation (non-classical MHC-I molecule) occurs because 

of the dissociation of the light β2-microglobulin chain and/or the peptide of the heavy 

transmembrane chain, and can therefore be crucial for the development of possible cell 

therapies by cis and trans interaction with receptors for NK and T lymphocytes. This cis-

trans interaction leads to the activation of these lymphocytes, consequently resulting in a 

decrease or increase of the immune responses in order to restore tissue homeostasis. 

Considering the known proliferative effect of the IL-15 homeostatic cytokine and its effect 

on the differentiation of CD8+ T lymphocytes into CD8+ memory T lymphocytes, it can be 

proposed that this cytokine has the ability to activate these lymphocytes and induce non-

immunological functions, depending on the expression of NK lymphocyte receptors and 

their interaction with open MHC-I molecules. Additionally, it is known that the pro-

inflammatory cytokines IFN-γ and IL-17A also have significant effects on the activation, 

proliferation and maturation of T lymphocytes, meaning that they could synergistically be 

crucial in exacerbating the already known effect of IL-15, and they could provide a 

significant impact on open MHC-I molecules, resulting in the generation of non-

immunological responses.  

To study the effect of the IFN-γ and IL-17A cytokines on the activation of human T 

lymphocytes mediated by IL-15, peripheral blood mononuclear cells were isolated from 

buffy-coats from healthy donors. Next, peripheral blood lymphocytes were isolated. These 

were then labelled with CFSE and cultured for 12 days in the presence of IL-15 and in the 

absence and presence of IFN-γ and IL-17A. After 12 days of cell culture, CFSE-labelled PBL 

were once again labelled, this time with the primary antibodies W6/32 and HC-10 

conjugated with the secondary antibody GAM PE, and with anti-CD3 (CD3 APC) and anti-

CD8 (CD8 PercCP-Cy5.5 or CD8β PE Cy.7) antibodies. At last, cells were analysed by flow 
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cytometry using forward scatter/side scatter characteristics, and statistical analysis was 

conducted on the obtained results.  

Our results allowed us to understand the potential synergy of the cytokines used in the 

study, in the activation and expansion of CD4+ and CD8+ T lymphocytes, and in the 

consequent expression of closed and open MHC-I molecules. It can be stated that the 

addition of IL-15 + IFN-γ and IL-15 + IL-17A induced an increase in the expression of closed 

MHC-I molecules and a decrease in the expression of open MHC-I molecules, in CD4+ and 

CD8+ T lymphocytes. These results allowed us to verify that the effect induced by IL-15 is 

partially neutralised by the pro-inflammatory cytokines IFN-γ and IL-17A, which could be 

related to a certain competition for the binding between molecules of CD8 and HC-10 

epitopes on the plasma membrane of T lymphocytes. 

 

 

Keywords 

 

Open and closed MHC-I molecules; Human CD4+ and CD8+ lymphocytes; Activation and 
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IPST, IP Instituto Português do Sangue e da Transplantação, IP 

MFI Intensidade Média de Fluorescência 

MHC Complexo Major de Histocompatibilidade 

MHC-I Moléculas de MHC classe I 
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Capítulo 1 – Introdução 

 

1.1. Complexo Major de Histocompatibilidade e sua 

estrutura molecular 

O Complexo Major de Histocompatibilidade ou MHC (do inglês Major Histocompatibility 

Complex) é uma região cromossómica que contém diversos genes responsáveis pela geração 

de uma resposta imunológica, nomeadamente, genes de MHC classe I (MHC-I) e genes de 

MHC classe II (MHC-II). As moléculas de MHC-I e MHC-II são proteínas membranares 

que funcionam como recetores que ligam e apresentam antigénios peptídicos a populações 

de linfócitos T CD8+ e T CD4+, respetivamente, através do recetor clonotípico dos linfócitos 

T (TCR) presente na membrana plasmática (MP) dos linfócitos T e de células 

apresentadoras de antigénio (APC) que expressam as moléculas de MHC [1], [2]. A 

apresentação antigénica das moléculas de MHC aos linfócitos T gera a ativação do sistema 

imunológico em resposta a alterações da integridade e homeostasia dos tecidos, gerando 

uma resposta imune adaptativa contra agressões internas (por exemplo, células tumorais) 

ou agressões externas (por exemplo, infeções) [3]. As moléculas de MHC, codificadas por 

genes altamente polimórficos, são chamados antigénios de histocompatibilidade em ratos 

(H-2) e antigénios de leucócitos em humanos (HLA). Tendo por base esse grau de 

polimorfismo e o padrão de expressão das moléculas de MHC, estas foram posteriormente 

caracterizadas como moléculas de MHC clássicas e moléculas de MHC não clássicas [1], [4]. 

As moléculas clássicas do MHC-I em humanos (HLA-A, HLA-B e HLA-C) são estruturas 

triméricas compostas por uma cadeia pesada transmembranar (αHC) de 45 kDa com 3 

domínios extracelulares (α1, α2 e α3), uma cadeia leve β2-microglobulina (β2m) de 12 kDa 

ligada não covalentemente à cadeia αHC e um péptido de 8-12 aminoácidos [3], [4]. Os 

domínios extracelulares α1 e α2 são altamente polimórficos e formam um sulco de ligação 

que permite que o péptido se ligue à cadeia αHC e seja apresentado a linfócitos T CD8+. 

Seguido do domínio α3 que se encontra conservado, a cadeia αHC possui um domínio 

transmembranar seguido de uma cauda citoplasmática intracelular contendo motivos de 

tirosina e serina [5]–[7]. As moléculas não clássicas do MHC-I diferem das moléculas de 

MHC-I clássicas na medida em que podem não possuir a cadeia β2m (por exemplo, a cadeia 

relacionada ao MHC-I A (MIC-A)) e/ou o péptido (por exemplo, HFE), não possuir o 

domínio α3 (por exemplo, a proteína de ligação a UL (ULBP)), apresentarem menos 

polimorfismo nos domínios α1 e α2 no terminal N (por exemplo, HLA-E, HLA-F e HLA-G) 

ou serem moléculas que se ligam a glicolípidos em vez de péptidos (por exemplo, CD1) [3]. 
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As moléculas clássicas do MHC-II (HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ) são estruturas compostas 

por uma cadeia pesada alfa (α) de 33-35 kDa e uma cadeia pesada beta (β) de 25-30 kDa 

ligadas não-covalentemente entre si com 2 domínios extracelulares cada (α1 e α2, para a 

cadeia α; β1 e β2, para a cadeia β) e um péptido de  15-30 aminoácidos. Os domínios α1 e β1 

são altamente polimórficos e formam o sulco de ligação do péptido que é apresentado a 

linfócitos T CD4+ [4], [8]–[10]. Diferentemente das moléculas de MHC-I clássicas, as 

moléculas de MHC-II clássicas possuem 2 domínios transmembranares, um referente a 

cada cadeia α e β, e seguidamente uma cauda citoplasmática intracelular contendo também 

motivos de tirosina [8], [11]. As moléculas de MHC-II não clássicas diferem das moléculas 

de MHC-II clássicas na medida em que não possuem um péptido antigénico e apresentam 

um grau de polimorfismo inferior nos domínios α1 e β1 no terminal N (HLA-DM e HLA-

DO) [9], [11]. 

 

1.2. Processamento antigénico das moléculas de MHC-I e 

MHC-II 

O processamento antigénico das moléculas de MHC-I ocorre pela via citosólica, onde a 

apresentação de antigénios peptídicos por parte destas moléculas só ocorre se os seus 

componentes forem montados no lúmen do retículo endoplasmático (RE) de todas as 

células nucleadas, tendo como recurso chaperonas moleculares como a calreticulina (CRT), 

a ERp57 e a molécula acessória tapasina (ver Figura 1). Assim sendo, após a síntese e 

transporte até o lúmen do RE, a cadeia αHC das moléculas de MHC-I é estabilizada com 

recurso à proteína calnexina (CNX). Sucessivamente, a CNX é substituída pela CRT e a 

ERp57, facilitando a ligação da cadeia αHC à cadeia β2m através de mudanças 

conformacionais. Em seguida, os antigénios peptídicos do MHC-I derivados de proteínas 

endógenas que foram degradadas por proteossomas no citosol são transportados para o RE 

pelo transportador associado ao processamento de antigénio (TAP) como parte do 

complexo de carga de péptido (PLC), que também contém o editor de péptidos tapasina, 

responsável pelo permanente contacto entre a cadeia αHC e o péptido [4], [12]–[14]. Posto 

isto, os péptidos ligam-se ao sulco de ligação formado pelos domínios extracelulares α1 e α2 

e a molécula de MHC-I dissocia-se do PLC e migra através do complexo de Golgi até à MP 

da célula APC onde irá ocorrer a apresentação antigénica aos linfócitos T CD8+ ou a 

interação com recetores presentes em linfócitos NK [2]. As moléculas que não conseguem 

formar completamente o PLC e, portanto, não adquirem a conformação correta, são 

enviadas de novo para o citosol onde são degradadas [15]. 
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Figura 1 – Modelo ilustrativo do processamento antigénico das moléculas de MHC-I (A) e 
consequente transporte e apresentação antigénica a um linfócito T CD8+ (B).No lúmen do RE, a 
cadeia αHC é estabilizada por CNX que em seguida é substituída pela CRT e ERp57 para a ligação da β2m. A 
tapasina juntamente com TAP1 e TAP2 ligam-se ao complexo anteriormente formado constituindo assim o PLC. 
Após a ligação dos péptidos ao PLC, a molécula de MHC-I dissocia-se deste e migra através do complexo de 
Golgi até à MP da APC onde é apresentada a um linfócito T CD8+. Adaptado de [3]. 

 

O processamento antigénico das moléculas de MHC-II ocorre pela via endocítica e trata-se 

de um processo especializado. Tal como verificado pela Figura 2, o processamento 

antigénico das moléculas de MHC-II no RE começa com a estabilização da molécula de 

MHC-II não clássica através da ligação da Cadeia Invariante (Ii), o que impede a ligação de 

péptidos ao sulco de ligação. Seguidamente, o complexo formado é transportado até um 

compartimento endossomal geralmente denominado por MIIC, onde a cadeia Ii é 

degradada em fragmentos proteicos. Um desses fragmentos, o CLIP, liga-se ao sulco de 

ligação do péptido da molécula de MHC-II formando um complexo temporário, pois devido 

à atividade proteolítica de catepsinas (geralmente as catepsinas L e S) e outras enzimas 

lisossomais, péptidos endossomais produzidos competem diretamente com o CLIP pela 

associação com a molécula de MHC-II. Os péptidos gerados que apresentam maior 

afinidade conseguem, assim, libertar o CLIP da molécula de MHC-II não clássica e irão 

estabilizar a molécula através da sua ligação. Após esta ligação, a molécula de MHC-II passa 

a ser uma molécula de MHC-II clássica e é seguidamente transportada até à MP da célula 

APC, onde ocorrerá a apresentação antigénica a linfócitos T CD4+ [2], [9], [11], [16]. 

A B 
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Figura 2 – Modelo ilustrativo do processamento antigénico das moléculas de MHC-II e 
consequente transporte e apresentação antigénica a um linfócito T CD4+. No lúmen do RE, a 
molécula de MHC-II é estabilizada pela cadeia Ii, através da sua associação. Após a ligação da cadeia Ii, o 
complexo formado migra até os endolisossomas onde a cadeia Ii é degradada, permitindo a ligação de CLIP à 
molécula de MHC-II ①. Péptidos endolisossomais gerados a partir de atividade proteolítica endossomal 
competem com o CLIP pela associação com a molécula de MHC-II ②. Após a ligação dos péptidos com maior 
afinidade para a molécula de MHC-II, a molécula migra até à MP da APC onde é apresentada a um linfócito T 
CD4+. Adaptado de [3]. 

 

1.3. Moléculas de MHC-I e sua capacidade de mediar funções 

imunológicas e não imunológicas 

As funções imunológicas das moléculas de MHC-I estão maioritariamente restritas às 

moléculas de MHC clássicas e à sua conformação fechada (isto é, quando a cadeia αHC, a 

cadeia β2m e o péptido fazem parte da estrutura) de maneira a desencadearem uma resposta 

imunológica mediada pela ativação de linfócitos T CD8+ e NK e a sua subsequente 

proliferação e expansão celular [4], [16]. Contudo, através de diversos estudos realizados 

durante as décadas de 1980, 1990 e 2000, foi possível verificar que, contrariamente às 

moléculas de MHC-II, as moléculas de MHC-I clássicas apresentam a capacidade de gerar 

funções não-imunológicas mediante mudanças conformacionais na sua estrutura molecular 

[6], [7], [17]. Tendo por base diversos estudos elaborados sobre a conformação das 

moléculas de MHC-I, as moléculas triméricas de MHC-I em conformação fechada na 

superfície celular passaram então a ser conhecidas como moléculas de MHC-I fechadas (do 
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inglês “closed conformers”) [7]. No entanto, após mudanças fisiológicas provocadas por 

uma atividade metabólica aumentada (por exemplo, ativação, proliferação e diferenciação 

celular), uma fração dos closed conformers apresenta a capacidade de dissociação da β2m 

da cadeia trimérica αHC e/ou a dissociação do péptido, gerando uma cadeia αHC livre. 

Estas moléculas são então denominadas de moléculas de MHC-I abertas (do inglês “open 

conformers”) [6], [7]. O termo “open conformers” destaca o facto de que a dissociação do 

péptido e da cadeia β2m da cadeia αHC deixa o domínio α1 livre para se desdobrar e adotar 

a conformação aberta. O domínio α1 pode então interagir com quaisquer sequências de 

aminoácidos terminais próximas e, eventualmente, afetar a conformação estrutural do 

domínio α2, que inclui a ligação de péptidos [7]. 

O estudo dos open conformers teve também um impulso significativo ao identificar no 

domínio citoplasmático da cadeia αHC os motivos conservados de tirosina e serina, 

responsáveis por desempenhar papéis essenciais na biologia das moléculas de MHC-I. 

Enquanto o motivo que contém um resíduo de tirosina conservado localiza-se na posição 

320 (Tyr320) na sequência de aminoácidos e é codificado pelo exão 6 em todos os alelos 

HLA-A e HLA-B, o motivo que contém dois resíduos de serina conservados localizam-se na 

posição 332 e 335 (Ser335) e são codificados pelo exão 7 em todos os alelos HLA-I [7], [18], 

[19]. Estudos relatados usando linhagens humanas mostraram que a aquisição da 

conformação aberta por parte das moléculas de MHC-I estava então correlacionada com a 

aquisição de um epitopo crítico no domínio citoplasmático, provavelmente resultante da 

desfosforilação de Ser335. Dados estes resultados, foi possível constatar que a Ser335 

encontra-se fosforilada em closed conformers e desfosforilada em open conformers [18]. 

Posteriormente, estudos in vitro efetuados pelo nosso grupo de investigação, revelaram que 

os motivos de Tyr320 encontravam-se desfosforilados em closed conformers e fosforilados 

em open conformers por uma quinase Src, provavelmente Lck [20]. Na totalidade destes 

relatos, é-nos possível afirmar que a fosforilação/desfosforilação de Tyr320 e Ser335 nas 

moléculas de MHC-I na superfície celular é, portanto, uma característica bioquímica que 

distingue os closed conformers dos open conformers e que, possivelmente, correlaciona-se 

com a localização e tráfego intracelular da molécula de MHC-I [6], [7], [19]. 

Mediante os estudos apresentados, sabe-se assim que as funções não imunológicas 

características dos open conformers expressos na MP de células metabolicamente ativas 

dependem do destino das cadeias αHC. Analisando a literatura, apenas três destinos 

principais podem ser descritos, nomeadamente: i) a auto-associação em cis e formação de 

homodímeros de αHC; ii) a cis associação dos open conformers com outros recetores de 

superfície formando heterodímeros de αHC; e iii) a libertação das moléculas de MHC-I 

abertas da MP e, consequente, formação de open conformers solúveis. 
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Relativamente aos homodímeros de αHC formados, alguns estão associados de forma não 

covalente, enquanto outros são resultado da formação de pontes de dissulfeto entre 

cisteínas não pareadas localizadas ao longo da sequência da cadeia αHC (ver Figura 3) 

[20]–[22]. Após a análise da literatura, acredita-se que a formação de homodímeros de 

MHC-I pode fortalecer o reconhecimento de antigénios por parte dos linfócitos T CD8+ 

através da formação de uma sinapse imunológica mais estável, sugerindo que a 

reorganização de moléculas de MHC-I na MP de APCs pode modular a sensibilidade do 

reconhecimento de linfócitos T [23]–[25]. Sabe-se também que os homodímeros da 

superfície celular têm implicações essenciais nas respostas autoimunes e podem trans 

interagir com diversos recetores dos linfócitos NK (NKRs) e o TCR de linfócitos T de 

maneira a minimizarem ou aumentarem respostas imunológicas [21], [22], [26], [27]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Modelo ilustrativo da formação de homodímeros de αHC. Na MP de células 
metabolicamente ativas (por exemplo, linfócitos ativados, macrófagos e células dendríticas) pode ocorrer a 
dissociação da cadeia β2m e/ou péptido da cadeia αHC na molécula de MHC-I, formando uma cadeia αHC livre 
que poderá se auto-associar em cis e formar homodímeros de αHC. Os dímeros resultantes possuem a 
capacidade de trans interagir com NKRs e o TCR. Adaptado de [3]. 

 

A interação de open conformers de MHC-I em cis também pode ocorrer com outros 

recetores de superfície resultando na formação de heterodímeros αHC que regulam a 

internalização e sinalização mediada pela ligação recetor-ligante, conforme ilustrado na 

Figura 4. O recetor da insulina [28], o fator de crescimento epidérmico (EGF) [29] e as 

interleucinas 2 e 15 (IL-2 e IL-15) [30], [31] são exemplos de recetores capazes de cis 

interagir fisicamente com as moléculas de MHC-I [7]. Diversos imunorrecetores de 

superfície também foram relatados na interação cis com as moléculas de MHC-I, incluindo 

CD8αβ [20], CD82 [7] e uma variedade de NKRs, como KIR, LILR e CD94/NKG2 [17]. Os 

heterodímeros de αHC foram relacionados com a modulação da citotoxicidade de linfócitos 

NK, na ativação de mastócitos, no desenvolvimento de osteoclastos e também na evasão do 
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cancro e função neuronal [7]. Sabe-se, portanto, que enquanto os homodímeros de αHC 

possuem principalmente funções fisiológicas relacionadas com a regulação das respostas 

imunes sistémicas, os heterodímeros de αHC possuem principalmente funções não 

imunológicas relacionadas com a fisiologia da célula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4 – Modelo ilustrativo da formação de heterodímeros de αHC. Na MP de células 
metabolicamente ativas (por exemplo, linfócitos em divisão, hepatócitos e macrófagos) pode ocorrer a 
dissociação da cadeia β2m e/ou péptido da cadeia αHC na molécula de MHC-I, formando uma cadeia αHC livre 
que poderá se associar em cis com outros recetores de superfície (por exemplo, recetores de citocinas e 
hormonais) e formar heterodímeros de αHC. Os dímeros resultantes modulam os sinais intracelulares 
transmitidos pelo recetor após interação com o seu ligando. Adaptado de [3]. 

 

As moléculas de MHC-I quer na conformação fechada quer na conformação aberta podem 

também ser encontradas em formas solúveis, nomeadamente, em vários fluídos corporais e 

em sobrenadantes de culturas celulares de linfócitos T ativados como resultado de clivagem 

e/ou desprendimento, capacitando estas moléculas de propriedades imunorreguladoras 

[14], [32], [33]. Estas são moléculas circulantes de novo capazes de trans interagir com 

outros recetores e induzir a formação de anticorpos específicos, com implicações para a 

rejeição de enxertos e crescimento neuronal [7]. 

 

1.4. Subpopulações de Linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

Após ativação celular, os linfócitos T sofrem processos de expansão e contração celular, que 

permite que uma fração dos linfócitos se diferencie e passe a adquirir características 

fenotípicas e funcionais. Resultante dos processos de diferenciação ocorre a geração de 

linfócitos T efetores, reguladores (Treg) e de memória, a partir de linfócitos T naïve (TN), isto 
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é, linfócitos T originados no timo que nunca tiveram em contacto com o seu antigénio 

peptídico. Os linfócitos T efetores são células encontradas em ambientes de estimulação 

antigénica ativa (por exemplo, infeção viral primária) e apresentam a capacidade de 

eliminar vírus ou tumores por diferentes funções efetoras. Sabe-se que os linfócitos TN CD4+ 

podem diferenciar-se em linfócitos T auxiliares (Th, do inglês “helper”), nomeadamente em 

linfócitos Th1, Th2 e Th17, e em linfócitos Treg CD4+, mediante o microambiente celular em 

que se encontrem e da presença de diferentes citocinas. Em relação aos linfócitos TN CD8+, 

estes podem diferenciar-se em linfócitos T citotóxicos (Tc), nomeadamente em linfócitos 

Tc1, Tc2 e Tc17, e também em linfócitos Treg CD8+, de igual forma mediante do 

microambiente encontrado e das moléculas efetoras presentes no mesmo. Os linfócitos T 

efetores por sua vez dão origem a linfócitos T de memória e estes permanecem presentes 

em circulação na ausência de estimulação antigénica e têm a capacidade de se expandir 

rapidamente após um desafio secundário [34]–[36]. Tendo por base diversos estudos 

elaborados nas últimas décadas com principal foco na expressão de CCR7, CD27, CD28, 

CD62L, CD95 e CD45RA e outros recetores, sabe-se, portanto, que o compartimento dos 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ periféricos circulantes pode ser subdividido em cinco grandes 

pools: linfócitos TN, linfócitos T de memória central (TCM), linfócitos T de memória efetora 

(TEM), e ainda no caso dos linfócitos T CD8+, um pool de linfócitos T de memória de células-

tronco (TSCM) e de linfócitos T de memória efetora CD45RA+ (TEMRA) [34], [35], [37], [38]. 

Além da identificação precisa dos linfócitos TN (CCR7+ CD27+ CD28+ CD45RA+ CD62L+ 

CD95-), sabe-se que a expressão diferencial destes 6 recetores permite a distinção entre os 

numerosos subconjuntos de linfócitos T [34]. Dos cinco principais pools de linfócitos T 

circulantes, os linfócitos TN, TSCM e TCM expressam positivamente os recetores CD27, CD28, 

CCR7 e CD62L diferindo entre eles nos níveis de expressão de CD95 e CD45RA [38]. Estes, 

ao expressarem constitutivamente os recetores CCR7 e CD62L, possuem a habilidade de 

migração preferencial para órgãos linfóides secundários, onde podem ser ativados por 

7antigénios processados e apresentados por moléculas de MHC expressos por células 

dendríticas (DCs) recém-chegadas de tecidos periféricos e se diferenciar em linfócitos TEM 

e TEMRA [39]. Em contrapartida, os linfócitos TEM e TEMRA foram descritos como CD28 

negativos, sem o “sinal 2” de ativação e independentes de TCR, uma vez que não expressam 

o recetor CD28 e respondem fracamente ao TCR [40]–[43]. Estes linfócitos T de memória 

efetora diferem também dos linfócitos T de memória central na medida em que também 

não expressam os recetores CCR7 e CD62L e respondem fracamente ao recetor CD27. Em 

suma, os linfócitos TEMRA diferem dos linfócitos TEM pela expressão positiva de CD45RA 

[34], [38], [39].  

No que diz respeito aos linfócitos TEM e TEMRA CD8+, estudos elaborados demonstraram que 

os mesmos foram também correlacionados com a expressão de NKRs, incluindo CD56, 
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CD94/NKG2A, KIR, LILR e NKp46 [44]–[47]. A prevalência destes subconjuntos de 

linfócitos T CD8+ diferenciados, também conhecidos como linfócitos T CD8+ CD28-, T CD8+ 

KIR+, T CD8+ NK-like ou T CD8+ inatos, em tecidos e órgãos não linfóides, incluindo o 

cérebro, ou em tecidos periféricos onde uma fração permanece como um conjunto de 

linfócitos T CD8+ não recirculantes (TRM), deve-se à expressão de CD69 e CD103 [48]–[50]. 

Estes foram inicialmente descritos como disfuncionais e que apenas contribuíam para a 

imunossenescência e suscetibilidade ao desenvolvimento de doenças inflamatórias 

crónicas, dado que respondem fracamente ao TCR e apresentam uma capacidade 

proliferativa limitada [43], [51]. Todavia, dadas as evidências acumuladas ao longo dos 

anos, constatou-se que a expressão dos NKRs por estes subconjuntos de linfócitos permite 

que os mesmos detetem mudanças no nível de closed e open conformers e, 

consequentemente, detetar mudanças no estado de stress e inflamação do ambiente (ver 

Figura 5). O impacto que o envolvimento de KIR, LILR e NKG2A têm na sobrevivência dos 

linfócitos T CD8+ NK-like e na secreção de citocinas é, assim, de suma importância para a 

homeostase do tecido seja em condições normais ou patológicas [40], [52], dado que 

diversas citocinas libertadas pelos linfócitos T CD8+ NK-like (por exemplo, IFN-γ) após 

sinais mediados pelos NKRs, podem mediar a resolução da inflamação e a cicatrização 

tecidual subsequente, modulando por fim o crescimento e a proliferação de células epiteliais 

e de outros tecidos [53]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Modelo ilustrativo da diferenciação de um linfócito TN CD8+ em um linfócito T CD8+ 
NK-like. A diferenciação de um linfócito TN CD8+ em um linfócito T CD8+ NK-like é caracterizada pela 
expressão de novos recetores e moléculas, como NKRs e moléculas de MHC-I abertas (open conformers), pela 
expressão de uma nova cadeia CD8, a cadeia CD8αα, e pela não expressão do recetor CD28. W6/32 – anticorpo 
monoclonal característico da expressão de closed conformers; HC-10 – anticorpo monoclonal característico da 
expressão de open conformers. Figura elaborada pela discente. 
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1.5. Citocinas pró-inflamatórias 

As citocinas pró-inflamatórias são moléculas pleiotrópicas com papéis importantes nas 

respostas inflamatórias no nosso sistema imunológico. Estas são ativadas durantes 

situações em que ocorre inflamação, infeção e/ou alterações imunológicas e estão 

envolvidas principalmente na reparação de tecidos danificados e na restauração da 

homeostasia [54]. As citocinas podem atuar nas células que as secretam (ação autócrina), 

em células próximas (ação parácrina) ou, em alguns casos, em células distantes (ação 

endócrina) e são redundantes no que diz respeito à sua atividade, já que funções 

semelhantes podem ser estimuladas por diferentes citocinas. Elas são frequentemente 

produzidas em cascata, pois uma citocina estimula suas células-alvo a produzir citocinas 

adicionais [55]. As citocinas pró-inflamatórias têm sido reconhecidas como produtoras de 

APCs potentes em induzir respostas robustas de linfócitos T na imunidade protetora [48], 

no entanto, o campo dos linfócitos T CD4+ e T CD8+ na presença e ausência de diversos tipos 

de citocinas merece mais investigação. Tendo isto em conta, o presente estudo foca-se em 

analisar a resposta de linfócitos T cultivados com a citocina homeostática/pró-inflamatória 

IL-15, na ausência ou presença das citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e IL-17A. 

 

1.5.1. IL-15: origem e estrutura molecular 

Descoberta em 1994 por Grabstein et al. [56], a IL-15 é uma citocina pró-inflamatória 

conhecida pelo seu papel crucial na ativação, proliferação, maturação e sobrevivência de 

linfócitos T, B e NK [57], [58]. A IL-15 é uma citocina de 14 a 15 kDa pertencente à família 

de citocinas 4 α-hélice, que liga-se a um recetor trimérico específico que consiste na cadeia 

β de IL-2, IL-2/IL-15Rβ (ou CD122), na cadeia γ comum (γc) também compartilhada com 

as citocinas IL-2, IL-4, IL-9 e IL-21, e na cadeia α, IL-15Rα [58]–[61]. O recetor IL-15Rα 

contém uma cauda citoplasmática, um domínio transmembranar, uma haste, uma região 

de dobradiça e um domínio “sushi”, que é necessário para a ligação de citocinas. A função 

biológica da IL-15 é então atribuída à mediação do domínio “sushi” (1-65 aminoácidos) 

contido no recetor IL-15Rα e é responsável pela interação com a mesma [60], [62], [63]. O 

gene IL-15 humano é mapeado no cromossoma 4 e a sua sequência de DNA consiste em 6 

exões codificadores de proteínas e 5 intrões associados [57]. Sabe-se que a expressão de 

mRNA de IL-15 é significativamente observada em vários tecidos e células, contudo, a 

deteção da proteína IL-15 é rigorosamente controlada e expressa essencialmente em 

monócitos, macrófagos e DCs [57], [64]–[66]. Esta discrepância entre a expressão do 

transcrito da IL-15 e a sua proteína é essencialmente devido à transcrição e tradução 
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complexa e tráfego intracelular da proteína que culmina em níveis quase impercetíveis da 

mesma em sobrenadantes de cultura de células [65], [67]. 

 

1.5.2. Efeitos biológicos da IL-15 nos Linfócitos T 

Ainda que as citocinas IL-2 e IL-15 compartilhem várias funções devido aos recetores por 

elas compartilhados, elas exibem diferentes contribuições na resposta imune mediada por 

linfócitos T CD4+ e T CD8+, nomeadamente na sua expansão, proliferação e sobrevivência. 

A IL-15 induz fortes sinais proliferativos através das vias de sinalização JAK/STAT e 

Ras/MAPK e previne a morte celular de linfócitos T CD4+ e T CD8+ pelo aumento das 

proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 e Bcl-XI e pela diminuição das proteínas pró-apoptóticas 

Bim e Puma através da ativação da via PI3K [57], [61], [66]. Embora a IL-15 tenha a 

capacidade de induzir a proliferação e diferenciação de linfócitos T CD4+, ela não é expressa 

por estes linfócitos, pelo que a sua influência nos mesmos passa pela ação autócrina da trans 

apresentação por outros tipos de células, como DCs e macrófagos [66], [68], [69]. A geração 

e homeostase dos linfócitos T CD4+ permanecem intactas na ausência de IL-15. Todavia, 

estudos recentes relataram a descoberta inesperada de que a sinalização de IL-15 pode 

desempenhar um papel na geração e função de linfócitos T CD4+ efetores pela indução da 

libertação de outras citocinas por parte dos mesmos. Esta citocina é então conhecida por 

evocar uma resposta imune pelos linfócitos Th1 através da libertação de IFN-γ e TNF-α, por 

desencadear respostas a partir de linfócitos Th2 através da libertação de IL-4 e IL-5 e pela 

diferenciação de linfócitos Th17 através da produção de IL-17 [57], [66], [68], [69]. Para 

além da diferenciação de linfócitos TN CD4+ em linfócitos T CD4+ efetores, a IL-15 tem 

também a capacidade de induzir a diferenciação e proliferação de linfócitos T CD4+ de 

memória (linfócitos TEM CD4+), embora com menos intensidade [70], [71].  

Contrariamente à IL-2, a IL-15 não tem impacto direto na atividade dos linfócitos Treg, mas 

pode prejudicar as funções destes linfócitos por meio da atuação em linfócitos T CD4+ e TCD 

8+ efetores em determinadas situações, nomeadamente ao modular a expressão do fator de 

transcrição dos linfócitos Treg (FoxP3) e induzindo, assim, a função supressiva dos mesmos 

[58], [68]. Também foi indicado que a presença de IL-15 induzia os linfócitos T CD8+ a 

produzir perforina e granzima B, o que sugere a tendência da IL-15 para alterar o fenótipo 

destes linfócitos para um fenótipo citotóxico e apresentar um potencial anti-apoptótico 

aumentado [59], [72]–[74]. Com base em estudos realizados pelo nosso grupo de 

investigação, verificou-se que todos os diferentes subconjuntos de linfócitos T CD8+ 

isolados e expandidos na presença de 10 ng/mL de IL-15 tiveram a capacidade de responder 

a esta citocina, o que sugere uma influência genérica da mesma na homeostase dos linfócitos 
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T CD8+ humanos [59], [72]. Outras experiências realizadas com linfócitos T demonstraram 

também que moléculas de MHC-I associavam-se em cis com o recetor IL-15Rα, 

demonstrando que o resultado desta interação está provavelmente relacionado ao papel da 

IL-15 na diferenciação e sobrevivência de linfócitos T CD8+ [31], [40]. Também em outros 

estudos realizados, foi relatado que em ratos transgénicos IL-15 -/-, o número de linfócitos 

T CD8+ com um fenótipo de memória se dividiam após a injeção de IL-15 [64], [75], [76]. 

Estes estudos sugerem que a IL-15 encontra-se intimamente ligada com a proliferação dos 

linfócitos T CD8+ e, consequentemente, com a diferenciação dos mesmos para um fenótipo 

do tipo memória efetor (linfócitos TEM CD8+ e TEMRA CD8+) [31], [36], [58], [61], [72], [73]. 

Tal afirmação é também confirmada com a realização de um estudo em que linfócitos TN 

CD8+ expandidos na presença de IL-15 mostraram diferenciarem-se em linfócitos 

independentes de TCR, nomeadamente em linfócitos T CD8+ NK-like mediante a expressão 

do recetor CD45RA, a não expressão do recetor CD28 e a expressão de NKRs ativadores e 

inibidores (por exemplo, CD56, KIR, NKG2A, NKG2D e NKp46) [59], [72], [73]. Estes 

estudos em conjunto sugerem também que a IL-15 mimetiza a estimulação do TCR na 

expansão destes linfócitos, tornando-os independentes do seu recetor clonotípico [36], [59]. 

Com isto, é possível constatarmos que a IL-15 induz a diferenciação de linfócitos T CD8+ em 

linfócitos T CD8+ NK-like, ativando a sua proliferação e, consequentemente, as suas funções 

citotóxicas mediante a expressão de NKRs na sua superfície celular. Estes NKRs por sua vez 

podem interagir em cis-trans com open conformers e induzir diferentes funções não 

imunológicas. 

 

1.5.3. IFN-γ: origem e estrutura molecular 

O interferão gama (IFN-γ) foi identificado por Wheelock [77] há quase 60 anos em estudos 

de resistência celular à infeção viral e é hoje conhecido por representar um membro distinto 

da família IFN e desempenhar papéis críticos não apenas na orquestração das respostas 

imunes inatas e adaptativas contra vírus, bactérias e tumores, mas também na promoção 

da imunomodulação através de processos inflamatórios e/ou anti-proliferativos [78], [79]. 

Este é o único interferão do tipo II (IFN-II) dentro da família IFN, que inclui também IFNs 

tipo I (IFN-I) e tipo III (IFN-III) [78], [80], [81]. As proteínas IFN-γ em humanos são 

codificadas por genes únicos de 6 kb compostos por 4 exões e 3 intrões localizados no 

cromossoma 12. O IFN-γ é um homodímero ligado de forma não covalente que consiste em 

dois polipéptidos idênticos de 17 kDa, tendo estes aproximadamente 160 aminoácidos na 

sua sequência de DNA. Estes polipéptidos associam-se de forma helicoidal e antiparalela, 

formando uma molécula compacta e globular, e exibindo um eixo duplo de simetria. A 

molécula madura sofre glicosilação levando a que cada subunidade madura exiba um peso 
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molecular de 25 kDa e o homodímero por elas formado cerca de 50 kDa [78], [79], [82]. 

Ambos os terminais amino e carboxil do polipéptido IFN-γ são necessários para a ligação 

ao recetor IFN-γ (IFNGR) e indução de respostas biológicas [83]. Este recetor é composto 

por duas subunidades (IFNGR1 e IFNGR2) que apresentam altos graus de especificidade 

em sua capacidade de interagir entre si, bem como com seu ligante cognato. Os recetores 

IFNGR1 e IFNGR2 são codificados por genes de 25 kb e 17 kb, respetivamente, e ambos são 

compostos por 7 exões. A proteína IFNGR1 é responsável pela maior parte da ligação do 

ligante de uma maneira específica da espécie. Todavia, a proteína IFNGR2 é responsável 

pelo aumento da afinidade de ligação do ligante às células que expressam o recetor e pela 

indução de respostas biológicas [81], [82], [84]. O IFN-γ é essencialmente produzido por 

linfócitos NK e linfócitos T NK-like na resposta inata e ainda por linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

na resposta adaptativa. Embora todos os linfócitos T CD8+ sejam programados para 

produzir IFN-γ na ativação, apenas os linfócitos T CD4+ diferenciados em Th1 produzem 

IFN-γ de forma eficiente [80], [82], [85], [86]. Ainda assim, o IFN-γ pode ainda ser 

expresso por outros tipos celulares, nomeadamente, monócitos, macrófagos, DCs e 

linfócitos B [81], [84], [87]. 

 

1.5.4. Efeitos biológicos do IFN-γ nos Linfócitos T 

Tal como a IL-15, o IFN-γ também induz fortes sinais proliferativos através das vias de 

sinalização JAK/STAT e Ras/MAPK, induzindo, assim, a proliferação e maturação celular 

de determinadas subpopulações de linfócitos T CD4+ e T CD8+ [84]. Sabe-se que, a IL-12 é 

a citocina chave necessária para impulsionar a ativação dos linfócitos Th1. Contudo, a 

sinalização de IFN-γ é igualmente necessária para uma máxima produção do próprio IFN-

γ e para a estabilização do fenótipo Th1. Desta forma, verificamos que o IFN-γ estabelece 

um ciclo de feedback positivo para a sua própria produção pela mediação dos linfócitos Th1 

e que estabelece o fenótipo Th1 pela indução da sinalização da IL-12 [81], [84]–[86]. 

Contrariamente ao verificado nos linfócitos Th1, sabe-se que o IFN-γ induz um efeito anti-

proliferativo nos linfócitos Th2, uma vez que esta citocina regula negativamente a expressão 

do recetor IFNGR2 em subpopulações Th2. Consequentemente, ocorre a inibição da 

proliferação celular, a indução de efeitos pró-apoptóticos e a tendência da mudança de 

fenótipo Th2 para Th1 [81], [82], [85]. Em suma, outros estudos elaborados demonstraram 

também que o fator de transcrição T-box (T-bet) suprime a diferenciação de linfócitos TN 

CD4+ em linfócitos Th2 e Th17 ao inibir a proteína-3 de ligação ao GATA (GATA-3, fator de 

transcrição característico da transcrição destes fenótipos) e ao redirecionar o mesmo para 

locais de ligação específicos de moléculas relacionadas a Th1, como IL-12 e IFN-γ [86], [87]. 

O facto do IFN-γ inibir a secreção de IL-17, que é a principal citocina responsável pela 
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geração de linfócitos Th17, é também uma causa para a supressão da diferenciação no 

fenótipo Th17 em linfócitos T CD4+ [84], [86], [88]. Por sinal, foi também verificado um 

efeito anti-proliferativo nos linfócitos Treg CD4+, o que pode dever-se ao facto desta 

subpopulação possuir uma semelhante linhagem de desenvolvimento que os linfócitos Th17 

e pela inibição da produção desta subpopulação devido à diferenciação no fenótipo Th1 [84], 

[86], [87]. 

Similarmente, a sinalização de IFN-γ regula diretamente diversos aspetos da biologia dos 

linfócitos T CD8+, principalmente na geração de capacidades citotóxicas e, portanto, na 

diferenciação dos mesmos em linfócitos T CD8+ efetores. A sinalização de IFN-γ em 

linfócitos T CD8+ resulta assim na regulação positiva do recetor de IL-2, de T-bet e de 

granzimas, sendo a IL-2 crucial para a geração de linfócitos Tc CD8+ e as granzimas 

responsáveis por mediar a citólise das células alvo [84], [89]. De facto, estudos efetuados 

utilizando a proteína recombinante de IFN-γ demonstraram que a capacidade citotóxica 

mediada pelos linfócitos T CD8+ apenas era alcançada com eficiência aquando da exposição 

a esta citocina, o que sugere a tendência do IFN-γ na ativação celular de linfócitos Tc CD8+ 

[82], [84], [86]. Curiosamente, o aumento dos níveis séricos de moléculas de MHC-I 

solúveis foi associado à ativação celular dos linfócitos Tc CD8+ e a altos níveis de IFN-γ, pelo 

que a regulação positiva na expressão de moléculas de MHC-I induzida por IFN-γ pode ter 

como resultado imediato a indução de uma mudança de conformação fechada para 

conformação aberta, favorecendo a sua libertação subsequente no meio extracelular [7], 

[88]. 

 

1.5.5. IL-17A: origem e estrutura molecular 

A IL-17, mais conhecida como IL-17A, foi clonada em 1993 por Rouvier et al. [90] e é 

atualmente conhecida tanto pelo seu papel na defesa do hospedeiro contra infeções 

bacterianas e fungos, na regeneração e reparação tecidual, na reprogramação metabólica de 

tecidos linfóides, na indução de neutrófilos, como na patologia autoimune, na 

hipersensibilidade e na progressão de tumor [91]–[94]. Originalmente chamada de CTLA-

8, a IL-17A é uma citocina pró-inflamatória fundadora de uma família de 6 citocinas 

estruturalmente relacionadas (IL-17 de A a F). A IL-17A e a IL-17F são as mais intimamente 

relacionadas e são co-expressas em genes ligados. Em relação aos seus recetores, a família 

IL-17R compreende cinco subunidades de recetores (IL-17R de A a E). O IL-17RA é o 

membro fundador da família IL-17R e é um co-recetor usado por vários outros ligantes da 

família IL-17. IL-17A e IL-17F existem como homodímeros ou como um heterodímero e 

todas as formas da citocina induzem sinais através de um complexo dimérico obrigatório 
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entre IL-17RA e IL-17RC [91], [92], [95]. Os membros da família IL-17R são definidos pela 

conservação de um motivo na cauda citoplasmática conhecido como domínio SEFIR 

(SEF/IL-17R) e um domínio SEFEX denominado de “extensão SEFIR” e necessário para a 

função da sinalização de IL-17RA [91]–[94], [96]. Adicionalmente, a cauda citoplasmática 

de IL-17RA contém um outro domínio distal ao complexo SEFIR-SEFEX, que se encontra 

associado à regulação negativa da sinalização e é denominado de CBAD [91], [92], [95]. Em 

2005, a IL-17A ganhou um maior destaque com a descoberta da população de linfócitos 

Th17 característica da expressão desta citocina, pelo que desde então uma infinidade de 

literatura tem-se dedicado a compreender os mecanismos que direcionam ao 

desenvolvimento, diferenciação e regulação desta linhagem [97]–[99]. Embora os linfócitos 

Th17 sejam tipicamente considerados a principal fonte de IL-17, foi demonstrado que 

determinados linfócitos T CD8+ também produzem esta citocina, os quais são denominados 

de “Tc17”. Além disso, diversos subconjuntos imunes são também capazes de a produzir, 

incluindo linfócitos NKT, células linfoides inatas tipo 3 (ILC3s) e células mieloides, 

incluindo neutrófilos e microglia [91], [93], [94]. 

 

1.5.6. Efeitos biológicos da IL-17A nos Linfócitos T 

Assim como a IL-15 e o IFN-γ, a IL-17A pode induzir à ativação dos linfócitos T pelas vias 

de sinalização JAK/STAT e Ras/MAPK, o que sugere uma sinergia entre estas citocinas para 

a proliferação celular quer de linfócitos T CD4+ quer de linfócitos T CD8+ [89], [91], [93]. A 

IL-17A atua indiretamente nas subpopulações de linfócitos T, já que, através da ativação do 

fator de transcrição nuclear kB (NF-kB), pode mediar as respostas biológicas causadas 

mediante a produção de diferentes citocinas (como IL-1β, IL-6, IL-21, IL-23 e TGF-β), de 

quimiocinas (como CXCL-1 e CXCL-2) e de péptidos antimicrobianos [89], [93], [94], [100], 

[101]. Tal como o nome indica, a IL-17A induz de forma similar a diferenciação de linfócitos 

TN CD4+ e TN CD8+ em linfócitos Th17 e Tc17, respetivamente. Estes, por sua vez, são 

caracterizados pela expressão do fator de transcrição RORγt e RORα (recetores de ácido 

retinóico-γt e α) e pela ativação celular mediada pela IL-23 [91], [94], [102]. Somente a 

presença da IL-17A no microambiente celular pode por si só induzir a diferenciação de 

outras subpopulações de linfócitos T CD4+ e T CD8+, nomeadamente linfócitos Th1, Th2, 

Tc1, Tc2 e Treg, em linfócitos de fenótipo Th17 e Tc17, o que nos indica a tendência para a 

geração destes linfócitos IL-17+ independentemente do fenótipo da célula percursora. Tal 

como referido para o IFN-γ, a ativação celular dos linfócitos Th17 e Tc17 causada pela 

presença de IL-17A, induz um feedback positivo na produção da mesma, pelo que um 

aumento da ativação celular irá consequentemente induzir ao aumento da produção da 

própria IL-17A [93], [103], [104]. Embora o fenótipo Tc17 mantenha a produção de IL-17A 
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pela presença da mesma, os linfócitos Tc17 apresentam também a capacidade de produção 

de IFN-γ, o que pode consecutivamente conduzir à mudança de fenótipo para Tc2 [103]–

[105]. Em suma, sabe-se que a IL-17A pode induzir um efeito anti-proliferativo em linfócitos 

Treg aquando da presença de TGF-β e IL-6 e induzir um efeito proliferativo nos mesmos 

aquando da presença de somente TGF-β. Tal é possível uma vez que o TGF-β induz FoxP3 

a produzir Treg e regula negativamente RORγt, mas aquando da presença de IL-6, o FoxP3 

é suprimido, resultando na regulação positiva de RORγt, na própria produção de IL-17A e, 

consequentemente, na indução de linfócitos Th17 [106]–[108]. 

 

1.6. Conclusões 

Ao fazermos esta revisão da literatura, verificamos que as citocinas IL-15, IFN-γ e IL-17A 

partilham as mesmas vias de sinalização e que atuam juntamente num microambiente 

inflamatório e sempre com o objetivo de induzirem a uma resposta imune necessária. Desta 

forma, é-nos possível constatar que a sinalização cooperativa entre citocinas é 

biologicamente relevante no ambiente lesado ou autoimune, onde inúmeros efetores pró-

inflamatórios são produzidos e têm potencial para interagir. Assim, é imperativo que o 

equilíbrio precário entre os lados patogénico e protetor das sinalizações de IL-15, IFN-γ e 

IL-17A seja mantido, pelo que o estudo sinérgico destas mesmas citocinas em contexto 

imune é crucial para o esclarecimento do microambiente cruzado de linfócitos T CD4+ e T 

CD8+ e na subsequente expressão de closed e open conformers, focando-se, assim, o 

presente estudo. 
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Capítulo 2 – Objetivos 

 

O presente trabalho teve como principal objetivo o estudo do efeito das citocinas pró-

inflamatórias IFN-γ e IL-17A na ativação e proliferação de linfócitos T humanos mediada 

por IL-15 e a consequente expressão de moléculas de MHC em conformação fechada e 

aberta. Para este propósito, a análise da resposta proliferativa dos linfócitos T CD4+ e T 

CD8+ fora estudada recorrendo à utilização de buffy-coats doados por dadores saudáveis, 

onde populações de linfócitos T foram isoladas de células mononucleares do sangue 

periférico, cultivadas com IL-15 na ausência e presença de IFN-γ e IL-17A e, posteriormente, 

foram marcadas com os anticorpos monoclonais W6/32 e HC-10, seguido da marcação com 

anticorpos contra os recetores CD3 e CD8. 

Neste contexto, os objetivos em específico foram os seguintes: 

 Análise do efeito do IFN-γ e da IL-17A no nível proliferativo mediado por IL-15 de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ presentes em populações isoladas de linfócitos do sangue 

periférico humano; 

 Relação entre o efeito proliferativo de linfócitos T CD4+ e T CD8+ mediado por IL-

15 e a expressão de closed e open conformers em linfócito T ativados; 

 Comparação do efeito proliferativo e da expressão de closed e open conformers pelos 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ mediados por IL-15 na ausência e presença das citocinas 

pró-inflamatórias IFN-γ e IL-17A. 
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Capítulo 3 – Materiais e Métodos 

 

3.1. Reagentes 

A albumina de soro bovino (BSA), a albumina sérica humana (HSA), o Tris base (Tris), o 

Cloreto de Amónio (NH4Cl), o Meio RPMI-1640 e a solução antibiótica-antimicótica 

contendo Anfotericina, Penicilina e Estreptomicina (APS) foram obtidos da Sigma-Aldrich 

(Madrid, Espanha). O lymphoprep foi obtido da STEMCELL Technologies (Grenoble, 

França). A Azida de Sódio (NaN3) foi obtida da Amresco (Solon, EUA). O kit de proliferação 

celular CellTraceTM Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE), o anticorpo 

W6/32 e o anticorpo HC-10 foram obtidos da eBioscience (San Diego, EUA), enquanto o 

anticorpo GAM PE, o anticorpo anti-CD8 (CD8 Per CP-Cy5.5 e CD8β PeCy.7), o anticorpo 

anti-CD3 (CD3 APC) e o anticorpo irrelevante (IgG2a) foram obtidos da Immunotools 

(Alemanha). As citocinas rhIL-15, rhIL-17A e os ProDots rhIFN-γ foram obtidos da R&D 

Systems/Bio-techne (Estados Unidos). Os buffy-coats (BCs) de dadores saudáveis 

utilizados no presente estudo foram fornecidos pelo Centro de Sangue e da Transplantação 

de Coimbra (IPST, IP). 

 

3.2. Reconstituição das Citocinas IFN-γ e IL-17A 

A reconstituição do IFN-γ foi efetuada para 100 µg/mL de água desmineralizada filtrada e 

a reconstituição da citocina IL-17A foi efetuada para 100 µg/mL de 1X Tampão Fosfato-

Salino (PBS) com 0,1% de HSA. Posteriormente, para ambas as citocinas, prepararam-se 

alíquotas contendo 1 µL de citocina e 1 mL de meio RPMI filtrado e suplementado com 5% 

de solução de albumina sérica humana (HSi) e 1% de APS por forma a obter-se uma solução 

com concentração final de citocina de 100 ng/mL em cada alíquota. 

 

3.3. Isolamento de Células 

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas de BCs após 

centrifugação com lymphoprep a 800g (RCF) durante 30 minutos. Estas foram lavadas duas 

vezes com 1X PBS e com solução de lise de eritrócitos (10 mM Tris, 150 mM NH4Cl, pH = 

7,4) durante 10 minutos a 37°C, onde posteriormente foram novamente lavadas com 1X PBS 

e filtradas, tal como ilustrado na Figura 6. Os linfócitos do sangue periférico humano 

(PBLs) foram então isolados a partir da incubação da suspensão celular de PBMCs, 



Estudo do efeito das citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e IL-17A na ativação de linfócitos T humanos mediada 
pela IL-15 

 

 26 

calculada para um total de 100 milhões de células em 2 placas de cultura celular contendo 

meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado (FBSi), durante 1 hora a 

37°C, 5% CO2. Os PBLs isolados foram posteriormente lavados para o cálculo do número de 

células viáveis e marcados com CFSE.  

 

 

 

 

 
Figura 6 – Diagrama representativo do procedimento de isolamento de PBMCs a partir de BCs 
de dadores saudáveis. Foram recolhidos de um BC cerca de 15 mL de sangue total para cada um de 2 tubos 
falcon de 50 mL e posteriormente adicionados 15 mL de 1X PBS a cada um dos 2 tubos. Após ressuspensão, a 
solução de Sangue + 1X PBS na proporção de 1:1 foi cuidadosamente transferida para 2 novos tubos falcon de 
50 mL com 15 mL de Lymphoprep previamente adicionado e centrifugada a 800g durante 30 minutos. Os anéis 
de PBMCs resultantes da centrifugação foram transferidos e unidos num único tubo falcon de 50 mL, onde 
procedeu-se à sua lavagem e respetiva purificação para obtenção de PBLs após a sua incubação. 
 

3.4. Contagem de Células 

Por forma a realizar-se a contagem de células, preparou-se uma solução contendo 10 µL de 

suspensão celular e 90 µL de Azul Tripano. Desta solução foram transferidos 10 µL para 

cada um dos lados de uma câmara de Neubauer, procedeu-se à contagem das células nos 

diferentes quadrantes e realizou-se a sua média. Seguidamente, estimou-se o número de 

células por mL de suspensão (1) e o número total de células na respetiva suspensão celular 

(2), através das seguintes fórmulas: 

𝑁º 𝑑𝑒 𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 / 𝑚𝐿 = 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑛º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑑𝑜𝑠 𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 ×  𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 × 104    (1) 

𝑁º 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 = 𝑁º 𝑑𝑒 𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 / 𝑚𝐿 ×  𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠ã𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟    (2) 

 

3.5. Marcação de PBLs com CFSE 

Após a contagem do número de células, marcou-se cerca de 20 milhões de PBLs com CFSE 

a uma concentração final de 5 mM durante 5 minutos, com mistura ocasional e ao abrigo da 

Transferência 

Buffy-coat 
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+ 
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1:1 
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luz. De seguida, as células foram lavadas duas vezes com meio RPMI suplementado com 

10% de FBSi e ressuspensas em 2 mL de meio de cultura (meio RPMI suplementado com 

5% de HSi e 1% de APS). 

 

3.6. Condições de Cultura Celular 

Numa placa de 24 poços, cultivou-se cerca de 1 milhão de PBLs marcados com CFSE em 

cada poço de cultura celular e perfez-se com meio RPMI filtrado e suplementado com 5% 

de HSi e 1% de APS até um volume final de 1 mL por poço. A cultura celular foi incubada a 

37°C, 5% CO2 durante 12 dias, em que no dia 0 e 6 de cultura celular foram adicionadas as 

citocinas IL-15, IFN-γ e IL-17A em diferentes condições de estudo (adição de 1 e 10 µL de 

citocina no dia 0 e 6 de cultura celular) e tal como verificado na Figura 7. Ainda no dia 6 

de cultura celular, foram repostos a cada poço de cultura celular 200 µL de meio RPMI 

filtrado e suplementado com 5% de HSi e 1% de APS e 10 µL de IL-15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Diagrama ilustrativo da cultura celular de PBLs marcados com CFSE na ausência e 
presença de IFN-γ e IL-17A. A cultura celular foi efetuada numa placa de 24 poços e incubada durante 12 
dias a 37°C, 5% de CO2. Em todos os poços de cultura celular foram adicionados 10 µL de IL-15 no dia 0 de 
cultura celular e também no dia 6. O controlo negativo apenas contém a citocina IL-15. Após os 12 dias de 
incubação celular, as células foram centrifugadas e analisadas por citometria de fluxo. 

 

3.7. Citometria de Fluxo 

Para a análise por citometria de fluxo, cultivou-se em cada poço de uma placa de cultura de 

96 poços de fundo redondo cerca de 0,5 milhões de células da suspensão celular de PBLs 
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marcados com CFSE cultivada durante 12 dias na presença das citocinas IL-15, IFN-γ e IL-

17A e procedeu-se às diferentes marcações com os anticorpos de interesse a uma 

temperatura de 4°C, durante 30 minutos de incubação para cada marcação. Para o estudo 

da expressão de closed conformers marcaram-se as células com o anticorpo primário 

W6/32, enquanto para o estudo da expressão de open conformers marcaram-se as células 

com o anticorpo primário HC-10. Como controlo negativo fez-se a marcação das células 

cultivadas na presença de somente IL-15 em 3 poços com IgG2a, W6/32 e HC-10 

separadamente, enquanto como controlo positivo, foram cultivadas células na presença de 

IL-15 + IFN-γ e IL-15 + IL-17A, contendo unicamente Staining Buffer (SB) (1X PBS, 0,2% 

de BSA e 0,1% de NaN3), tal como ilustrado na Figura 8. Tanto no controlo negativo como 

no estudo da expressão de closed e open conformers na presença das citocinas IFN-γ e IL-

17A, foi posteriormente necessária uma marcação com um anticorpo secundário goat anti-

mouse (GAM PE), uma vez que os anticorpos IgG2a, W6/32 e HC-10 não se encontravam 

conjugados. Seguidamente, marcaram-se todas as células com anticorpos anti-CD3 (CD3 

APC) e anti-CD8 (CD8 PerCP-Cy5.5 ou CD8β PE Cy.7), com exceção das células cultivadas 

para controlo positivo. Entre cada marcação com os anticorpos de interesse, as células 

foram lavadas 3 vezes com SB e centrifugadas a 150g durante 2 minutos e a 4°C. Após a 

última marcação, as células foram lavadas 2 vezes com SB e, posteriormente, 1 vez com 1X 

PBS e foram recolhidas e transferidas para tubos de citometria para um volume final de 500 

µL de suspensão celular por tubo. 

Para cada amostra, pelo menos 20 000 eventos foram adquiridos usando características de 

forward scatter/side scatter (FSC/SSC) em um citómetro de fluxo BD Biosciences Accuri 

C6 e analisados no software BD Accuri C6. 
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Figura 8 – Diagrama ilustrativo da marcação de PBLs marcados com CFSE para análise em 
citometria de fluxo. A cultura celular foi efetuada numa placa de 96 poços de fundo redondo, onde as 
marcações com os anticorpos de interesse foram efetuadas a 4°C durante 30 minutos de incubação para cada 
marcação. Todos os poços que se encontram a rosa contêm apenas SB, enquanto os poços que se encontram a 
azul foram marcados com CD3 APC e CD8 PerCP-Cy5.5 ou CD8β Pe Cy.7. Após a última marcação, as células 
foram lavadas e, posteriormente, analisadas por citometria de fluxo. O controlo negativo foi cultivado apenas na 
presença da citocina IL-15. Irr = anticorpo irrelevante, IgG2a; SB = Staining Buffer; ─ = controlo negativo. 

 

3.8. Estratégia de “Gating” 

Na citometria de fluxo, o termo “Gating Strategy” é utilizado por forma a identificar e 

selecionar subpopulações específicas de células com base nas suas características de 

dispersão da luz e de emissão de fluorescência. Esta estratégia foi utilizada para a obtenção 

dos valores da % Total de Blastos, da % de Total de Não-Blastos, da % de Linfócitos T CD4+ 

e CD8+ e da % de Divisão Celular destes mesmos linfócitos (Figura 9 e 10).  
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Figura 9 – Estratégia de “Gating” para obtenção da % Total de Blastos e da % Total de Não-
Blastos. A região P6 delimita a % Total de Blastos enquanto a região P9 delimita a % Total de Não-Blastos. Esta 
estratégia é semelhante tanto para a expressão de closed conformers (W6/32) como para a expressão de open 
conformers (HC-10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Estratégia de “Gating” para obtenção da % de Linfócitos T CD4+ e T CD8+ e da % de 
Divisão Celular dos Linfócitos T CD4+ e T CD8+. (A) Estratégia de “Gating” referente à expressão de 
closed conformers (W6/32). (B) Estratégia de “Gating” referente à expressão de open conformers (HC-10). Os 
quadrantes Q60-UL e Q61-UL representam a % de Linfócitos T CD4+. Os quadrantes Q60-UR e Q61-UR 
representam a % de Linfócitos T CD8+. Os quadrantes Q104-UL e Q103-UL representam a % de Divisão Celular 
dos Linfócitos T CD4+. Os quadrantes Q107-UL e Q108-UL representam a % de Divisão Celular dos Linfócitos 
T CD8+. 

 

Esta estratégia foi também utilizada para a obtenção dos valores referentes à expressão de 

closed e open conformers (unidades MFI – Intensidade Média de Fluorescência) pelos 
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linfócitos T CD4+ e CD8+ que não se dividiram, que se dividiram e que mais se dividiram, 

sendo estes valores retirados dos mesmos quadrantes onde é obtida a % de Divisão Celular 

dos Linfócitos T CD4+ e CD8+, tal como se pode verificar na Figura 11.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Estratégia de “Gating” para obtenção da expressão de closed e open conformers pelos 
linfócitos T CD4+ ou T CD8+ que não se dividiram, que se dividiram e que mais se dividiram. A 
análise do quadrante Q103-UL permite a obtenção de MFI dos linfócitos T CD4+ ou CD8+ que se dividiram. A 
análise do quadrante Q103-UR permite a obtenção de MFI dos linfócitos T CD4+ ou CD8+ que não se dividiram. 
A análise da região R41 permite a obtenção de MFI dos linfócitos T CD4+ ou CD8+ que mais se dividiram. A 
estratégia de “Gating” para a delimitação das subpopulações de linfócitos T que não se dividiram, que se 
dividiram e que mais se dividiram é efetuada de forma semelhante quer para os linfócitos T CD4+ como para os 
linfócitos T CD8+. 

 

3.9. Análise Estatística 

Para a análise da expressão de closed e open conformers, os dados obtidos na citometria de 

fluxo foram tratados previamente, sendo que para todos os valores em estudo foi efetuada 

uma normalização dos valores correspondentes à adição de IL-15 comparando os linfócitos 

T que se dividiram com os que não se dividiram (3) e os linfócitos T que mais se dividiram 

com os que não se dividiram (4), tal como verificado, respetivamente, nas seguintes 

equações: 

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑀𝐹𝐼 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑠𝑒 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑖𝑟𝑎𝑚 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 =  
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑀𝐹𝐼 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑠𝑒 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑖𝑟𝑎𝑚

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑀𝐹𝐼 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑛ã𝑜 𝑠𝑒 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑖𝑟𝑎𝑚
 × 100     (3) 

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑀𝐹𝐼 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑚𝑎𝑖𝑠 𝑠𝑒 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑖𝑟𝑎𝑚 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 =  
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑀𝐹𝐼 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑚𝑎𝑖𝑠 𝑠𝑒 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑖𝑟𝑎𝑚

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑀𝐹𝐼 𝑑𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑛ã𝑜 𝑠𝑒 𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑖𝑟𝑎𝑚
 × 100     (4) 

Foi também efetuada uma normalização dos valores correspondentes à adição de IL-15 + 

IFN-γ e IL-15 + IL-17A com o valor corresponde à adição de somente IL-15 (5), tal como 

especificado na seguinte fórmula: 

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑀𝐹𝐼 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 =  
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑀𝐹𝐼 𝑑𝑒 𝐼𝐿−15 + 𝐼𝐹𝑁−𝛾/𝐼𝐿−17𝐴

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑀𝐹𝐼 𝑑𝑒 𝐼𝐿−15
 × 100     (5) 

Linfócitos T 
CD4+/T CD8+ que 

se dividiram 

Linfócitos T 
CD4+/T CD8+ que 
não se dividiram 
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A fórmula (5) aplica-se tanto para a análise de MFI das células que se dividiram como para 

as células que mais se dividiram. 

A análise estatística para todos os dados obtidos e normalizados foi realizada usando o 

software Graph Pad Prism 8. As diferenças entres as médias dos grupos foram determinadas 

pelo teste ANOVA de 1 fator com correlação para comparações múltiplas. A significância 

estatística foi definida como P < 0,05. 
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Capítulo 4 – Resultados 

 

4.1. Efeito do IFN-γ e da IL-17A na formação de Blastos 

mediada pela IL-15 

Tendo em conta o principal objetivo deste trabalho, isto é, o estudo do efeito das citocinas 

pró-inflamatórias IFN-γ e IL-17A em PBLs expandidos e mediados pela IL-15, foi feita uma 

análise inicial no que diz respeito à ativação e proliferação celular de linfócitos T ativados. 

Posto isto, foi então obtido a % Total de Blastos, a % Total de Não-Blastos, a % Relativa de 

Blastos, a % Total de Células em Divisão e o número de divisões celulares. A % Relativa de 

Blastos foi obtida de acordo com a fórmula (6): 

% 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 𝑑𝑒 𝐵𝑙𝑎𝑠𝑡𝑜𝑠 =  
% 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝐵𝑙𝑎𝑠𝑡𝑜𝑠

% 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝐵𝑙𝑎𝑠𝑡𝑜𝑠+% 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑁ã𝑜−𝐵𝑙𝑎𝑠𝑡𝑜𝑠
× 100     (6) 

Os valores referentes ao estudo comparativo entre a adição de somente IL-15 com a adição 

de IL-15 + IFN-γ encontram-se registados na Tabela 1 e a análise estatística é possível 

visualizar-se através da Figura 12. Através da análise dos mesmos, é possível verificar que 

a adição de IFN-γ induz a uma diminuição significativa da % Total de Blastos, e tendo em 

conta que esta é inversamente proporcional à % Total de Não-Blastos, era de se esperar um 

aumento significativo na % Total de Não-Blastos e, segundo a fórmula (6), uma diminuição 

igualmente significativa na % Relativa de Blastos, tal como fora verificado. Ainda pela 

análise da Tabela 1 é possível constatarmos que a adição de IFN-γ às culturas celulares 

induz um ligeiro aumento na % Total de Células em Divisão embora não significativo. Já o 

número de divisões celulares após a adição desta citocina diminuiu comparativamente com 

somente a adição de IL-15, contudo, de forma também não significativa. 
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Tabela 1 – Valores obtidos para o efeito do IFN-γ na % Total de Blastos, % Total de Não-Blastos, 
% Relativa de Blastos, % Total de Células em Divisão e para o Número de Divisões Celulares 
mediados pela IL-15. Os valores encontram-se representados pela média das 4 experiências realizadas (n = 
4) e pelo desvio padrão médio (média ± SEM). A significância estatística foi definida como P < 0,05. 
 

 
 

 

(a) – adição de IFN-γ no dia 0 de cultura celular de PBLs; 
(b) – adição de IFN-γ no dia 6 de cultura celular de PBLs; 
P – p value; 
ns – sem significância estatística; 
* – significância estatística entre a adição de IL-15 e a adição de IL-15 + IFN- γ. 

 
 
 
 

 
Figura 12 – Efeito do INF-γ na expansão de blastos mediada pela IL-15. (A) % Total de Blastos 
aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + IFN-γ. (B) % Total de Não-Blastos aquando da 
adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + IFN-γ. (C) % Relativa de Blastos aquando da adição de somente 
IL-15 e da adição de IL-15 + IFN-γ. O estudo foi feito com a adição de 10 ng/mL de IL-15 em todas as culturas 
celulares e com a adição ocasional de 1 e 10 ng/mL de IFN-γ no dia 0 ou no dia 6 de cultura celular de PBLs. Os 
valores foram obtidos pela média da percentagem referente a 4 experiências realizadas (n = 4) e de acordo com 
o respetivo desvio padrão médio (média ± SEM). A significância estatística foi definida como P < 0,05. (a) – 
adição de IFN-γ no dia 0 de cultura celular de PBLs; (b) – adição de IFN-γ no dia 6 de cultura celular de PBLs; 
P – p value. 

 
 

Parâmetro em 
Análise 

IL-15 IL-15 + IFN-γ (a) IL-15 + IFN-γ (b) 

10 ng/mL 1 ng/mL 10 ng/mL 1 ng/mL 10 ng/mL 

% Total de Blastos 
66,4 ± 4,7 53,1 ± 3,6 * 50,8 ± 3,5 * 51,1 ± 6,4 * 49,1 ± 3,5 

 P = 0,0347 P = 0,0450 P = 0,0490 ns 

% Total de Não-
Blastos 

8,7 ± 1,3 10,1 ± 1,2 * 10,8 ± 1,7 * 12,4 ± 2,2 10,3 ± 1,2 

 P = 0,0221 P = 0,0330 ns ns 

% Relativa de 
Blastos 

88,4 ± 1,5 83,9 ± 2,1 * 82,6 ± 2,2 * 80,0 ± 4,3 82,6 ± 1,3 * 

 P = 0,0111 P = 0,0243 ns P = 0,0151 

% Total de Células 
em Divisão 

78,9 ± 1,0 83,0 ± 2,8 80,8 ± 2,2 79,7 ± 4,8 81,3 ± 2,1 

 ns Ns ns ns 

Número de 
Divisões Celulares 

7,0 ± 0,0 6,8 ± 0,3 6,3 ± 0,3 6,3 ± 0,3 6,3 ± 0,3 

 ns Ns ns ns 

A B C 
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No que diz respeito aos valores referentes ao estudo comparativo entre a adição de somente 

IL-15 com a adição de IL-15 + IL-17A é possível a sua observação através da Tabela 2 e da 

Figura 13. Através da análise destes, é possível verificar-se que a adição de IL-17A induz 

um efeito na ativação e proliferação celular semelhante à adição de IFN-γ. Assim, a IL-17A 

induz a uma diminuição significativa da % Total de Blastos, ao aumento significativo da % 

Total de Não-Blastos e a uma diminuição igualmente significativa na % Relativa de Blastos. 

Em suma, pela análise da Tabela 2, verificou-se que a adição de IL-17A induz a um ligeiro 

aumento na % Total de Células em Divisão e a uma diminuição do número de divisões 

celulares comparativamente com somente a adição de IL-15, embora sem significância 

estatística. 

 

Tabela 2 – Valores obtidos para o efeito do IL-17A na % Total de Blastos, % Total de Não-Blastos, 
% Relativa de Blastos, % Total de Células em Divisão e para o Número de Divisões Celulares 
mediados pela IL-15. Os valores encontram-se representados pela média das 4 experiências realizadas (n = 
4) e pelo desvio padrão médio (média ± SEM). A significância estatística foi definida como P < 0,05. 
 
 
 

 

(a) – adição de IL-17A no dia 0 de cultura celular de PBLs; 
(b) – adição de IL-17A no dia 6 de cultura celular de PBLs; 
P – p value; 
ns – sem significância estatística; 
* e ** – significância estatística entre a adição de IL-15 e a adição de IL-15 + IL-17A. 

 

 

 

 

 

 

 

  

Parâmetro em 
Análise 

IL-15 IL-15 + IL-17A (a) IL-15 + IL-17A (b) 

10 ng/mL 1 ng/mL 10 ng/mL 1 ng/mL 10 ng/mL 

% Total de Blastos 
67,1 ± 4,2 54,9 ± 3,1 * 54,0 ± 2,8 ** 52,3 ± 4,5 * 50,6 ± 6,5 

 P = 0,0363 P = 0,0064 P = 0,0242 ns 

% Total de Não-
Blastos 

9,1 ± 1,1 10,7 ± 1,5 9,6 ± 1,2 11,5 ± 1,8 11,7 ± 1,6 * 

 ns Ns ns P = 0,0460 

% Relativa de 
Blastos 

88,0 ± 1,4 83,6 ± 2,5 84,9 ± 1,6 * 81,7 ± 3,5 80,6 ± 4,1 

 ns P = 0,0375 ns ns 

% Total de Células 
em Divisão 

78,2 ± 1,7 82,2 ± 3,8 79,5 ± 3,7 80,4 ± 4,4 79,9 ± 5,1 

 ns Ns ns ns 

Número de 
Divisões Celulares 

7,0 ± 0,0 6,5 ± 0,3 6,0 ± 0,4 6,7 ± 0,3 6,7 ± 0,3 

 ns Ns ns ns 
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Figura 13 – Efeito do IL-17A na expansão de Blastos mediada pela IL-15. (A) % Total de Blastos 
aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + IL-17A. (B) % Total de Não-Blastos aquando da 
adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + IL-17A. (C) % Relativa de Blastos aquando da adição de somente 
IL-15 e da adição de IL-15 + IL-17A. O estudo foi feito com a adição de 10 ng/mL de IL-15 em todas as culturas 
celulares e com a adição ocasional de 1 e 10 ng/mL de IL-17A no dia 0 ou no dia 6 de cultura celular de PBLs. Os 
valores foram obtidos pela média da percentagem referente a 4 experiências realizadas (n = 4) e de acordo com 
o respetivo desvio padrão médio (média ± SEM). A significância estatística foi definida como P < 0,05. (a) – 
adição de IL-17A no dia 0 de cultura celular de PBLs; (b) – adição de IL-17A no dia 6 de cultura celular de PBLs; 
P – p value. 

 

4.2. Efeito do IFN-γ e da IL-17A na % de Linfócitos T CD4+ e T 

CD8+ ativados pela IL-15 

Tal como referido nos Materiais e Métodos e demonstrado na respetiva Figura 10 dos 

mesmos, a obtenção da % de Linfócitos T CD4+ e T CD8+ foi efetuada com recurso a uma 

estratégia denominada de Estratégia de “Gating”. Esta estratégia permitiu-nos observar que 

embora a adição de IL-15 + IL-17A induza um aumento da % de Linfócitos T CD4+, quer 

aquando da marcação com W6/32 (closed conformers) quer aquando da marcação com HC-

10 (open conformers), e induza uma diminuição da % de Linfócitos T CD8+ que expressam 

W6/32 e um aumento da % Linfócitos T CD8+ que expressam HC-10, este aumento não fora 

estatisticamente significativo. No que diz respeito à adição de IL-15 + IFN-γ, verificou-se 

que a mesma pode induzir um aumento não significativo da % de Linfócitos T CD4+ (devido 

ao elevado valor SEM) aquando da marcação com W6/32 e a uma diminuição significativa 

aquando da marcação com HC-10 (após a adição de 10 ng/mL de IFN-γ no dia 0 da cultura 

celular de PBLs) (ver Figura 14). Contrariamente ao verificado para a % de Linfócitos T 

CD4+, verificou-se que a adição de IL-15 + IFN-γ pode induzir uma ligeira diminuição da % 

de Linfócitos T CD8+ aquando da marcação com W6/32 e um ligeiro aumento aquando da 

marcação com HC-10, embora também sem significância estatística (ver Figura 15). 

 

A B C 
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Figura 14 – Efeito do IFN-γ na % de Linfócitos T CD4+ ativados pela IL-15. (A) Efeito do IFN-γ na % 
de Linfócitos T CD4+ aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 ng/mL de IFN-γ e 
posterior marcação com W6/32. (B) Efeito do IFN-γ na % de Linfócitos T CD4+ aquando da adição de somente 
IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 ng/mL de IFN-γ e posterior marcação com HC-10. Após a cultura celular 
dos PBLs marcados com CFSE, as células foram marcadas com W6/32 + GAM PE e com HC-10 + GAM PE. 
Posteriormente, estas foram marcadas com os anticorpos CD3 APC e CD8 PerCP-Cy5.5 ou CD8β PE Cy.7 e 
analisadas por citometria de fluxo de acordo com as características de FSC/SSC. Os valores foram obtidos pela 
média da percentagem referente a 4 experiências realizadas (n = 4) e de acordo com o respetivo desvio padrão 
médio (média ± SEM). A significância estatística foi definida como P < 0,05. (a) – adição de IFN-γ no dia 0 de 
cultura celular de PBLs; (b) – adição de IFN-γ no dia 6 de cultura celular de PBLs; P – p value. 

 
 

 

 

Figura 15 – Efeito do IFN-γ na % de Linfócitos T CD8+ ativados pela IL-15. (A) Efeito do IFN-γ na % 
de Linfócitos T CD8+ aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 ng/mL de IFN-γ e 
posterior marcação com W6/32. (B) Efeito do IFN-γ na % de Linfócitos T CD8+ aquando da adição de somente 
IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 ng/mL de IFN-γ e posterior marcação com HC-10. Após a cultura celular 
dos PBLs marcados com CFSE, as células foram marcadas com W6/32 + GAM PE e com HC-10 + GAM PE. 
Posteriormente, estas foram marcadas com os anticorpos CD3 APC e CD8 PerCP-Cy5.5 ou CD8β PE Cy.7 e 
analisadas por citometria de fluxo de acordo com as características de FSC/SSC. Os valores foram obtidos pela 
média da percentagem referente a 4 experiências realizadas (n = 4) e de acordo com o respetivo desvio padrão 
médio (média ± SEM). A significância estatística foi definida como P < 0,05. (a) – adição de IFN-γ no dia 0 de 
cultura celular de PBLs; (b) – adição de IFN-γ no dia 6 de cultura celular de PBLs; P – p value. 

A B 

A B 
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4.3. Papel do IFN-γ e da IL-17A na Divisão Celular de 

Linfócitos T CD4+ e T CD8+ ativados pela IL-15 

Ainda através da estratégia de “Gating” é possível observamos a % de Divisão Celular de 

Linfócitos T CD4+ e T CD8+ devido à marcação efetuada com CFSE em FL1 (1º detetor de 

fluorescência do citómetro de fluxo). Sendo o CFSE característico para a observação do 

número de divisões celulares ocorridas e da consequente proliferação celular, conseguimos 

verificar através da Figura 16 e 17 que, após a adição quer de IL-15 + IFN-γ ou de IL-15 + 

IL-17A, a % de Divisão Celular de Linfócitos T CD4+ e T CD8+ aumenta visivelmente (59,2% 

vs. 71,5% (W6/32) e 58,3% vs 68,1% (HC-10), nos linfócitos T CD4+; e 80,8% vs. 86,5% 

(W6/32) e 82,5% vs 87,2% (HC-10), nos linfócitos T CD8+), contudo, derivado ao valor SEM 

obtido entre a média das 4 experiências realizadas, os resultados não apresentam 

significância estatística (P > 0,05) em qualquer das condições de estudo realizadas (isto é, 

com a adição de 1 ou 10 ng/mL de citocina IFN-γ/IL-17A no dia 0 ou 6 de cultura celular de 

PBLs ativados previamente com IL-15). A Figura 16 representa, assim, a % de Divisão 

Celular de Linfócitos T CD4+ ativados pela IL-15 e marcados com os anticorpos W6/32 (A) 

e HC-10 (B) na ausência e presença de IFN-γ ou IL-17A, enquanto a Figura 17 representa 

a % de Divisão Celular de Linfócitos T CD8+ ativados pela IL-15 e marcados com os 

anticorpos W6/32 (A) e HC-10 (B) na ausência e presença de IFN-γ ou IL-17A. 
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Figura 16 – Divisão celular de linfócitos T CD4+ ativados pela IL-15 na ausência (dot-plots à 
esquerda) e na presença (dot-plots à direita) de IFN-γ ou de IL-17A. (A) Divisão celular de linfócitos 
T CD4+ ativados pela IL-15 na ausência e na presença de IFN-γ/IL-17A marcados com o anticorpo W6/32 + 
GAM PE. (B) Divisão celular de linfócitos T CD4+ ativados pela IL-15 na ausência e na presença de IFN-γ/IL-
17A marcados com o anticorpo HC-10 + GAM PE. Antes da cultura celular de PBLs durante os 12 dias de cultura, 
os PBLs isolados foram previamente marcados com CFSE para a análise da divisão celular através da citometria 
de fluxo e de acordo com as características de FSC/SSC. Os dot-plots obtidos na análise do efeito de IFN-γ são 
similares aos dot-plots obtidos na análise do efeito de IL-17A, pelo que os dot-plots representados em (A) e (B) 
são universais para quaisquer condições estudadas e representativos de qualquer das 4 experiências realizadas 
(n = 4). Os quadrantes Q104-UL e Q155-UL representam a % de Divisão Celular de Linfócitos T CD4+ marcados 
com W6/32 + GAM PE. Os quadrantes Q103-UL e Q156-UL representam a % de Divisão Celular de Linfócitos T 
CD4+ marcados com HC-10 + GAM PE. 
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Figura 17 – Divisão celular de linfócitos T CD8+ ativados pela IL-15 na ausência (dot-plots à 
esquerda) e na presença (dot-plots à direita) de IFN-γ ou de IL-17A. (A) Divisão celular de linfócitos 
T CD8+ ativados pela IL-15 na ausência e na presença de IFN-γ/IL-17A marcados com o anticorpo W6/32 + 
GAM PE. (B) Divisão celular de linfócitos T CD8+ ativados pela IL-15 na ausência e na presença de IFN-γ/IL-
17A marcados com o anticorpo HC-10 + GAM PE. Antes da cultura celular de PBLs durante os 12 dias de cultura, 
os PBLs isolados foram previamente marcados com CFSE para a análise da divisão celular através da citometria 
de fluxo e de acordo com as características de FSC/SSC. Os dot-plots obtidos na análise do efeito de IFN-γ são 
similares aos dot-plots obtidos na análise do efeito de IL-17A, pelo que os dot-plots representados em (A) e (B) 
são universais para quaisquer condições estudadas e representativos de qualquer das 4 experiências realizadas 
(n = 4). Os quadrantes Q107-UL e Q157-UL representam a % de Divisão Celular de Linfócitos T CD8+ marcados 
com W6/32 + GAM PE. Os quadrantes Q108-UL e Q158-UL representam a % de Divisão Celular de Linfócitos 
T CD8+ marcados com HC-10 + GAM PE. 

 

Pela análise estatística efetuada de acordo com as equações (3) e (4) dos Materiais e 

Métodos e pela observação das Figuras 16 (B) e 17 (B), é percetível que os linfócitos T 

que mais se dividiram expressam mais open conformers em comparação com os linfócitos 

T que se dividiram ou que não se dividiram, pois à medida que ocorrem os diferentes ciclos 

de divisão celular, a relação do valor de MFI da expressão de epitopos de HC-10 

comparando os linfócitos que se dividiram e que mais se dividiram com os linfócitos que 

não se dividiram tende a aumentar. Ainda pela análise das Figuras 16 e 17, é-nos possível 

constatar que o nível de expressão de closed conformers pelos linfócitos T isolados na 

presença de unicamente IL-15 apresentam uma ligeira diminuição após os diferentes ciclos 

de divisão celular, enquanto o nível de expressão de open conformers apresenta um claro 

aumento, o que é um resultado novo tendo em conta todos os estudos existentes na 

CFSE 
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literatura. Como esperado, verificou-se também que o valor MFI correspondente aos 

linfócitos T marcados com W6/32 + GAM PE é substancialmente superior em relação ao 

valor MFI correspondente aos linfócitos T marcados com HC-10 + GAM PE, pelo que é 

possível constatar que a expressão de closed conformers é significativamente superior em 

relação à expressão de open conformers por estes linfócitos.  

 

4.4. Delimitação das 3 subpopulações de Linfócitos T 

isoladas após marcação com CFSE e ativação com IL-15 

A marcação com CFSE para além de permitir a observação do número de divisões celulares, 

permite-nos ainda, de acordo com o seu valor de MFI e o seu nível de proliferação celular, 

verificar e delimitar 3 diferentes subpopulações de linfócitos T CD4+ e T CD8+: os linfócitos 

T que não se dividiram, os linfócitos T que se dividiram e os linfócitos T que mais se 

dividiram. Pelo uso da estratégia de “Gating” referida na Figura 11 dos Materiais e Métodos 

e através do histograma representado na Figura 18 é possível a delimitação destas 

subpopulações, onde é observável que a cada ciclo de divisão celular a quantidade de CFSE 

contido nas células reduz-se a metade nas respetivas células-filhas e de forma sequencial 

(normalmente até um máximo de 7 ciclos de divisão), pelo que os linfócitos T que não se 

dividiram (①) apresentam uma quantidade superior de CFSE em relação aos linfócitos T 

que se dividiram (②) e aos que mais se dividiram (③). Os linfócitos T que mais se dividiram 

isolados no presente estudo são linfócitos que se dividiram mais do que 5 vezes, tal como se 

verifica no histograma da Figura 18 e nos resultados apresentados nas Tabelas 1 e 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18 – Determinação das 3 subpopulações de linfócitos T CD4+ e T CD8+ ativados pela IL-
15. Os PBLs isolados foram previamente marcados com CFSE para a análise da divisão celular através da 
citometria de fluxo e de acordo com as características de FSC/SSC. Os linfócitos T que não se dividiram estão 
representados a amarelo e por ①. Os linfócitos T que se dividiram estão representados a verde e por ②. Os 
linfócitos T que mais se dividiram estão representados a vermelho e por ③. O dot-plot (à esquerda) e o 
histograma (à direita) representados são referentes à cultura celular de PBLs durante 12 dias na presença de 
unicamente 10 ng/mL de IL-15 e 1 mL de meio RPMI filtrado + 5% de HSi + 1% de APS. Os histogramas obtidos 

② 

① 

③ ① 

② 
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pelo isolamento de linfócitos T CD4+ são similares aos histogramas obtidos pelo isolamento de linfócitos T CD8+ 
e de igual forma semelhantes no que diz respeito à delimitação das 3 subpopulações em estudo para qualquer 
concentração de citocina estudada, pelo que o histograma representado é universal para qualquer condição do 
estudo e representativo das 4 experiências realizadas (n = 4). 

 

4.4.1. Estudo da expressão de epitopos de W6/32 (closed 

conformers) e HC-10 (open conformers) nos Linfócitos T que 

se dividiram na presença de IFN-γ e de IL-17A 

Tal como referido pela literatura, a expressão de epitopos de W6/32 é característica da 

expressão de closed conformers, enquanto a expressão de epitopos de HC-10 é 

característica da expressão de open conformers [5], [20], [109], [110]. Sendo um dos 

objetivos do presente trabalho a relação da proliferação celular com o estudo da expressão 

de closed e open conformers pelos linfócitos T CD4+ e T CD8+ mediados por IL-15 na 

ausência e presença das citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e IL-17A, começou-se, assim, por 

se analisar o valor de MFI dos linfócitos T que se dividiram. 

Após a análise estatística elaborada, constatou-se que tanto a adição de IFN-γ como a adição 

de IL-17A induzem ao aumento da expressão de closed conformers (epitopos de W6/32) 

nos linfócitos T CD4+ e T CD8+ que se dividiram, principalmente aquando da adição de 

concentrações mais elevadas (10 ng/mL) e aquando da adição da citocina pró-inflamatória 

em estudo no dia 6 da cultura celular de PBLs previamente ativados pela IL-15. Pela análise 

das Figuras 19 e 20 pode-se, assim, verificar que os resultados obtidos para a adição de 

IL-17A (P = 0,0108 e P = 0,0088 para os linfócitos T CD4+ e P = 0,0369 e P = 0,0351 para 

os linfócitos T CD8+) foram mais significativos em comparação com a adição de IFN-γ (P = 

0,0410 para os linfócitos T CD4+), havendo também uma maior significância aquando da 

expressão de epitopos de W6/32 pelos linfócitos T CD4+ em relação aos linfócitos T CD8+. 
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Figura 19 – Efeito da IFN-γ na expressão de epitopos de W6/32 (closed conformers) pelos 
linfócitos T CD4+ e T CD8+ que se dividiram ativados pela IL-15. (A) Expressão de epitopos de W6/32 
pelos linfócitos T CD4+ que se dividiram aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 
ng/mL de IFN-γ. (B) Expressão de epitopos de W6/32 pelos linfócitos T CD8+ que se dividiram aquando da 
adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 ng/mL de IFN-γ. Após a cultura celular dos PBLs 
marcados com CFSE (FL1) durante 12 dias de cultura, as células foram marcadas com W6/32 + GAM PE (FL2), 
com CD8 PerCP-Cy5.5/CD8β PE Cy.7 (FL3) e com CD3 APC (FL4) para posterior análise por citometria de fluxo 
de acordo com as características de FSC/SSC. Os valores foram normalizados segundo a equação (5) referida 
nos Materiais e Métodos e são representativos de 4 experiências realizadas (n = 4) e de acordo com o respetivo 
desvio padrão médio (média ± SEM). A significância estatística foi definida como P < 0,05. (a) – adição de IFN-
γ no dia 0 de cultura celular de PBLs; (b) – adição de IFN-γ no dia 6 de cultura celular de PBLs; P – p value. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20 – Efeito da IL-17A na expressão de epitopos de W6/32 (closed conformers) pelos 
linfócitos T CD4+ e T CD8+ que se dividiram ativados pela IL-15. (A) Expressão de epitopos de W6/32 
pelos linfócitos T CD4+ que se dividiram aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 
ng/mL de IL-17A. (B) Expressão de epitopos de W6/32 pelos linfócitos T CD8+ que se dividiram aquando da 
adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 ng/mL de IL-17A. Após a cultura celular dos PBLs 
marcados com CFSE (FL1) durante 12 dias de cultura, as células foram marcadas com W6/32 + GAM PE (FL2), 
com CD8 PerCP-Cy5.5/CD8β PE Cy.7 (FL3) e com CD3 APC (FL4) para posterior análise por citometria de fluxo 
de acordo com as características de FSC/SSC. Os valores foram normalizados segundo a equação (5) referida 
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nos Materiais e Métodos e são representativos de 4 experiências realizadas (n = 4) e de acordo com o respetivo 
desvio padrão médio (média ± SEM). A significância estatística foi definida como P < 0,05. (a) – adição de IL-
17A no dia 0 de cultura celular de PBLs; (b) – adição de IL-17A no dia 6 de cultura celular de PBLs; P – p value. 

 

No que diz respeito à expressão de open conformers (epitopos de HC-10) aquando da adição 

de IFN-γ e de IL-17A, verificou-se que a adição destas citocinas pró-inflamatórias induziam 

um efeito semelhante quer nos linfócitos T CD4+ quer nos linfócitos T CD8+. Ainda assim, 

o efeito provocado pela presença de IFN-γ é ligeiramente diferente ao efeito provocado pela 

presença de IL-17A. Pela análise da Figura 21, pode-se inferir que a adição de IFN-γ no 

meio de cultura de PBLs conduz à diminuição da expressão de open conformers em 

comparação com somente a adição de IL-15, principalmente aquando da adição de 1 ng/mL 

de IFN-γ no dia 6 de cultura celular de PBLs, ainda que os dados obtidos sejam apenas 

significantes na expressão de epitopos de HC-10 pelos linfócitos T CD4+ (P = 0,0108). Em 

contrapartida, pela análise da Figura 22, pode-se concluir que a adição de IL-17A no meio 

de cultura de PBLs conduz em geral a uma ligeira diminuição da expressão de open 

conformers, contudo, aquando da adição de 1 ng/mL de IL-17A no dia 0 da cultura celular 

de PBLs ativados pela IL-15, foi possível observar-se um aumento da expressão dos open 

conformers. No entanto, como o devido aumento apresenta um elevado valor SEM (P > 

0,05), o mesmo não é significativo nem fiável, pelo que estudos complementares seriam 

necessários para comprovar se de facto este aumento ocorreria nesta condição particular de 

cultura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 – Efeito da IFN-γ na expressão de epitopos de HC-10 (open conformers) pelos 
linfócitos T CD4+ e T CD8+ que se dividiram ativados pela IL-15. (A) Expressão de epitopos de HC-10 
pelos linfócitos T CD4+ que se dividiram aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 
ng/mL de IFN-γ. (B) Expressão de epitopos de HC-10 pelos linfócitos T CD8+ que se dividiram aquando da 
adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 ng/mL de IFN-γ. Após a cultura celular dos PBLs 
marcados com CFSE (FL1) durante 12 dias de cultura, as células foram marcadas com HC-10 + GAM PE (FL2), 
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com CD8 PerCP-Cy5.5/CD8β PE Cy.7 (FL3) e com CD3 APC (FL4) para posterior análise por citometria de fluxo 
de acordo com as características de FSC/SSC. Os valores foram normalizados segundo a equação (5) referida 
nos Materiais e Métodos e são representativos de 4 experiências realizadas (n = 4) e de acordo com o respetivo 
desvio padrão médio (média ± SEM). A significância estatística foi definida como P < 0,05. (a) – adição de IFN-
γ no dia 0 de cultura celular de PBLs; (b) – adição de IFN-γ no dia 6 de cultura celular de PBLs; P – p value. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 22 – Efeito da IL-17A na expressão de epitopos de HC-10 (open conformers) pelos 
linfócitos T CD4+ e T CD8+ que se dividiram ativados pela IL-15. (A) Expressão de epitopos de HC-10 
pelos linfócitos T CD4+ que se dividiram aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 
ng/mL de IL-17A. (B) Expressão de epitopos de HC-10 pelos linfócitos T CD8+ que se dividiram aquando da 
adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 ng/mL de IL-17A. Após a cultura celular dos PBLs 
marcados com CFSE (FL1) durante 12 dias de cultura, as células foram marcadas com HC-10 + GAM PE (FL2), 
com CD8 PerCP-Cy5.5/CD8β PE Cy.7 (FL3) e com CD3 APC (FL4) para posterior análise por citometria de fluxo 
de acordo com as características de FSC/SSC. Os valores foram normalizados segundo a equação (5) referida 
nos Materiais e Métodos e são representativos de 4 experiências realizadas (n = 4) e de acordo com o respetivo 
desvio padrão médio (média ± SEM). A significância estatística foi definida como P < 0,05. (a) – adição de IL-
17A no dia 0 de cultura celular de PBLs; (b) – adição de IL-17A no dia 6 de cultura celular de PBLs; P – p value. 

 

4.4.2. Estudo da expressão de closed e open conformers em 

Linfócitos T que mais se dividiram na presença de IFN-γ e de 

IL-17A 

 

Pela análise da Figura 23, concluímos que a adição de IFN-γ induz um comportamento 

ligeiramente diferente na expressão de epitopos de HC-10 pelos linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

que mais se dividiram. Todavia, é possível observar-se que em ambos os linfócitos T que 

mais se dividiram, a expressão de epitopos de HC-10 tende a diminuir com a adição de IL-

15 + IFN-γ em comparação com somente a adição de IL-15, sendo esta diminuição mais 

acentuada na expressão de open conformers pelos linfócitos T CD4+. Embora seja 

observável tal facto, os resultados obtidos para as diferentes condições de estudo também 

A B 



Estudo do efeito das citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e IL-17A na ativação de linfócitos T humanos mediada 
pela IL-15 

 

 48 

não apresentam significância estatística devido ao elevado valor SEM (P > 0,05), pelo que 

experimentos adicionais seriam necessários para a obtenção de resultados mais fiáveis. 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 23 – Efeito do IFN-γ na expressão de epitopos de HC-10 (open conformers) pelos 
linfócitos T CD4+ e T CD8+ que mais se dividiram ativados pela IL-15. (A) Expressão de epitopos de 
HC-10 pelos linfócitos T CD4+ que mais se dividiram aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 
+ 1 ou 10 ng/mL de IFN-γ. (B) Expressão de epitopos de HC-10 pelos linfócitos T CD8+ que mais se dividiram 
aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 ng/mL de IFN-γ. Após a cultura celular dos 
PBLs marcados com CFSE (FL1) durante 12 dias de cultura, as células foram marcadas com HC-10 + GAM PE 
(FL2), com CD8 PerCP-Cy5.5/CD8β PE Cy.7 (FL3) e com CD3 APC (FL4) para posterior análise por citometria 
de fluxo de acordo com as características de FSC/SSC. Os valores foram normalizados segundo a equação (5) 
referida nos Materiais e Métodos e são apresentados de acordo com o respetivo desvio padrão médio (média ± 
SEM). A expressão de epitopos de HC-10 pelos linfócitos T CD4+ que mais se dividiram é representativa de 3 
experiências realizadas (n = 3), enquanto a expressão de epitopos pelos linfócitos T CD8+ que mais se dividiram 
é representativa de 4 experiências realizadas (n = 4). A significância estatística foi definida como P < 0,05. (a) – 
adição de IFN-γ no dia 0 de cultura celular de PBLs; (b) – adição de IFN-γ no dia 6 de cultura celular de PBLs; 
P – p value. 

 

Por fim, ao observar-se a Figura 24, verificou-se que os resultados obtidos para as 

diferentes condições de estudo (adição de 1 ou 10 ng/mL de citocina no dia 0 ou 6 da cultura 

celular de PBLs ativados previamente pela IL-15) também não apresentam significância 

estatística devido à disparidade de resultados entre as 4 experiências realizadas. Ainda 

assim, pela observação dos resultados é percetível que, contrariamente à adição de IL-15 + 

IFN-γ, a adição de IL-15 + IL-17A tende a aumentar a expressão de epitopos de HC-10 pelos 

linfócitos T que mais se dividiram em comparação com somente a adição de IL-15. 
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Figura 24 – Efeito da IL-17A na expressão de epitopos de HC-10 (open conformers) pelos 
linfócitos T CD4+ e T CD8+ que mais se dividiram ativados pela IL-15. (A) Expressão de epitopos de 
HC-10 pelos linfócitos T CD4+ que mais se dividiram aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 
+ 1 ou 10 ng/mL de IL-17A. (B) Expressão de epitopos de HC-10 pelos linfócitos T CD8+ que mais se dividiram 
aquando da adição de somente IL-15 e da adição de IL-15 + 1 ou 10 ng/mL de IL-17A. Após a cultura celular dos 
PBLs marcados com CFSE (FL1) durante 12 dias de cultura, as células foram marcadas com HC-10 + GAM PE 
(FL2), com CD8 PerCP-Cy5.5/CD8β PE Cy.7 (FL3) e com CD3 APC (FL4) para posterior análise por citometria 
de fluxo de acordo com as características de FSC/SSC. Os valores foram normalizados segundo a equação (5) 
referida nos Materiais e Métodos e são apresentados de acordo com o respetivo desvio padrão médio (média ± 
SEM). A expressão de epitopos de HC-10 pelos linfócitos T CD4+ que mais se dividiram é normalmente 
representativa de 4 experiências realizadas (n = 4), exceto aquando da adição de 1 ng/mL de IL-17A em que 
apenas os valores de 2 experiências foram considerados (n = 2). A expressão de epitopos de HC-10 pelos 
linfócitos T CD8+ que mais se dividiram é normalmente representativa de 4 experiências realizadas (n = 4), 
exceto aquando da adição de 1 ng/mL de IL-17A em que apenas os valores de 3 experiências foram considerados 
(n = 3). A significância estatística foi definida como P < 0,05. (a) – adição de IL-17A no dia 0 de cultura celular 
de PBLs; (b) – adição de IL-17A no dia 6 de cultura celular de PBLs; P – p value. 
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Capítulo 5 – Discussão 

 

O principal objetivo do presente trabalho foi o estudo do efeito das citocinas pró-

inflamatórias IFN-γ e IL-17A na expansão de linfócitos T humanos ativados pela IL-15 e a 

resultante expressão de closed e open conformers. Sendo a IL-15 conhecida por induzir a 

ativação, expansão e proliferação celular dos linfócitos T [57], [58], utilizou-se esta citocina 

homeostática como estímulo da ativação celular. Sabendo que as citocinas IFN-γ e IL-17A 

são igualmente conhecidas por ativarem e expandirem diferentes subpopulações de 

linfócitos T mediante o microambiente em que se encontrem [84], [91], julgou-se que estas 

citocinas poderiam exacerbar o efeito já conhecido da IL-15, por forma a conduzirem a uma 

maior proliferação celular pela sua ligação aos recetores IFNGR1-IFNGR2 e IL-17RA-IL-

17RC, respetivamente, expressos na superfície dos linfócitos T, motivo pelo qual o IFN-γ e 

a IL-17A foram escolhidos para o presente estudo. A escolha da isoforma A da IL-17 em 

comparação com as restantes (de B a F) deveu-se ao facto da mesma ser a isoforma 

fundadora da família de citocinas IL-17, ao facto de ser a isoforma que mais se relaciona 

com um papel mais central na condução da autoimunidade, por apresentar uma sinalização 

mais eficiente e por ser uma das isoformas mais frequentemente encontradas no sistema 

imunológico humano [91], [92], [95]. Assim sendo, para o devido estudo isolaram-se PBLs 

a partir de buffy-coats de dadores saudáveis, que foram seguidamente marcados com CFSE 

e cultivados durante um período de 12 dias na presença de IL-15 e na ausência e presença 

de IFN-γ e IL-17A em diferentes condições de estudo. Para a respetiva análise da expressão 

de closed e open conformes, após a cultura celular de 12 dias, os PBLs isolados foram 

marcados com os anticorpos monoclonais W6/32 e HC-10, conjugados com o anticorpo 

GAM PE e igualmente marcados com os anticorpos anti-CD3 e anti-CD8. 

Inicialmente, fez-se a análise geral da expansão dos linfócitos presentes nas preparações de 

PBLs isoladas de BCs, onde foi possível observar-se que tanto a adição de IFN-γ como de 

IL-17A induziram acentuadamente a uma diminuição da % Total de Blastos e a um aumento 

da % Total de Não-Blastos, o que nos permite constatar que na presença destas citocinas os 

linfócitos têm uma clara tendência para proliferarem mais comparativamente à presença de 

somente IL-15. Ao estudar-se em particular a % de Linfócitos T CD4+ e T CD8+ verificámos 

que, na presença de IFN-γ e de IL-17A, a % de Linfócitos T CD4+ aumentou aquando da 

marcação com W6/32 e que a % de Linfócitos T CD8+ diminuiu aquando da marcação com 

W6/32 e aumentou aquando da marcação com HC-10. Adicionalmente, ao estudar-se a % 

de Divisão Celular de Linfócitos T CD4+ e T CD8+, observou-se que a presença das citocinas 

pró-inflamatórias IFN-γ e IL-17A conduzem ao aumento da proliferação celular quer 
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aquando da marcação com W6/32 quer na marcação com HC-10. Estes resultados em 

conjunto permitem-nos por fim inferir que as citocinas IFN-γ e IL-17A, de facto, exacerbam 

o efeito proliferativo causado pela IL-15, tal como fora esperado dadas as capacidades 

proliferativas já conhecidas das mesmas nos linfócitos T ou até mesmo pelo facto das 

citocinas IFN-γ e IL-17A utilizarem as mesmas vias de sinalização para a ativação de 

linfócitos T que a citocina IL-15 [84], [91]. Além disso, tais resultados podem ainda indicar 

que a presença de IL-15 pode induzir o aumento da expressão dos recetores do IFN-γ e da 

IL-17A na MP dos linfócitos T, razão pela qual a presença destas citocinas pró-inflamatórias 

induza um aumento significativo da proliferação e divisão celular em comparação com a IL-

15 sozinha. Contudo, estudos adicionais seriam necessários para confirmar esta hipótese. 

Através da estratégia de “Gating”, observou-se que na presença de somente IL-15, a 

expressão de epitopos de HC-10 aumenta à medida que a divisão celular aumenta, o que nos 

indica que esta expressão é, portanto, superior nos linfócitos T que mais se dividiram em 

comparação com os que não se dividiram e os que se dividiram. Estes resultados encontram-

se de acordo com o que já fora descoberto pelos estudos examinados da literatura que 

referem que as moléculas de MHC-I tendem a passar de uma conformação fechada a aberta 

quando as células se encontram metabolicamente ativadas [6], [7]. Adicionalmente, foi 

possível observar-se que os linfócitos T humanos ativados somente pela IL-15 induzem a 

uma diminuição na expressão de closed conformers e a um aumento na expressão de open 

conformers ao fim de diversos ciclos de divisão celular. Interessantemente, embora seja já 

conhecido o efeito da IL-15 na expansão de linfócitos T, o aumento da expressão de epitopos 

de HC-10 causado pela presença de IL-15 é pela primeira vez observado num estudo 

científico. Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de investigação, mostraram que 

os linfócitos TN CD8+ expandidos na presença de IL-15 tinham características de linfócitos 

T CD8+ NK-like, caracterizados fenotipicamente por serem CD45RA+ CD28- NKR+ [72], 

[73]. Os resultados desta tese alargam estes resultados ao mostrar pela primeira vez que os 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ ativados pela IL-15 expressam open conformers na MP, 

nomeadamente nos linfócitos com mais ciclos de divisão celular, ou seja, são HC-10+. Com 

base na evidência acumulada do possível papel dos open conformers na regulação da 

sinalização de recetores para hormonas e fatores de crescimento [6], [7], é tentador 

especular que a presença dos open conformers na superfície celular de linfócitos T CD4+ e 

CD8+ poderá estar relacionada com a regulação de sinais intracelulares que regulam a 

entrada em sucessivos ciclos de divisão celular destes linfócitos T. Se esta regulação é feita 

através de interações em cis ou em trans com o recetor para a IL-15 ou com outros recetores 

que transmitam sinais de sobrevivência, está ainda por esclarecer. 
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Embora seja conhecido o papel do IFN-γ no aumento da expressão de moléculas de MHC-I 

na superfície celular dos linfócitos T [7], [86], o efeito desta citocina e da citocina IL-17A na 

mudança de conformação fechada para aberta destas moléculas de MHC-I permanece até 

ao momento pouco conhecido, pelo que o presente estudo também abordou esse efeito. Ao 

delimitar-se as três subpopulações de linfócitos T para a análise da respetiva divisão celular 

na presença de somente IL-15 ou na presença de IL-15 + IFN-γ e IL-15 + IL-17A, constatou-

se que a adição de IFN-γ e de IL-17A induz ao aumento da expressão de moléculas de MHC-

I fechadas tanto nos linfócitos T CD4+ que se dividiram como nos linfócitos T CD8+ que se 

dividiram, sendo estatisticamente mais significativa a adição de IL-17A em comparação com 

a adição de IFN-γ à cultura celular de PBLs ativados pela IL-15. Contrariamente, e tal como 

esperado tendo em conta que a expressão de closed e open conformers é inversamente 

proporcional, constatou-se que a adição destas citocinas pró-inflamatórias induz na 

generalidade uma diminuição da expressão de moléculas de MHC-I abertas pelos linfócitos 

T CD4+ e T CD8+ que se dividiram. Estes resultados sugerem que a adição das citocinas pró-

inflamatórias IFN-γ e IL-17A neutralizam parcialmente o efeito causado pela IL-15 na 

expressão destas moléculas de MHC-I em conformação fechada e aberta, o qual pode estar 

relacionado com a elevada presença de moléculas CD8 na MP destes linfócitos que 

compitam pela ligação com os epitopos de HC-10, ou com a inclinação do IFN-γ e da IL-17A 

para gerar linfócitos Th1 e Th17, respetivamente, diminuindo, assim, a expressão de 

moléculas de MHC-I na superfície destes linfócitos.  

Ainda que estes estudos tenham proporcionado um maior conhecimento no que diz respeito 

à expressão de closed e open conformers, já que poucos estudos em relação a estas 

moléculas foram até ao momento realizados e uma vez que nenhum estudo correlacionando 

sinergicamente estas 3 citocinas fora até então elaborado, estudos complementares na 

presença de IFN-γ e de IL-17A seriam necessários para uma melhor compreensão dos 

mecanismos por detrás da expressão destas moléculas de MHC-I abertas e no potencial 

efeito em funções não imunológicas dos linfócitos T CD8+ diferenciados. 
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Conclusões 

 

Realizado o presente estudo, foi possível observar-se resultados interessantes no que diz 

respeito ao papel das citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e IL-17A em perfeita simbiose com 

a citocina homeostática IL-15 na ativação e proliferação de linfócitos T CD4+ e T CD8+. 

Através dos dados obtidos constatou-se que a presença de IFN-γ e IL-17A na cultura celular 

de PBLs ativados pela IL-15 proporciona um claro aumento na divisão e proliferação celular 

de linfócitos T, impulsionando, assim, o efeito proliferativo já conhecido da citocina 

homeóstica IL-15.  

O nosso trabalho permitiu observar pela primeira vez que na presença de somente IL-15, os 

PBLs expandidos expressam altos níveis de open conformes e baixos níveis de closed 

conformers, principalmente nos linfócitos T que mais se dividiram. Tal observação é 

indicativa de que após os diferentes ciclos de divisão celular, a expressão de epitopos de HC-

10 aumenta, indicando, assim, que a presença de IL-15 na expansão de linfócitos T pode 

induzir à entrada nos diferentes ciclos de divisão celular pela expressão de open MHC-I 

conformers.  

Contrariamente, pudemos constatar que, a adição de IFN-γ e de IL-17A proporcionou um 

aumento dos closed conformers e uma diminuição dos open conformers em linfócitos T 

CD4+ e TCD8+ ativados pela IL-15. Estes resultados sugerem que a adição destas citocinas 

pró-inflamatórias é capaz de neutralizar parcialmente o efeito da IL-15 na expressão de 

moléculas de MHC-I abertas, mas não o efeito proliferativo causado pela mesma.  

Por forma a se obter um melhor entendimento do potencial terapêutico destas citocinas 

pró-inflamatórias e a sua ação em cooperação conjunta, estudos adicionais seriam 

necessários, como por exemplo, o estudo do efeito do IFN-γ e da IL-17A na expansão de 

subpopulações específicas de linfócitos T CD8+ mediada pela IL-15 e a respetiva correlação 

com a expressão de moléculas de MHC-I abertas capazes de gerar funções não-

imunológicas, através das interações cis-trans com os recetores TCR e NKRs. 
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