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ResumoResumoResumoResumo 

FILARDY, Alessandra D’Almeida. Papel da fagocitose de neutrófilos apoptóticos na diferenciação de 

células dendríticas e macrófagos. Rio de Janeiro, 2010. Tese (Doutorado em Ciências Biológicas)- 

Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 

2010 

 

Os neutrófilos estão entre as primeiras células a serem recrutadas para os sítios de infecção ou 

áreas de inflamação. Após ativados, os neutrófilos entram em apoptose constitutiva e são rapidamente 

removidos por DCs e macrófagos. Inicialmente, investigamos as conseqüências imunológicas da 

remoção fagocítica de neutrófilos inflamatórios apoptóticos, no processo de maturação de células 

dendríticas derivadas de medula óssea (BMDDC) de camundongos BALB/c ou B6, induzido por LPS. 

Nós observamos um bloqueio no aumento da expressão das moléculas de MHC-II e CD86 induzida 

por LPS, nas iDCs que interagiram com neutrófilos apoptóticos. A eferocitose de neutrófilos inibiu 

drasticamente a produção das citocinas pró-inflamatórias IL-12p40 e IL-12p70, enquanto que 

aumentou a secreção de IL-10. Os efeitos regulatórios dos neutrófilos apoptóticos na secreção de IL-

12 eram estritamente dependentes de contato, enquanto que a secreção de IL-10 dependia de fatores 

solúveis liberados pelas células apotóticas. A interação entre iDCs e neutrófilos apoptóticos inibiu a 

capacidade dessas células em induzir a proliferação de linfócitos T alorreativos. Em conjunto, estes 

dados indicam que a eferocitose de neutrófilos regula negativamente as respostas imunes adaptativas, 

atuando na modulação do fenótipo das DCs. Numa segunda etapa, verificamos se a fagocitose de 

células apoptóticas era capaz de induzir um fenótipo estável em macrófagos derivados de medula 

óssea (BMDM), evidenciado por uma re-estimulação tardia com LPS. A eferocitose anti-inflamatória, 

representada pela fagocitose de neutrófilos provenientes de camundongos BALB/c, não imprimiu 

nenhum fenótipo particular nos BMDMs. Por outro lado, a eferocitose pró-inflamatória de neutrófilos 

de B6 induziu a diferenciação de BMDMs para o fenótipo M2b, caracterizado pela baixa produção de 

IL-12 e por elevada secreção de IL-10, TNF-α e NO, além da expressão aumentada dos marcadores 

LIGHT/TNFSF14 e SPHK1. Os macrófagos resultantes favoreceram respostas Th2 e eram 

permissivos à replicação intracelular de L.major. A indução do fenótipo M2b necessitou da atividade 

de NE e dependeu em parte, da sinalização de TLR4. Nossos resultados sugerem que, nos casos de 

eferocitose pró-inflamatória, a diferenciação de macrófagos para o fenótipo M2b tem importante papel 

na resolução da inflamação, mas poderia contribuir para aumentar a resposta humoral de anticorpos e a 

persistência parasitária em indivíduos infectados. 
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AbstractAbstractAbstractAbstract 

FILARDY, Alessandra D’Almeida. Papel da fagocitose de neutrófilos apoptóticos na diferenciação de 

células dendríticas e macrófagos. Rio de Janeiro, 2010. Tese (Doutorado em Ciências Biológicas)- 

Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 

2010 

 

Neutrophils are among the first cells to be recruited to the sites of infection or areas of 

inflammation. Once activated, neutrophils undergo constitutive apoptosis and they are quickly 

removed by DCs and macrophages. Here, we first investigated the consequences of phagocytic 

removal of apoptotic inflammatory neutrophils on LPS-driven maturation of bone marrow-derived 

dendritic cells (BMDDC) from BALB/c or B6 mice. We observed a blockade on MHC-II and CD86 

upregulation in iDCs that interacted with apoptotic neutrophils. Neutrophil efferocytosis markedly 

inhibited the production of the proinflammatory cytokines IL-12p40 and IL-12p70, whereas increased 

the secretion of IL-10. The regulatory effects on IL-12 secretion required cell contact, while IL-10 

secretion required on soluble factors released from apoptotic cells. Interactions between iDCs and 

apoptotic neutrophils inhibited the ability of these cells to induce alloreactive T lymphocyte 

proliferation. Together, these data indicate that neutrophil efferocytosis negatively regulates the 

adaptive immune responses, acting on the DCs phenotype modulation. We then investigated whether 

phagocytosis of apoptotic cells induces a stable phenotype in bone marrow-derived macrophages 

(BMDM), as evidenced through late restimulation with LPS. Antiinflammatory efferocytosis, 

represented by the phagocytosis of BALB/c neutrophils, did not imprint any particular phenotype in 

BMDMs. On the other hand, proinflammatory efferocytosis of  B6 neutrophils induced differentiation 

of BMDMs into the M2b phenotype, characterized by low IL-12 and high IL-10, TNF-α and NO 

secretion, in addition to increased expression of LIGHT/TNFSF14 and SPHK1 markers. The resulting 

macrophages favored Th2 responses and were permissive to intracellular replication of L.major. 

Induction of M2b phenotype required NE activity and was dependent in part, on TLR4 signaling. Our 

results suggest that, following proinflammatory efferocytosis, macrophage differentiation to a M2b 

phenotype has an important role in the resolution of inflammation, but could contribute to increased 

humoral antibody responses and parasite persistence in the infected host.  
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IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução    

O interesse na resposta imune inata, frequentemente descrita como primeira linha de 

defesa contra patógenos invasores, tem crescido bastante nos últimos anos, levando a uma 

melhor compreensão de sua importância na proteção e suscetibilidade a uma gama de agentes 

infecciosos, em adição à comunicação complexa entre os sistemas imunes inato e adaptativo 

(MEDZHITOV, 2007). 

Todos os organismos metazoários possuem um sistema de defesa capaz de garantir a 

sua integridade funcional, repelindo microrganismos invasores. A imunidade inata é o 

mecanismo de defesa filogeneticamente mais antigo, mais rapidamente acionado e 

considerado, por muitos autores, como o tipo mais importante de imunidade, uma vez que a 

maioria dos organismos sobrevive apenas pelos mecanismos da imunidade inata; e apenas os 

vertebrados mandibulados possuem mecanismos alternativos para o reconhecimento e 

eliminação de microrganismos, coletivamente chamados de imunidade adaptativa. O 

reconhecimento imune adaptativo se baseia na geração somática de um repertório randômico 

e altamente diverso de receptores de antígenos, clonalmente distribuídos nos linfócitos. No 

caso dos linfócitos T, esse repertório é subsequentemente selecionado por complexos 

formados entre peptídeos próprios e moléculas do complexo principal de histocompatibilidade 

(MHC), expressos no timo. Desta forma, a representação geral do sistema imune adaptativo é 

baseada na seleção e expansão clonal de linfócitos expressando receptores com 

especificidades particulares, o que leva a geração de memória imunológica, fornecendo uma 

significante adaptação aos animais vertebrados (FLAJNIK & KASAHARA, 2010; 
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MEDZHITOV & JANEWAY, 1997; JANEWAY & MEDZHITOV, 1998; MEDZHITOV, 

2001). 

A estratégia de reconhecimento do sistema imune inato consiste na combinação de 

receptores codificados pela linhagem germinativa e conservados somaticamente, 

denominados receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), os quais reconhecem 

estruturas moleculares constitutivas e evolutivamente conservadas, expressas em 

microrganismos patogênicos ou não, denominadas padrões moleculares associados à 

patógenos (PAMPs) (MEDZHITOV & JANEWAY, 1997; JANEWAY & MEDZHITOV, 

2002; TAYLOR et al., 2005). Mais recentemente, foi verificado que esses receptores também 

reconhecem moléculas endógenas que são liberadas em tecidos danificados sob condições 

infecciosas ou não, denominadas padrões moleculares associados a danos ou lesões (DAMPs) 

(RIFKIN et al., 2005; WAGNER, 2006; MIYAKE, 2007).  

O sistema imune inato é composto por barreiras mecânicas e elementos químicos e 

celulares e não é capaz de gerar memória imunológica. Nos vertebrados, a imunidade inata é 

amplamente dependente das células mielóides que incluem os fagócitos mononucleares e os 

polimorfonucleares (PMN). Os fagócitos são capazes de iniciar respostas imunes inatas 

efetivas contra microrganismos através do reconhecimento de PAMPs, com consequente 

internalização microbiana, o que pode levar à destruição e geração de peptídeos antigênicos 

que serão apresentados aos linfócitos T, e secreção de citocinas, iniciando e instruindo a 

ativação adequada da resposta imune adaptativa (MEDZHITOV & JANEWAY, 1997; 

BEUTLER, 2004; POZZI et al., 2005).   

O sistema imune inato colabora com o sistema imune adaptativo através de múltiplas 

interações, onde a participação de um grupo de células, coletivamente denominadas células 
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apresentadoras de antígenos (APCs), que incluem as células dendríticas (DCs) e os 

macrófagos derivados de monócitos de sangue periférico, exibe um importante papel.  

1. CÉLULAS DENDRÍTICAS  

Primeiramente visualizadas como células de Langerhans na pele em 1868, a 

caracterização funcional de DCs apenas teve início na década de 70, com os trabalhos 

publicados de STEINMAN & COHN (1973) e STEINMAN e colaboradores (1974). As DCs 

representam um tipo especial de leucócito capaz de alertar o sistema imune para a presença de 

infecções e são responsáveis pela ativação e controle das respostas imunes inatas e adaptativas 

(STEINMAN, 2001; ZITVOGEL, 2002). Inicialmente foi atribuída origem mielóide às DCs 

devido as suas similaridades funcionais, fenotípicas e morfológicas com macrófagos (VAN 

FURTH & COHN, 1968), porém, atualmente sabe-se que as DCs podem ser geradas a partir 

de precursores hematopoiéticos, tanto mielóides, como linfóides na medula óssea, e migram 

para os sítios de potencial entrada de patógenos (BANCHEREAU & STEINMAN, 1998; 

MANZ et al., 2001; ARDAVÍN, 2003; FOGG et al., 2006), onde atuam como componentes 

cruciais do sistema imune, com papel essencial na indução e controle da imunidade mediada 

por células T, bem como na modulação de respostas por células B e células natural killer  

(NK).  

As funções de DCs estão correlacionadas com o seu estágio de diferenciação. As DCs 

imaturas (iDCs) possuem uma enorme capacidade de capturar, internalizar e processar 

antígenos devido a presença de muitos PRRs como receptores do tipo toll (TLR), lectinas tipo 

C e receptores da porção Fc de imunoglobulinas (FcγR e FcεR), bem como de proteínas do 

sistema complemento (CRs) (VAN KOOYK & GEIJTENBEEK, 2003; BAJTAY et al., 2006; 

NIMMERJAHM & RAVETCH, 2008; ADEMA, 2009). Por outro lado, são fracas 
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estimuladoras de células T, pois apresentam baixa expressão de moléculas MHC de classe II 

(MHC-II) na membrana e quantidades baixas de moléculas co-estimulatórias.  

O processo de maturação de DCs altera radicalmente a sua fisiologia, e pode iniciar 

uma resposta imune adaptativa. A exposição à alérgenos, componentes bacterianos ou virais, 

citocinas pró-inflamatórias (como IL-1β, TNF-α, IFN-α, GM-CSF) e dano tecidual são 

alguns dos estímulos que iniciam o processo de maturação (BANCHEREAU & STEINMAN, 

1998; BELL et al., 1999; SHORTMAN & LIU, 2002; MACAGNO et al., 2007). Em um 

modelo bem elucidado, o engajamento de TLRs por LPS bacteriano inicia a maturação de 

DCs, caracterizada pelo aumento da expressão de moléculas co-estimulatórias como CD80, 

CD86, CD40, CD54 e MHC-II na superfície celular, necessárias para a ativação de células T 

virgens, específicas para os peptídeos antigênicos complexados a moléculas de MHC-II, 

expressos na mesma célula (MEDZHITOV & JANEWAY, 2002). Além disso, o processo de 

maturação regula o processamento de antígenos, acidificando o pH de vacúolos endocíticos, 

ativando a proteólise e transportando complexos peptídeo-MHC para a superfície celular. 

Após interação com antígeno, DCs passam a expressar o receptor de quimiocinas CCR7 que 

promove a migração de DCs aos órgãos linfóides secundários, mais especificamente nas áreas 

de células T, onde as quimiocinas-ligantes CCL19 e CCL21, estão sendo produzidas e onde 

os peptídeos podem ser apresentados aos linfócitos com o TCR específico (VILLADANGOS 

& SCHNORRER, 2007).  

Nessa etapa, as DCs apresentam um fenótipo maduro, o qual é caracterizado pela 

perda da competência fagocítica, aumento da capacidade imunoestimulatória, como 

consequência da elevada expressão de complexos peptídeo-MHC e moléculas co-

estimulatórias, além da habilidade de secretar citocinas que irão influenciar na qualidade e 

direcionamento da resposta imune adaptativa (MORELLI et al., 2001; GRANUCCI et al., 
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2005).  Apenas poucas DCs são necessárias para estimular uma forte resposta de células T 

(BANCHEREAU & STEINMAN, 1998; SHORTMAN & LIU, 2002). Devido à essas 

características, as DCs representam as mais potentes células entre as definidas como APCs 

profissionais se comparadas aos macrófagos e células B (FONG & ENGLEMAN, 2000; 

JONULEIT et al., 2001).  

As DCs são importantes não somente na indução das respostas imunes, como também 

na manutenção da tolerância. A apresentação de antígenos teciduais por iDCs aos linfócitos T, 

na ausência de sinais de perigo (MATZINGER, 2002), ou seja, sem co-estimulação 

apropriada, induz um estado de anergia ou deleção de células T, ou ainda o desenvolvimento 

de células T regulatórias CD4+CD25+ induzidas (iTreg), secretoras de IL-10 e TGF-β, o que 

leva à tolerância ao antígeno apresentado (BANCHEREAU & PALUKA, 2005; KUSHWAH 

et al., 2009). Da mesma forma, a fagocitose de células apoptóticas por DCs, na ausência de 

sinais estimulatórios, não induz a ativação dessas células (GALLUCCI et al., 1999; SAUTER 

et al., 2000; URBAN et al., 2001; STUART et al., 2002). Sendo assim, as DCs também 

contribuem para a tolerância periférica, promovendo a expansão clonal de células iTreg 

(FERGUSON & KAZAMA, 2005; BLANDER, 2007; MAHNKE et al., 2007; KUSHWAH 

et al., 2009; YAMAZAKI & STEINMAN, 2009). 

Considerando a plasticidade de DCs, os sinais que determinam a sua função particular 

e, consequentemente, o tipo de resposta imune adaptativa, dependem principalmente do 

microambiente local, do microrganismo e da subpopulação de DC envolvida. Essas interações 

são complexas e muito diferentes de um patógeno para outro (DILLON et al., 2004 ; 

REDECKE et al., 2004; GRANUCCI et al., 2005). Apesar de todas as DCs compartilharem 

características relacionadas com o processamento de antígeno e maquinaria de ativação de 
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células T, existem evidências de que elas diferem na linhagem de origem, fenótipo e em 

aspectos funcionais (ARDAVÍN et al., 2001; MANZ et al., 2001; SHORTMAN & LIU, 

2002; ARDAVÍN, 2003; FOGG et al., 2006).  

As DCs derivadas de camundongos são caracterizadas por expressar a molécula 

CD11c (STEINMAN, 1991; BANCHEREAU & STEINMAN, 1998; ANJUÈRE et al., 1999; 

BELL et al., 1999; HENRI et al., 2001) e de uma maneira geral, as DCs são classificadas 

como convencionais (cDCs) e plasmacitóides (pDCs). As cDCs diferem das pDCs não apenas 

por seus marcadores fenotípicos, mas também por suas propriedades funcionais 

(BANCHEREAU et al., 2003; DALOD et al., 2003; SATO & FUJITA, 2007). Enquanto que 

as cDCs são potentes APCs e estão tipicamente associadas com a ativação de célula T e 

iniciação de uma resposta imune adaptativa, as pDCs apresentam antígenos ineficientemente à 

células T e  possuem apenas uma modesta capacidade de ativar essas células. Essa atividade 

de APCs deficiente é justificada pelo fato das pDCs não endocitarem antígenos tão bem 

quanto as cDCs (GROUARD et al., 1997), devido à sua baixa expressão de proteases 

lisossomais envolvidas no processamento de antígenos (FIEBIGER et al., 2001), e também 

por sua expressão mínima de moléculas co-estimulatórias e de MHC-II, se comparadas às 

cDCs (CHEHIMI et al., 1989; GROUARD et al., 1997; ASSELIN-PATUREL et al., 2001). 

Adicionalmente, pDCs são consideradas como uma subpopulação de DCs especializadas em 

secretar grande quantidade de IFN-tipo I se estimuladas por diversos vírus, possuindo também 

a capacidade de produzir IL-12 em resposta à vírus e oligodeoxinucleotídeos CpG, mas não a 

produtos bacterianos (ASSELIN-PATUREL et al., 2001; NAKANO et al., 2001; DALOD et 

al., 2002; MARTÍN et al., 2002; ASSELIN-PATUREL at al., 2003; KRUG et al., 2004; 

BARCHET et al., 2005). Também tem sido proposto que essas células estariam envolvidas na 

manutenção de tolerância de célula T por induzir a diferenciação de células T Treg, as quais 
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podem bloquear a ativação de células T virgens por um mecanismo dependente de IL-10 

(GILLIET & LIU, 2002; BILSBOROUGH et al., 2003). 

Ainda podemos classificar uma outra subpopulação de DCs, as DCs derivadas de 

monócitos. Diferentes subpopulações de monócitos podem ser precursoras de DCs no estado 

de repouso e de DCs em qualquer tecido inflamado sob influência de GM-CSF (INABA et 

al., 1992; YRLID et al., 2006; LANDSMAN et al., 2007; WU & LIU, 2007). DCs intestinais 

migratórias podem ser derivadas de monócitos in vivo, na ausência de estímulos inflamatórios 

(YRLID et al., 2006), enquanto que  monócitos de sangue periférico se diferenciam em DCs 

nos pulmões sob condições inflamatórias ou não (LANDSMAN et al., 2007). Elas 

representam o tipo mais comum de DCs utilizadas em estudos da biologia dessas células em 

camundongos e humanos, e na imunoterapia utilizando vacinas de DCs (WU & LIU, 2007; 

GEISSMANN et al., 2008). 

2. MACRÓFAGOS E SEUS SUBTIPOS FUNCIONAIS  

Elie Metchnikoff propôs que a chave da imunidade seria estimular os fagócitos 

(NATHAN, 2008). Desde então, os imunologistas têm buscado compreender como essas 

células participam da defesa do hospedeiro.  

Os macrófagos são células amplamente distribuídas que se diferenciam a partir de 

células mononucleares circulantes derivadas de sangue periférico (PBMCs), de origem 

mielóide, que migram para os tecidos no estado normal ou em resposta a inflamação 

(GORDON & TAYLOR, 2005). Possuem funções vitais para a homeostase do indivíduo, 

como a remoção de restos celulares que são gerados durante a embriogênese, e a rápida e 

eficiente remoção de células apoptóticas, adicionalmente ao seu envolvimento nas respostas 

imunes (ERWIG & HENSON, 2007).  
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Os macrófagos têm papel indispensável no sistema imune com funções decisivas em 

ambas as respostas imunes inatas e adaptativas. Na imunidade inata, os macrófagos residentes 

fornecem uma defesa imediata contra microrganismos invasores e coordenam o infiltrado 

leucocítico (GORDON, 2003). Uma vez ativados por produtos microbianos, os macrófagos 

adquirem competência microbicida que, frequentemente leva à eliminação microbiana 

(HOEBE et al., 2004). Esses fagócitos também colaboram com células T e B, através de 

interações celulares e liberação de citocinas, quimiocinas, enzimas, metabólitos derivados do 

ácido araquidônico e espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (DUFFIELD, 2003; 

GORDON, 2003; STOUT et al., 2005).  

A heterogeneidade dos macrófagos é determinada pela constituição genética, bem 

como por estímulos teciduais e imunes (MILLS et al., 2000; GORDON & TAYLOR, 2005). 

A plasticidade dessas células é refletida por sua polarização fenotípica em resposta aos 

estímulos ambientais, o que culmina em distintos estados funcionais (GORDON, 2003; 

MARTINEZ et al., 2008; MOSSER & EDWARDS, 2008), relevantes em várias doenças 

parasitárias e inflamatórias (ANTHONY et al., 2006; HÖLSCHER et al., 2006; WEBER et 

al., 2007).  De uma maneira geral, os macrófagos são classificados como macrófagos 

classicamente ativados e alternativamente ativados (TABELA  1) (GORDON, 2003; MOSSER, 

2003; MARTINEZ et al., 2008; MOSSER & EDWARDS, 2008). 
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Tabela 1. CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA E FUNCIONAL DAS SUBPOPULAÇÕES DE MACRÓFAGOS 
 

Subpopulações 
de macrófagos 

  
 

M1 
 

 

M2 
  

M2a 
 

M2b 
 

M2c 
      

Sinais 
ativadores 

 

IFN-γ 
produtos 

microbianos 
 
 

IL-4 
IL-13 

complexos-imunes 
receptores scavengers 
ou do complemento 

histamina 
prostaglandina 

+ 
ligantes de TLRs/ 

TNF-α/IL-1R 
 

GC 
TGF-β 
IL-10 

células apoptóticas 
vitamina D3 

 

Principais 
marcadores 
biológicos  

 

 
N.D. 

 
Ym1/2 
MMR 
FIZZ1 

 

 
↑LIGHT 
↑SPHK-1 

 
N.D. 

 
Citocinas 
produzidas 
 

 
 

TNF-α 
IL-12 

 
IL-10 

 

 
IL-10 
TNF-α 

 
IL-10 
TGF-β 

 
 
Moléculas 
efetoras  
 

 
ROS 
NO 

 
arginase 

NO 
 

arginase 

 
Resposta de 
células T tipo 
 

 

Th1 Th2 Th2 Treg 

 
Apresentação 
de antígenos 
 

 
 

++ 
 

+ 
 

+++ 
 
- 

Principal 
função 

 

 
microbicida 

 
resolução da 
inflamação e 

reparo tecidual 
 

 
regulatória 

 
regulatória 

TLR, receptores do tipo toll; IL-1R, receptor de IL-1; GC, glicocorticóides; MMR, receptor de manose; SPHK-1, esfingosina 
quinase 1; ROS, espécies reativas do oxigênio; NO, óxido nítrico. +, baixa estimulação; ++, boa estimulação; +++, elevada 
estimulação; -, incapaz de estimular. N.D. , não determinado.  
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2.1 MACRÓFAGOS CLASSICAMENTE ATIVADOS  

Os macrófagos classicamente ativados ou M1 são gerados em resposta a estimulação 

concomitante com as citocinas IFN-γ e TNF-α ou ainda com IFN-γ e ligantes de TLRs como 

LPS (ADAMS, 1989), que induzem a transcrição de TNF-α (MOSSER & EDWARDS, 

2008). O IFN-γ é secretado por linfócitos TCD4+ da subpopulação Th1 e TCD8+ e também 

por células NK, enquanto as APCs constituem a principal fonte de TNF-α (MARTINEZ et 

al., 2008). Adicionalmente, a produção de IFN-β, induzida por agonistas de TLRs, de forma 

dependente da proteína adaptadora TRIF (YAMAMOTO et al., 2003), pode substituir o IFN-γ 

e ativar classicamente os macrófagos  (MOSSER & EDWARDS, 2008). 

Os macrófagos M1 apresentam morfologia variada, dependente de sua localização, 

mas são caracterizados por sua habilidade em secretar quantidades significantes de citocinas 

pró-inflamatórias como IL-12, TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-23, IL-15, IL-18 e baixas 

concentrações de citocinas anti-inflamatórias como a IL-10 e TGF-β. Também secretam 

quimiocinas que coordenam o recrutamento de células NK e Th1, orquestrando e 

amplificando as respostas do tipo 1 (GORDON, 2003; MANTOVANI et al., 2004; 

ROSENKILDE & SCHWARTZ, 2004; MANTOVANI et al., 2005; MARTINEZ et al., 2006; 

O’SHEA & MURRAY, 2008). Além disso, células M1 expressam níveis elevados de 

moléculas de MHC-II e moléculas co-estimulatórias CD80 e CD86, bem como baixos níveis 

de receptores de manose (MMRs) e FcγRs (BOEHM et al., 1997), o que as tornam, do ponto 

de vista funcional, boas APCs, capazes de estimular células T virgens (EDWARDS et al., 

2006). Os macrófagos M1 também são caracterizados por sua eficiente função endocítica e 

habilidade de eliminar patógenos intracelulares (EZEKOWITZ & GORDON, 1984; 

MARTINEZ et al., 2008). O aumento da atividade microbicida é mediado por diferentes 
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mecanismos incluindo a restrição de ferro ou outros nutrientes para os microrganismos, 

acidificação do fagossoma, síntese de ROS (CARLIN et al., 1989; GRUENHEID & GROS, 

2000), e liberação de óxido nítrico (NO) a partir de L-arginina em virtude da atividade da 

enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS), uma isoforma  de NO sintase  que é induzida 

por IFN-γ em macrófagos (GRANGER et al., 1990; MACMICKING et al., 1997).  

As citocinas pró-inflamatórias produzidas por células M1 são importantes 

componentes da resposta imune do hospedeiro, mas elas podem causar danos teciduais 

extensos, como por exemplo, promover o desenvolvimento e expansão de células TCD4+ da 

subpopulação Th17, que estão envolvidas em diversas patologias autoimunes (LANGRISH et 

al., 2005; BETTELLI et al., 2006; YAWALKAR et al., 2009).  

2.2 MACRÓFAGOS ALTERNATIVAMENTE ATIVADOS  

Os macrófagos alternativamente ativados ou M2 representam um grupo de células 

heterogêneo, fenotípica e funcionalmente relacionadas, com um importante papel nas 

respostas imunes do tipo 2, na fase de resolução da inflamação, reparo tecidual e regulação 

das respostas imunes. Dependendo do estímulo, os macrófagos M2 podem se diferenciar em, 

pelo menos, três subpopulações: M2a, M2b e M2c (BENOIT et al., 2008; MARTINEZ et al., 

2008). 

2.2.1 MACRÓFAGOS M2a 

Os macrófagos M2a correspondem aos macrófagos M2 por excelência e foram os 

primeiros a serem caracterizados (GORDON, 2003). A diferenciação de M2a é obtida pela 

estimulação de macrófagos com as citocinas IL-4 ou IL-13, principalmente produzidas por 

células Th2, mastócitos e basófilos (STEIN et al., 1992). O macrófagos M2a estão envolvidos 

nas respostas imunes à infecções parasitárias helmínticas (HESSE et al., 2001), doenças 
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alérgicas (ZHU et al., 2004) e contribuem para a produção de matriz extracelular, na fase de 

resolução da inflamação (ALBINA et al., 1990).  

Macrófagos M2a produzem elevadas concentrações de IL-10, sob condições 

inflamatórias, e quantidades mínimas de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-12, TNF-α e 

IL-1β (WANG et al., 1998), além de expressarem altos níveis de quimiocinas que coordenam 

o recrutamento de eosinófilos, basófilos e algumas células Th2 polarizadas (MANTOVANI et 

al., 2004). Essas células também expressam vários receptores scavengers e lectinas tipo C, 

incluindo SR-A, MMR (MRC-1), Dectina-1 e DC-SIGN (MARTINEZ  et al., 2006). 

Também expressam fibronectina 1 e proteína βIG-H3, associada de matriz, que promove 

fibrogênese (GRATCHEV et al., 2001), fator de coagulação XIII e fator de crescimento 

similar à insulina 1 (IGF-1), que fornecem sinais para o reparo tecidual e proliferação celular 

(TOROCSIK et al., 2005). Apenas as células M2a expressam o marcador FIZZ1 (Found in 

Inflammatory Zone), uma proteína secretada, encontrada na zona inflamatória, 

frequentemente associada à inflamação alérgica e pulmonar (HOLCOMB et al., 2000; RAES 

et al., 2002). A IL-4 também é capaz de induzir a expressão de Ym1/2, proteínas similares à 

quitinase, também encontradas na zona inflamatória (BLEAU et al., 1999; ZHU et al., 2004)  

e  PPARγ, receptor nuclear que ao ser ativado, previne a secreção de citocinas pró-

inflamatórias e a expressão de iNOS nesses macrófagos (JIANG & DHIB-JALBUT, 1998; 

RICOTE et al., 1998).  

Além disso, macrófagos M2a não são eficientes como APCs e em muitos casos, 

inibem a proliferação de células T, pois expressam baixos níveis de moléculas de MHC-II e 

moléculas co-estimulatórias (EDWARDS et al., 2006). 

Diferentemente das células M1, as células M2a não expressam iNOS, mas sim  

elevados níveis de arginase 1 (ARG1), enzima que converte a L-arginina em uréia e ornitina. 
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Consequentemente, essas células falham em produzir NO e são significantemente 

comprometidas na sua habilidade microbicida para patógenos intracelulares (MODOLELL et 

al., 1995; HESSE et al., 2001), entretanto, elas sintetizam poliaminas, a partir de ornitina, que 

estimulam o crescimento celular; enquanto que a prolina e hidroxiprolina estimulam a 

formação de colágeno e o reparo tecidual (HESSE et al., 2001).  

2.2.2 MACRÓFAGOS M2b 

Os macrófagos do tipo II ou M2b apresentam um fenótipo claramente distinto das 

demais células M2 e aproximado dos macrófagos M1 (EDWARDS et al., 2006). Essas células 

são induzidas após o reconhecimento de complexos imunes por FcγR em conjunto com a 

estimulação de TLRs por LPS ou ácido lipoteicóico, do receptor da citocina IL-1 (IL-1R) por 

IL-1β, de CD40 por CD40L ou até mesmo de CD44 por componentes de matriz extracelular 

(SUTTERWALA et al., 1998; BOWIE & O’NEILL, 2000; GERBER & MOSSER, 2001; 

ANDERSON & MOSSER, 2002a; ANDERSON & MOSSER, 2002b). Além disso, os CRs 

(YOSHIDA et al., 1998; SOHN et al., 2003) e receptores scavengers (SUTTERWALA et al., 

1998; MOSSER & EDWARDS, 2008) podem substituir os complexos imunes na indução do 

fenótipo M2b, bem como prostaglandinas (STRASSMANN et al., 1994) e histamina (SIROIS 

et al., 2000). Esses macrófagos são caracterizados pela elevada expressão de IL-10 e baixa 

produção de IL-12, um perfil de citocinas que favorece o desenvolvimento de respostas 

imunes adaptativas do tipo 2 (SUTTERWALA et al., 1998; BOWIE & O’NEILL, 2000; 

ANDERSON & MOSSER, 2002a; ANDERSON & MOSSER, 2002b).  

Os macrófagos M2b também são capazes de secretar quantidades significantes de 

TNF-α, IL-1β, IL-6 e NO, e não apresentam atividade arginase e nem estão envolvidos no 

reparo tecidual, como as células M2a. Ao invés disso, apresentam atividade regulatória ou 
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anti-inflamatória, como discutido adiante (GERBER & MOSSER, 2001; EDWARDS et al., 

2006). 

Do ponto de vista funcional, os macrófagos M2b expressam níveis elevados de MHC-

II e moléculas co-estimulatórias e são eficientes APCs, promovendo a proliferação e 

diferenciação de células Th2 (ANDERSON & MOSSER, 2002a; EDWARDS et al., 2006). 

Essas células também induzem a produção de anticorpos, principalmente o isotipo IgG1, que 

está associado à respostas Th2 (ANDERSON & MOSSER, 2002b). Além disso, os 

macrófagos M2b produzem a quimiocina CCL1/I-309, o único agonista de CCR8, que parece 

ser de relevância para o recrutamento de células Treg (MARTINEZ et al., 2008). 

As células M2b expressam dois marcadores que podem ser utilizados para identificar 

essa subpopulação no tecido: esfingosina quinase 1 (SPHK1) e LIGHT ou TNFSF14, membro 

da superfamília do TNF. É característico o aumento da expressão dessas proteínas em 

macrófagos M2b comparado com uma modesta expressão em células M1 (EDWARDS et al., 

2006).  

 Os macrófagos M2b podem ser induzidos por microrganismos, o que reflete na 

supressão da secreção da citocina pró-inflamatória IL-12 e produção de IL-10, permitindo aos 

patógenos escaparem das respostas imunes efetivas. Um exemplo é a infecção por Leishmania 

spp., que opsonizada por IgGs do hospedeiro, induz o programa de diferenciação de 

macrófagos em células M2b, mais permissivas ao crescimento microbiano intracelular, o que 

culmina na progressão da doença (KANE & MOSSER, 2001; MILES et al., 2005; YANG et 

al., 2007). Por outro lado, as células M2b suprimem as respostas inflamatórias exacerbadas, 

prevenindo o choque tóxico (SUTTERWALA et al., 1998), a remissão da nefrite observada 
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no lúpus eritematoso (SCHIFFER et al., 2008) e a reversão da autoimunidade na esclerose 

múltipla (WEBER et al., 2007). 

2.2.3 MACRÓFAGOS M2c 

O fenótipo de macrófagos M2c é induzido através da estimulação por IL-10, TGF-β, 

hormônios como os glicocorticóides (GC) e vitamina D3 ou células apoptóticas (GOERDT & 

ORFANOS, 1999; GOUGH et al., 2001). As células Treg constituem a principal fonte das 

citocinas IL-10 e TGF-β, enquanto que os GC são liberados pelas células da glândula adrenal 

em resposta à situações de estresse como deprivação de nutrientes, dor, trauma e infecção 

(VALLEDOR & RICOTE, 2004). 

Os macrófagos M2c produzem elevadas concentrações de citocinas anti-inflamatórias 

como IL-10 e TGF-β, o que faz dessas células, potentes reguladoras das respostas imunes 

inflamatórias iniciadas por células M1, além de sua importância na eliminação, por 

fagocitose, de restos celulares (MARTINEZ et al., 2008). Os macrófagos M2c são deficientes 

na função microbicida, pois a ação de GC nessas células, suprime fortemente a transcrição de 

genes pró-inflamatórios como o de iNOS (VALLEDOR & RICOTE, 2004).  

Adicionalmente, essas células assumem funções imunossupressoras que podem ser 

mediadas pelas citocinas que produzem. A IL-10 e o TGF-β têm papel crítico em limitar a 

duração e intensidade das reações imunes e inflamatórias, através da inibição da produção de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-6, IL-12 e IL-18 e reduzir a apresentação de 

antígenos por macrófagos, através da diminuição da expressão de moléculas de MHC-II e co-

estimulatórias (BODGAN et al., 1992). Essas células também são capazes de inibir a 

proliferação de células T através de contato celular direto, o que pode envolver um 

mecanismo mediado por receptor (LOKE et al., 2000), além de promover o desenvolvimento 
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de células Treg (FRANCHIMONT, 2004). Da mesma forma que a IL-10, o TGF-β também 

contribui na imunorregulação mediada por M2c, através da regulação da ativação e 

quimiotaxia de células do sistema imune e inibição da produção das citocinas pró-

inflamatórias TNF-α, IL-1α e IL-18, induzidas por LPS, além de atuar como um regulador 

negativo da expressão de CD163 em macrófagos, um receptor envolvido na remoção de 

hemácias (BODGAN et al., 1992). A produção de TGF-β por macrófagos após a fagocitose 

de células apoptóticas, em presença de estímulos inflamatórios, também pode contribuir para 

a função regulatória dos macrófagos M2c (FADOK et al., 1998; FREIRE-DE-LIMA et al., 

2000; HUYNH et al., 2002; LUCAS et al., 2006).  

 Sob condições normais, os macrófagos M2c são encontrados na placenta, pulmões e 

sítios imunoprivilegiados. Essas células também são frequentemente encontradas em doenças 

inflamatórias crônicas como, artrite reumatóide, aterosclerose e psoríase, sugerindo que essas 

células assumem importante função no encerramento da resposta imune e na limitação da 

inflamação, protegendo os órgãos e tecidos adjacentes das respostas imunes deletérias 

(MOSSER, 2003; VAN GINDERACHTER et al., 2006). 

3. NEUTRÓFILOS  

Os neutrófilos são as células do sistema imune inato mais abundantes e as primeiras a 

serem recrutadas para o sítio de infecção ou áreas de inflamação, constituindo a defesa celular 

primária contra infecções por bactérias, fungos e protozoários (FAURSCHOU & 

BORREGAARD, 2003). 

Os neutrófilos se desenvolvem a partir de precursores mielóides presentes na medula 

óssea. O processo de diferenciação e maturação dessas células é induzido por várias citocinas, 

incluindo GM-CSF, IL-3 e G-CSF. A medula óssea de um indivíduo saudável produz mais de 
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1011 neutrófilos por dia e essa produção aumenta para 1012 na inflamação aguda. Os 

neutrófilos maduros são liberados para a corrente sanguínea, onde circulam por 

aproximadamente 10 a 24 horas até serem recrutados para os tecidos inflamados (ATHENS et 

al., 1961; APPELBERG, 2007; LASKAY et al., 2008). A sobrevida dessas células nos 

tecidos é de aproximadamente 1 a 2 dias, sendo interrompida por apoptose constitutiva 

(SAVILL et al., 1989; HASLETT, 1997).  

A resposta imune mediada por neutrófilos é um processo que ocorre em várias etapas, 

começando pela rolagem e adesão ao endotélio vascular ativado, extravasamento e migração 

para o foco inflamatório ou áreas de dano tecidual, e eliminação in situ do microrganismo, 

através da fagocitose, geração de ROS e liberação de substâncias microbicidas 

(FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003). A maioria dessas etapas é dependente da 

mobilização de grânulos e vesículas secretórias presentes no citoplasma dos neutrófilos. A 

capacidade microbicida dessas células é atribuída à presença de diferentes tipos de grânulos 

em seu citoplasma, como os grânulos primários ou azurofílicos, os secundários ou 

específicos, de gelatinase e vesículas secretórias, que contêm em seu interior não apenas 

substâncias proteolíticas, bactericidas e sideróforos, mas também receptores de membrana 

como Mac-1, CD14 e FcγR, importantes na adesão dos neutrófilos ao endotélio, matriz 

extracelular, produtos bacterianos e mediadores solúveis da inflamação (SENGELOV et al., 

1993; DETMERS et al., 1995; BORREGAARD & COWLAND,1997; FAURSCHOU & 

BORREGAARD, 2003). 

O recrutamento e ativação de neutrófilos podem ser induzidos por moléculas 

quimiotáticas, derivadas do hospedeiro ou de microrganismos, que são reconhecidas por 

receptores, presentes na superfície celular dos neutrófilos. Dentre essas moléculas, encontram-

se a IL-8, LPS e peptídeos N-formil (fMLP). Além disso proteases, citocinas/quimiocinas e 
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agonistas/ligantes de TLRs, como elastase, proteinase 3, TNF-α, IFN-γ, PAF e RANTES 

também estão envolvidas na ativação de neutrófilos através da indução de moléculas de 

adesão no endotélio, ativação de integrinas e quimiotaxia dos neutrófilos (COHEN, 1994; 

BERGER et al., 1996).  

Considerados como fagócitos profissionais, os neutrófilos são capazes de reconhecer e 

ingerir microorganismos, processo que pode ser facilitado pela opsonização prévia dos 

microorganismos com fragmentos circulantes do componente C3 do sistema complemento e 

imunoglobulinas. A fagocitose também pode ser estimulada pela sinalização gerada através 

do reconhecimento direto de PAMPs pelos PRRs nessas células (OFEK et al., 1995; BROWN 

& GORDON, 2001; UTHAISANGSOOK et al., 2002; UNDERHILL & GANTNER, 2004; 

KENNEDY et al., 2007). 

 Frequentemente, a fagocitose é seguida pela fusão do fagossoma com os grânulos 

citosólicos, convertendo o fagossoma em fagolisossoma, dentro dos quais a morte microbiana 

é alcançada por uma combinação de mecanismos não oxidativos e oxidativos (NATHAN, 

2006). Potentes mecanismos de morte não oxidativos incluem a liberação de peptídeos 

antimicrobianos, como as catelicidinas e defensinas, enzimas hidrolíticas e a atividade das 

catepsinas e outras proteases, enquanto que o mecanismo dependente de oxigênio, também 

chamado de “explosão” oxidativa, envolve a geração não mitocondrial de ROS através de um 

complexo enzimático, ligado à membrana dos vacúolos fagocíticos, o NADPH oxidase. A 

partir da redução do oxigênio molecular, NADPH oxidase cataliza a formação de ânions 

superóxido (O2
-), os quais podem rapidamente dismutar para peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

diversas outras ROS (DINAUER et al., 2000; REEVES et al., 2002; SEGAL, 2005). Um 

mecanismo microbicida adicional envolve a ação da mieloperoxidase (MPO), uma 

hemoproteína presente nos grânulos azurofílicos, que reage com H2O2, aumentando o 
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potencial tóxico deste oxidante. Através da oxidação do ânion cloreto, tirosina e nitrito, o 

sistema H2O2-MPO induz a formação de ácido hipocloroso (HClO), outros produtos clorados, 

radicais tirosina e intermediários reativos do nitrogênio, todos capazes de atacar as 

membranas de microorganismos (KLEBANOFF, 1999). 

Em 2004 foi descrito um novo mecanismo microbicida mediado por neutrófilos, 

baseado na liberação de “armadilhas” extracelulares por essas células, denominado NETs 

(Neutrophil Extracellular Traps) (BRINKMANN et al., 2004). As NETs são extrusões da 

membrana plasmática de neutrófilos ativados, contendo DNA, histonas e proteases derivadas 

dos grânulos azurofílicos, que se ligam e matam bactérias, fungos e parasitos no meio 

extracelular. As NETs são liberadas por neutrófilos ativados, o que culmina em um processo 

de morte celular que é distinto da apoptose e necrose e depende da geração de ROS pela 

NADPH oxidase. Essa nova descrição de morte dependente de ROS, é também chamada de 

NETose e permite aos neutrófilos uma completa função microbicida, mesmo após a sua morte 

(BUCHANAN et al., 2006; BRINKMANN & ZYCHLINSKY, 2007; FUCHS et al., 2007; 

STEINBERG & GRINSTEIN, 2007; GUIMARÃES-COSTA et al., 2009).  

A duração da resposta imune e da ação tóxica de células efetoras são finamente 

controladas (LENARDO et al., 1999). Os neutrófilos produzem uma grande variedade de 

moléculas tóxicas que podem causar dano significante aos tecidos e órgãos do hospedeiro se a 

resposta inflamatória não for fortemente regulada. A resolução da resposta inflamatória é um 

processo complexo e inclui a produção de mediadores anti-inflamatórios e a apoptose de 

neutrófilos, seguido da remoção de corpos apoptóticos pelos macrófagos, com o objetivo de 

restabelecer e manter a homeostase do sistema imune (SAVILL et al., 1989; WHYTE et 

al.,1993; KOBAYASHI et al., 2005). 
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4. APOPTOSE E REMOÇÃO FAGOCÍTICA DE CÉLULAS APOPTÓTICAS 

A apoptose é um tipo de morte celular programada, definida como uma forma auto-

controlada de morte celular, que tem importantes implicações no desenvolvimento e 

homeostase do organismo, e também pode ser induzida no curso das respostas imunes e 

inflamatórias. A renovação normal de células, independente do tipo celular e localização 

tecidual é governado pela apoptose, e defeitos nesse mecanismo de morte celular levam a 

condições patológicas, incluindo o câncer e doenças autoimunes (LENARDO et al., 1999; 

MEIER et al., 2000; SAVILL & FADOK, 2000).  

Durante a apoptose, a célula sofre alterações morfológicas características. Tais 

alterações incluem redução do volume citoplasmático da célula e perda da aderência à matriz 

celular e células vizinhas, com a consequente aquisição de um forma esférica; e condensação 

da cromatina, que se concentra junto à membrana nuclear, formando o núcleo picnótico. 

Inicialmente, a membrana plasmática permanece íntegra e as organelas bem preservadas com 

exceção, em alguns casos, das mitocôndrias, que podem apresentar permeabilização da 

membrana externa. Mais tardiamente, a membrana celular forma vesiculações (blebs) e a 

célula pode se fragmentar, originando os chamados corpos apoptóticos. A fragmentação do 

DNA, com padrão oligonucleossomal é um dos parâmetros bioquímicos característicos da 

apoptose, facilmente observado em gel de agarose. Adicionalmente, a exposição precoce de 

fosfatidilserina (PS) no folheto externo da membrana plasmática e a ativação de caspases 

podem ser utilizadas para identificar células em apoptose (STRASSER et al. 2000; ZIEGLER 

& GROSCURTH, 2004; KENNEDY & DELEO, 2009).  

A maioria das alterações morfológicas observadas na apoptose é causada por uma 

série de caspases, cisteíno-proteases evolutivamente conservadas que possuem um resíduo de 
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cisteína em seus sítios ativos, o que é crítico para a atividade proteolítica que ocorre nos 

resíduos de ácido aspártico das proteínas-alvo. Quando as caspases são ativadas, elas clivam 

substratos específicos, podendo ativá-los ou inativá-los (COHEN et al., 1997; MINKO et al., 

2001). 

O processo de apoptose pode ser deflagrado por diversos estímulos como a ligação de 

moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterápicos, radiação ionizante, danos no 

DNA, choque térmico, deprivação de fatores de crescimento e níveis aumentados de ROS 

(HENGARTNER, 2000). A ativação da apoptose pode ser iniciada pela via intrínseca ou 

mitocondrial ou pela via extrínseca, que envolve a família dos receptores de morte celular, 

incluindo receptor de TNFα e Fas (CD95). Entretanto, essas vias convergem para uma 

maquinaria de execução de morte comum, culminando na ativação da enzima efetora neste 

processo, a caspase-3 (THORNBERRY & LAZEBNIK, 1998; HENGARTNER, 2000).  

Durante as respostas inflamatórias agudas, um grande número de neutrófilos é 

mobilizado e recrutado para os tecidos. Como dito anteriormente, os neutrófilos inflamatórios 

secretam proteases, citocinas, quimiocinas e mediadores solúveis que regulam a inflamação. 

Entretanto, essas células têm vida curta, e entram em apoptose constitutiva ou espontânea 

como um mecanismo de manter a homeostase (HASLETT, 1999; SAVILL et al., 1989).  

Os neutrófilos apoptóticos apresentam um decréscimo geral na função celular e 

capacidade pró-inflamatória, bem como uma reduzida responsividade a estímulos externos 

(DRANSFIELD et al., 1995). Adicionalmente, a membrana plasmática se mantém íntegra, 

limitando a liberação do conteúdo celular tóxico. Todas essas características são essenciais 

para a remoção não inflamatória dessas células senescentes (WHYTE et al., 1993; 

KOBAYASHI et al., 2005).  
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A apoptose de neutrófilos pode ser iniciada pela via intrínseca (ROS) ou extrínseca 

(TNF-α ou ligante de Fas- FasL/CD95L) (TSUYUKI et al., 1995; MURRAY et al., 1997). Os 

neutrófilos também entram em apoptose após a fagocitose, um processo também conhecido 

como morte celular induzida por fagocitose (PICD, Phagocytosis-induced cell death) 

(KENNEDY & DELEO, 2009). 

Ao contrário da necrose, a apoptose dos neutrófilos é considerada uma “morte 

silenciosa”, uma vez que células apoptóticas são reconhecidas e rapidamente fagocitadas por 

macrófagos teciduais, não induzindo lesão tecidual ou liberação de moléculas tóxicas que 

estariam desta forma, danificando os tecidos do hospedeiro (HENSON & JOHNSTON, 1987; 

SAVILL & FADOK, 2000). 

A remoção imediata e eficiente de células apoptóticas por fagocitose, também 

chamada de eferocitose (GARDAI et al., 2005), é crucial para evitar a perda da integridade 

celular e extravasamento do conteúdo intracelular, e por limitar as respostas imunes contra 

auto-antígenos derivados dessas células. A eliminação de células apoptóticas é mediada 

principalmente, por fagócitos profissionais como macrófagos e DCs, mas fagócitos não-

profissionais também podem participar deste processo (RAVICHANDRAN & LORENZ, 

2007). 

A importância do reconhecimento e ingestão de células apoptóticas por fagócitos é 

corroborada pelo vasto número de ligantes e receptores envolvidos (SAVILL et al., 2002; 

MOREIRA & BARCINSKI, 2004; RAVICHANDRAN & LORENZ, 2007; ERWIG & 

HENSON, 2008).  

As células apoptóticas apresentam diversas mudanças na composição de suas 

membranas plasmáticas. Dentre as mudanças de superfície, a mais universal e melhor 
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caracterizada é a perda da assimetria fosfolipídica e a translocação de PS do folheto interno 

para o folheto externo da bicamada lipídica, o que ocorre muito precocemente no processo 

apoptótico (FADOK et al., 1992; MARTIN et al., 1995). Adicionalmente a PS, outras 

moléculas que estão normalmente confinadas no lado citosólico da membrana celular, 

aparecem na superfície da célula, como a anexina I, que co-localiza com PS (ARUR et al., 

2003), calreticulina, uma proteína do retículo endoplasmático, ICAM-3 e DNA 

(PALANIYAR  et al., 2004). Também podem ocorrer modificações de moléculas de 

superfície por oxidação (ARROYO et al., 2002; GREENBERG et al., 2006) e alterações nas 

cadeias de açúcares resultando em sítios similares a partículas de lipoproteínas oxidadas e 

sítios de ligação de opsoninas, como os que ligam trombospondina, lectinas, as proteínas do 

complemento C1q e C3b e várias colectinas (TAKIZAWA et al.,1996; CHANG et al., 1999; 

VANDIVIER et al., 2002). As moléculas expostas em células apoptóticas foram 

coletivamente chamadas de padrões moleculares associados a células apoptóticas (ACAMPs) 

(FRANC et al., 1999), e são reconhecidas por um grupo diversificado de PRRs presentes em 

macrófagos e iDCs (REN & SAVILL, 1998; FRANC et al., 1999; GREGORY, 2000; 

ERWIG & HENSON, 2008).  

Os ACAMPs são reconhecidos simultânea ou alternativamente por distintos PRRs, 

incluindo as lectinas (ligam açúcares alterados) (EZEKOWITZ et al., 1990), o receptor de 

vitronectina αvβ3 (liga trombospondina-1) (SAVILL et al., 1990) pela lactaderina ou MFG-

E8, que funciona como uma ponte entre αvβ3 e PS (HANAYAMA et al., 2002), receptores 

scavengers (ligam motivos similares a lipoproteína de baixa densidade oxidada-LDL) 

(GORDON, 1999), CD14 (liga ICAM3) (GREGORY, 1998) e CD91 (liga C1q através da 

calreticulina) (OGDEN et al., 2001; GARDAI et al. 2005), porém não é necessário que todos 

esses ACAMPs sejam expostos nas células apoptóticas para que haja sua remoção, bem como 
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nem todos os receptores são necessários para mediar o reconhecimento celular e fagocitose. 

Ainda, o mesmo ligante pode ser reconhecido por diferentes receptores, amplificando as 

possibilidades de reconhecimento, o que visa garantir a máxima eficiência na remoção de 

células apoptóticas (MOREIRA & BARCINSKI, 2004). 

Entretanto, o reconhecimento de células apoptóticas parece ser dependente da coleção 

de receptores que estão sendo expressos e o estado de ativação do fagócito durante o processo 

e também da célula que está sendo ingerida (FADOK et al., 1992; PRADHAN et al., 1997; 

SAVILL et al., 2002). Nesse sentido, o comportamento diferencial dos fagócitos profissionais 

diante do material apoptótico pode ser explicado pelas diferenças dos receptores usados na 

internalização de células apoptóticas, ou por suas diversas habilidades intrínsecas como 

APCs, o que poderia ativar distintas vias de sinalização (RUBARTELLI et al., 1997). A 

ingestão de células apoptóticas por iDCs, por exemplo, envolve a participação dos receptores 

αvβ3 e αvβ5, dependendo da subpopulação envolvida, enquanto que nos macrófagos, somente 

há o envolvimento de αvβ3 (RUBARTELLI et al., 1997; ALBERT et al., 1998a; ALBERT et 

al., 1998b). Adicionalmente, iDCs não somente internalizam as células apoptóticas, mas 

também geram epítopos peptídicos derivados das células apopóticas, que são apresentados, 

via MHC classe I e classe II, para os linfócitos (ALBERT et al. 1998a; INABA et al. 1998).  

Macrófagos que reconhecem ou ingerem leucócitos apoptóticos são capazes de liberar 

citocinas anti-inflamatórias como IL-10 (VOLL et al., 1997) e TGF-β (FADOK et al., 1998; 

FREIRE-DE-LIMA et al., 2000) e sua habilidade de secretar citocinas pró-inflamatórias como 

IL-12 (VOLL et al., 1997) e TNF-α (FADOK et al., 1998) é suprimida (VOLL et al., 1997; 

FADOK et al., 1998; FADOK et al., 2000). Essa supressão é mediada pela secreção autócrina 

e parácrina de prostaglandina E2 (PGE2) e TGF-β (FADOK et al., 1998; FREIRE-DE-LIMA 

et al., 2000).  
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 O efeito anti-inflamatório de células em apoptose é acompanhado da indução de um 

programa alternativo de diferenciação nos macrófagos, refletido pela indução da atividade de 

ornitina descarboxilase (ODC), produção de poliaminas, e inibição da produção de NO 

(FREIRE-DE-LIMA et al. 2000; RAES et al., 2007), bem como a promoção de angiogênese 

(GOLPON et al., 2004). A injeção de células apoptóticas acelera a resolução do processo 

inflamatório in vivo (HUYNH et al., 2002), desta forma, a remoção de células apoptóticas 

parece disparar uma via bioquímica envolvida na resolução da inflamação e reparo tecidual 

(GOLPON et al., 2004).  

A remoção fagocítica de neutrófilos apoptóticos ativa um programa metabólico em 

macrófagos, caracterizado pela secreção de fatores anti-inflamatórios e fibrogênicos como 

TGF-β e PGE2, que atuam na resolução da inflamação e reparo tecidual. Esses mesmos 

fatores são capazes de regular negativamente o potencial pró-inflamatório dos macrófagos que 

ingeriram essas células apoptóticas, através do controle da síntese e secreção de citocinas pró-

inflamatórias como IL-12, IL-1β e IL-8 (FADOK et al. 1998; HASLETT, 1999; SAVILL et 

al. 2002; RIBEIRO-GOMES et al., 2004). Em paralelo, a fagocitose de neutrófilos 

apoptóticos por iDCs inibe sua maturação pelo decréscimo da secreção de IL-12, expressão de 

moléculas co-estimulatórias e de moléculas de MHC-II, o que reduz sua habilidade de 

estimular células T virgens (URBAN et al. 2001; STUART et al. 2002). Uma vez que os 

neutrófilos são células potencialmente tóxicas e prontamente recrutadas em processos 

inflamatórios, sua eficiente eliminação parece ter consequências adicionais na 

imunorregulação.   

A eliminação de células apoptóticas também é um mecanismo da imunidade inata, 

uma vez que vários patógenos apresentam estruturas que reagem cruzadamente com 
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moléculas endógenas alteradas pela apoptose, e são reconhecidas por macrófagos e iDCs pelo 

mesmo conjunto de PRRs como o CD14 e TLR2 (FRANC et al., 1999). 

5. REMOÇÃO PRÓ-INFLAMATÓRIA DE CÉLULAS APOPTÓTICAS 

A remoção fagocítica de células apoptóticas frequentemente gera um poderoso 

ambiente anti-inflamatório e imunossupressor (SAVILL & FADOK, 2000), porém sob 

determinadas circunstâncias, também pode induzir reações inflamatórias (BORGES et al., 

2001;  HOHLBAUM et al., 2002; ZHENG et al., 2004; FRANSEN et al., 2009). Os 

mecanismos capazes de gerar inflamações pós-apoptose não estão bem definidos e podem 

variar de acordo com a antigenicidade intrínseca das células alvo em apoptose, a história de 

ativação ou estresse antes da morte celular, a natureza do indutor, bem como a via de morte 

celular e a disponibilidade de células do sistema imune capazes de responder ao estímulo 

apoptótico (HOHLBAUM et al., 2002; GREEN et al., 2009). 

A molécula FasL parece mediar tanto as reações apoptóticas quanto as inflamatórias. 

O FasL é constitutivamente expresso em epitélios da placenta, testículo, globo ocular e 

cérebro, locais onde sua potente atividade pró-apoptótica parece contribuir para o estado de 

imunoprivilégio desses órgãos (GRIFFITH et al., 1995; FERGUSON & GRIFFITH, 2006; 

STEIN-STREILEIN, 2008). Adicionalmente, a apoptose mediada pela interação entre Fas e 

FasL possui um papel crítico na homeostasia do sistema imune (KRAMMER, 2000). A 

molécula FasL tem papel integral na regulação das interações entre linfócitos, uma vez que 

sua expressão em linfócitos T ativados, é o principal mecanismo molecular responsável pelo 

processo de morte celular programada induzida por ativação (AICD, Activation-Induced Cell 

Death), que está implicado na eliminação de linfócitos T ativados ao final de uma resposta 
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imune e na depleção periférica de clones de células T auto-reativos (VAN PARIJS et al., 

1996; KRAMMER, 2000).  

Tem sido relatado um papel pró-inflamatório para FasL em estudos com implante de 

tumor e rejeição de transplantes. A expressão de FasL, após transfecção gênica em células 

tumorais (ARAI et al., 1997; SEINO et al., 1997) e em células de tecidos transplantados 

(KANG et al., 1997), parece facilitar a destruição dessas células por disparar uma resposta 

inflamatória mediada por neutrófilos (ARAI et al., 1997; SEINO et al.,1997; MIWA et al., 

1998; SHIMIZU et al., 1999; RESTIFO, 2000).  

No modelo de silicose, foi demonstrado que a sílica induz a expressão de FasL e a 

apoptose dos macrófagos pulmonares. A injúria tecidual do parênquima pulmonar é 

decorrente do extravasamento de neutrófilos, que por sua vez é induzido pela expressão de 

FasL nos macrófagos. Alem disso, camundongos gld, deficientes em FasL, não desenvolvem 

silicose (BORGES et al., 2001).  

O reconhecimento concomitante de PAMPs e ACAMPs pelas células do sistema 

imune pode determinar a diferença entre a morte celular “silenciosa” e a inflamatória ou 

imunogênica (induzida por patógenos) (GREEN et al., 2009). A apoptose de neutrófilos 

induzida por bactérias tem papel relevante na imunomodulação de macrófagos (PERSKVIST 

et al., 2002; ZHENG et al., 2004). Dados publicados por ZHENG e colaboradores (2004) 

revelaram que macrófagos que fagocitaram neutrófilos que sofreram apoptose induzida por 

bactérias, apresentaram uma maior produção de TNF-α, mas não de TGF-β, se comparados 

aos que fagocitaram neutrófilos, cuja apoptose foi induzida por radiação ultravioleta (UV). 

Adicionalmente, foi observada uma ligação entre a apoptose de neutrófilos induzida por 

bactérias e a liberação de proteínas de choque térmico (HSP, Heat Shock Proteins) HSP60 e 
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HSP70, e ainda que a inclusão dessas proteínas recombinantes em cultura potencializou a 

produção de TNF-α estimulada por LPS nos macrófagos. No entanto, segundo este trabalho, a 

ativação pró-inflamatória dos macrófagos não é decorrente da presença de bactérias nos 

neutrófilos apoptóticos, mas sim pela liberação de sinais de perigo por essas células, 

representados pelas HSP. Da mesma forma, DCs que fagocitaram neutrófilos apoptóticos 

infectados por bactérias, apresentaram um aumento na secreção das citocinas IL-23, IL-6 e 

TGF-β e promoveram a diferenciação e expansão de células com perfil inflamatório, Th17 

(TORCHINSKY et al., 2009). 

Macrófagos murinos expostos a uma combinação de neutrófilos apoptóticos e ligantes 

de TLR4, TLR2 e TLR9 são capazes de elaborar uma resposta de citocinas que é 

qualitativamente diferente das respostas a esses estímulos administrados individualmente. Os 

neutrófilos apoptóticos, quando co-administrados com estímulos imunes inatos como o LPS, 

são capazes de induzir uma rápida e elevada secreção, mesmo que temporariamente limitada, 

de mediadores pró-inflamatórios como TNF-α, MIP-1α e MIP-2 (LUCAS et al., 2003).  

Como anteriormente discutido, é notória a importância dos neutrófilos nos processos 

inflamatórios. No sítio de inflamação, as proteases derivadas dos grânulos de neutrófilos são 

capazes de recrutar e ativar macrófagos a produzir e liberar citocinas pró-inflamatórias, 

incluindo IL-1 e TNF-α, além de aumentarem a capacidade fagocítica dessas células 

(RIBEIRO-GOMES et al., 2007; MEYER-HOFFERT, 2009; SOEHNLEIN, 2009).  

A elastase neutrofílica (NE) é uma das principais serino-proteases presentes nos 

grânulos azurofílicos de neutrófilos, constitutivamente liberada nos sítios de inflamação 

(RAINGER et al., 1998; PHAM, 2006). A NE é capaz de clivar glicosaminoglicanas de 

matriz extracelular e liberar proteoglicanos que podem funcionar como ligantes endógenos de 
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TLRs (KEY et al., 1992; KLEBANOFF et al., 1993; JOHNSON et al., 2004; BRUNN & 

PLATT, 2006). Foi relatado que o heparan sulfato é capaz de induzir a maturação de DCs, de 

forma dependente da expressão de TLR4 (JOHNSON et al., 2002), da mesma forma que o 

ácido hialurônico, liberado após injúria tecidual, necessita de TLR4, TLR2 e MyD88 in vitro 

e in vivo para iniciar respostas inflamatórias, na injúria pulmonar aguda (JIANG et al., 2005). 

Contudo, não é possível descartar o efeito direto da interação de NE nas moléculas de TLR4. 

Dados da literatura mostram que a NE induz a secreção de IL-8 por células epiteliais através 

do engajamento de TLR4 (DEVANEY et al., 2003) e que nas células musculares lisas, a NE 

induz a rápida associação de MyD88 com IRAK, seguida pela ativação de NFkB (LEE et al., 

2006). Além disso, a ativação de macrófagos por neutrófilos inflamatórios também necessita 

da expressão de TLR4 (RIBEIRO-GOMES et al., 2007). Adicionalmente, a própria NE é 

capaz de sinergizar com o LPS e aumentar a expressão de TLR4 em monócitos derivados de 

sangue periférico humano (TSUJIMOTO et al., 2005). 

Outras proteases derivadas de neutrófilos também são capazes de ativar 

monócitos/macrófagos. Os HNPs (Human Neutrophil Peptides), também conhecidos como α-

defensinas, são capazes de aumentar a secreção de TNF-α e IL-1α, contudo, os monócitos 

imaturos somente expressam essas citocinas, em presença de Staphylococcus aureus ou PMA 

(Forbol 12-miristato 13-acetato) (CHALY et al.,2000). A azurocidina é capaz de sinergizar 

com o LPS na indução de TNF-α e IL-6 (RASMUSSEN et al., 1996), enquanto que o 

peptídeo derivado de catelicidina, LL-37, é capaz de induzir o processamento e liberação de 

IL-1β em monócitos pré-estimulados com LPS (ELSSNER et al., 2004; TOMASINSIG et al., 

2008).  

Todos esses dados em conjunto revelam como a natureza imunossupressora da 

eliminação de células apoptóticas pode co-existir com a natureza necessariamente 
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inflamatória dos processos infecciosos. Nesse sentido, a apoptose pró-inflamatória assume um 

importante papel nos eventos iniciais da infecção, disparados por estímulos imunes inatos 

derivados de bactérias ou dano tecidual, ambos geradores de sinais de perigo, contribuindo 

assim, para o recrutamento e ativação da resposta imune inata, quando a morte celular ocorre 

em tecidos infectados ou inflamados. Além disso, a visão simplística de neutrófilos como 

células que cegamente destroem microrganismos e morrem muito rapidamente para 

influenciar mecanismos imunes subsequentes, é agora certamente, desatualizada.  

6. IMPORTÂNCIA DA REMOÇÃO FAGOCÍTICA DE NEUTRÓFILOS NA I NFECÇÃO POR UM 

PROTOZOÁRIO PARASITA INTRACELULAR  

As infecções parasitárias em hospedeiros mamíferos podem ter como consequência, a 

apoptose tanto de parasitas, quanto das próprias células hospedeiras, o que poderia ter 

implicações imunopatogênicas (DOSREIS & BARCINSKI, 2001). Em infecções 

acompanhadas de intensa apoptose, a remoção fagocítica de células apoptóticas pode 

influenciar a sobrevivência de patógenos intracelulares, devido à inativação funcional de 

macrófagos e a secreção do fator supressivo TGF-β (LOPES & DOSREIS, 2000).  

A infecção de camundongos com Trypanosoma cruzi, induz a apoptose de células T 

(LOPES et al., 1995), através do receptor de célula T ou receptor de morte Fas, o que 

exacerba a replicação de T. cruzi em macrófagos co-cultivados com essas células apoptóticas 

(NUNES et al., 1998). Dados publicados por FREIRE-DE-LIMA e colaboradores (2000) 

confirmaram que o T. cruzi é capaz de explorar essa via fagocítica “silenciosa” para 

amplificar a sua replicação no hospedeiro. Macrófagos ingerem os linfócitos apoptóticos por 

um mecanismo dependente da integrina αVβ3, e essa ligação, por si só, é suficiente para 

promover a replicação exacerbada do T. cruzi. Foi também identificada, uma via bioquímica 
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iniciada pela ingestão das células apoptóticas e que consiste na produção de PGE2 e TGF-β, 

seguida pelo aumento da atividade ODC e da produção da poliamina putrescina. A PGE2 e o 

TGF-β apresentam um efeito supressor sobre a produção de NO, inibindo a atividade 

microbicida do macrófago, enquanto que a putrescina promove o crescimento do T. cruzi 

(FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). 

Apesar da significância da apoptose de linfócitos na modulação da resposta imune ao 

T. cruzi, nas etapas iniciais de um processo infeccioso, os neutrófilos são as primeiras células 

recrutadas e rapidamente entram em apoptose após ativação, sendo removidos por macrófagos 

teciduais, eventualmente infectados (SAVILL et al., 1989; HASLETT, 1999). 

A remoção fagocítica de neutrófilos apoptóticos pode tanto exacerbar o crescimento, 

quanto induzir a morte de Leishmania major dentro dos macrófagos, dependendo da 

constituição genética do hospedeiro (RIBEIRO-GOMES et al., 2004; RIBEIRO-GOMES et 

al., 2005; RIBEIRO-GOMES et al., 2007). Nesse sentido, a co-cultura de macrófagos e 

neutrófilos mortos, provenientes de animais BALB/c, suscetíveis à infecção por L. major, 

exacerbou o crescimento parasitário de forma dependente de contato e produção de PGE2 e 

TGF-β, enquanto que a co-cultura de macrófagos com neutrófilos de animais C57BL/6 

proporcionou o controle do crescimento parasitário, de forma dependente de NE e produção 

de TNF-α e independente de contato celular. A depleção de neutrófilos in vivo reduziu a carga 

parasitária em animais BALB/c infectados, enquanto que exacerbou a infecção em 

camundongos resistentes C57BL/6, sugerindo que os neutrófilos protegem contra a infecção 

nesses camundongos (RIBEIRO-GOMES et al., 2004; RIBEIRO-GOMES et al., 2007). 

Adicionalmente, a injeção de um peptídeo inibidor de NE (MeOSuc-AAPV-cmk) 

exacerbou a infecção por L. major nos animais C57BL/6, sugerindo um papel para a NE na 

função pró-inflamatória e microbicida de neutrófilos de C57BL/6, o que pode ser corroborado 
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pela diminuição da atividade leishmanicida dos macrófagos de camundongos C57BL/6 que 

foram co-cultivados com neutrófilos mortos de animais mutantes pallid, incapazes de liberar 

NE para o meio (RIBEIRO-GOMES et al., 2007). Apesar das diferenças funcionais entre os 

neutrófilos de BALB/c e C57BL/6 não estarem completamente elucidadas, os neutrófilos 

inflamatórios de C57BL/6 liberam mais NE no sobrenadante do que neutrófilos de BALB/c. 

Esses dados sugerem que polimorfismos genéticos podem afetar interações entre macrófagos 

e neutrófilos, podendo ter um importante papel na resistência inata à infecção por Leishmania 

em humanos (RIBEIRO-GOMES et al., 2007). 

Esses resultados indicam um papel importante da imunidade inata nas respostas do 

hospedeiro à infecção por L. major, especialmente o papel da NE nas interações entre 

macrófagos e neutrófilos mortos.  
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ObjetivosObjetivosObjetivosObjetivos    

Uma vez elucidado o papel da remoção fagocítica de neutrófilos mortos/apoptóticos 

por células da imunidade inata, e seu reflexo no paradigma de resistência/suscetibilidade à L. 

major em camundongos, o presente estudo inicialmente objetivou investigar a natureza das 

interações entre células dendríticas derivadas de medula óssea (BMDDCs) e neutrófilos 

inflamatórios apoptóticos. Este estudo corresponderia às primeiras etapas de uma resposta 

imune adaptativa. Num segundo momento, objetivamos investigar se a remoção fagocítica de 

neutrófilos inflamatórios apoptóticos, era capaz de induzir a maturação de macrófagos 

derivados de medula óssea (BMDMs) para um fenótipo polarizado e estável.  

Pelo exposto, os objetivos específicos desta tese foram: 

1. Investigar os efeitos da endocitose de neutrófilos apoptóticos na maturação de 

BMDDCs, através da expressão das moléculas co-estimulatória CD86 e MHC-II, bem como, 

da síntese das citocinas IL-12p40, IL-12p70 e IL-10; 

 2. Investigar a dependência de contato entre BMDDCs e neutrófilos apoptóticos para 

a síntese de citocinas; 

3. Investigar os efeitos da endocitose de neutrófilos apoptóticos por BMDDCs na 

proliferação de células T alogênicas; 

4. Investigar os efeitos tardios da endocitose de neutrófilos apoptóticos na 

diferenciação de BMDMs, através da análise do perfil de secreção das citocinas IL-12p40, IL-

12p70, TNF-α, IL-10 e TGF-β, bem como de nitritos após desafio com LPS e se o fenótipo 

induzido é dependente de contato entre neutrófilos e macrófagos; 
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5. Investigar se o fenótipo induzido pela eferocitose de neutrófilos por BMDMs 

favorece uma resposta imune Th1 ou Th2; 

6. Investigar a expressão de marcadores fenotípicos de subpopulações de macrófagos 

M1 ou M2, após a fagocitose de neutrófilos apoptóticos; 

7. Investigar os mecanismos moleculares (TNF-α, IL-10, NE e TLR4) envolvidos na 

indução do fenótipo obtido após eferocitose de neutrófilos; 

8. Comparar os efeitos agudos e tardios da eferocitose na indução da capacidade 

microbicida de macrófagos. 
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Material Material Material Material &MétodosMétodosMétodosMétodos    

1. CAMUNDONGOS E PARASITAS  

Camundongos isogênicos das linhagens BALB/c e C57BL/6 (B6) de ambos os sexos, 

com idade entre 6-8 semanas, foram fornecidos pelo Centro de Criação de Animais de 

Laboratório (CECAL) da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ - Rio de Janeiro) e mantidos 

em nosso biotério, sob condições sanitárias convencionais. A utilização dos animais foi 

baseada em normas estabelecidas pelo Comitê Ética do Instituto de Biofísica Carlos Chagas 

Filho. 

A linhagem de Leishmania major (L. major) LV39 (MRHO/Sv/59/P) utilizada, é 

isolada mensalmente das lesões de patas de animais BALB/c infectados, e mantida in vitro 

como promastigotas proliferantes em meio Schneider’s (Sigma Chemical Co., EUA) 

completo, isto é, suplementado com 2 mM de L-glutamina, 2% de urina humana estéril, 10 

µg/mL de gentamicina e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco BRL, EUA).  As formas 

promastigotas são mantidas em cultura por até 4 semanas, sem perder sua infectividade.  

2. OBTENÇÃO DE CÉLULAS DENDRÍTICAS IMATURAS E MACRÓFAGOS DERIVADOS DE 

MEDULA ÓSSEA 

 Para obtenção de células dendríticas, células de medula óssea foram cultivadas por 9 

dias em presença de GM-CSF recombinante (rmGM-CSF) (R&D Systems, EUA), seguindo 

metodologia descrita por LUTZ e colaboradores (1999). Resumidamente, as células foram 

obtidas a partir da medula óssea de tíbias de camundongos com idade entre 6-12 semanas, 

cultivadas em placas de Petri com 100 mm de diâmetro (TPP, Suíça), na concentração de 
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2x105 células por mL em meio RPMI 1640 (Gibco BRL) completo (2 mM de L-glutamina, 50 

µM de β-mercaptoetanol, 100 mM piruvato, 10 µg/mL de gentamicina, aminoácidos não 

essenciais, suplementado com 10% de SFB) e 20 ng/mL de rmGM-CSF. O meio da cultura 

foi trocado e suplementado com 20 ng/mL de rmGM-CSF a cada 3 dias. No 9° dia, as células 

não aderentes foram recolhidas, contadas e distribuídas na concentração de 105 células/mL 

nos poços de microplacas de 24 (TPP), 48 ou 96 (Corning Inc, EUA) orifícios para cultura de 

células.  

Para obtenção de macrófagos, células de medula óssea foram cultivadas em meio 

RPMI completo por 7 dias em presença de M-CSF (20% do sobrenadante de cultura de 

células L929, como fonte de M-CSF) (ENGLEN et al., 1995), em placas de 24, 48 ou 96 

orifícios na concentração de 5x104 células/mL, seguindo protocolo adaptado, descrito por 

SUTTERWALA e colaboradores (1997). Após 7 dias, as culturas foram estimuladas com 0,5 

ng/mL de IFN-γ recombinante (rmIFN-γ) (R&D) por 18 horas. Ao final da diferenciação, 

estima-se que as células atinjam uma concentração de aproximadamente 2x105 

macrófagos/mL. 

3. OBTENÇÃO DE NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS  

Os neutrófilos inflamatórios foram obtidos a partir da lavagem da cavidade peritoneal 

de camundongos BALB/c ou B6, 7 horas após injeção intraperitoneal de 1mL de meio 

contendo 3% de tioglicolato de sódio (Sigma) (LI et al.,1997; COOK et al., 2003). Células do 

exsudato peritoneal foram lavadas com Hanks’ (Gibco BRL) e incubadas em meio DMEM 

(Sigma) incompleto, suplementado com 2 mM de L-glutamina, 50 µM de β-mercaptoetanol, 

100 mM piruvato, 10 µg/mL de gentamicina e aminoácidos não essenciais, em garrafas 

plásticas para cultura de células (25 cm2; TPP) por 1 hora a 37°C em atmosfera contendo 7% 
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de CO2, com o objetivo de remover macrófagos aderentes. Para a indução de apoptose, células 

não aderentes (80-90% de neutrófilos) foram lavadas e incubadas em meio DMEM 

incompleto por 18 horas a 37°C em atmosfera contendo 7% de CO2 (SAVILL et al., 1989). 

Seguindo esta metodologia, o percentual de neutrófilos apoptóticos obtido é superior a 85% 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1. Percentual de neutrófilos apoptóticos. Análise 
de citometria de fluxo de neutrófilos apoptóticos derivados 
de camundongos B6, obtidos pela técnica de aging. As 
células analisadas foram selecionadas por sua expressão de Gr1 
e dentro dessa população, foi analisado o percentual de células 
anexina positivas. Os neutrófilos foram marcados com anexina-
V-FITC. Foi obtido um percentual de 85,2 % de neutrófilos 
apoptóticos. 
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4.  INTERAÇÃO ENTRE CÉLULAS DENDRÍTICAS E NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS  

BMDDCs de camundongos B6 (BMDDCs-B6) ou BALB/c (BMDDCs-BALB) foram 

co-cultivadas ou não com neutrófilos apoptóticos singênicos (proporção 1:5) e após 2 horas, 

foi adicionado 1µg/mL de LPS derivado de Salmonella enterica sorotipo typhimurium 

(Sigma) por 24 horas a 37°C, em atmosfera  contendo 7% de CO2. Nas culturas onde foi 

avaliada a participação do contato físico, os neutrófilos foram separados ou não das BMDDCs 

por uma membrana impermeável a células, com diâmetro de poro de 0,2 µm (Nalge Nunc, 

EUA), sendo o conjunto equilibrado com 1 mL de meio RPMI completo. Ao final do tempo 

de incubação, as células foram avaliadas fenotípica e funcionalmente através da expressão de 

moléculas co-estimulatórias por citometria de fluxo, dosagem de citocinas pró e anti-

inflamatórias no sobrenadante da co-cultura por ensaio imunoenzimático (ELISA) do tipo 

sanduíche e capacidade de induzir uma resposta alorreativa em linfócitos T.  

5. INTERAÇÃO ENTRE CÉLULAS DENDRÍTICAS E L INFÓCITOS ALOGÊNICOS  

Para avaliar a capacidade de BMDDCs em induzir proliferação de linfócitos T, 

BMDDCs-B6 foram previamente estimuladas com meio, LPS ou neutrófilos apoptóticos 

singênicos em presença ou não de LPS. Após 24 horas, as células foram lavadas com Hanks’ 

e passadas em gradiente de Ficoll 1083 (Sigma), com o objetivo de eliminar totalmente os 

neutrófilos, de acordo com as instruções do fabricante. As BMDDCs-B6 foram então, 

contadas, ajustadas para as concentrações de 2x104 e 1x104 células/mL e co-cultivadas com 

3x105 células T, provenientes de linfonodos mesentéricos de animais BALB/c, em placas de 

96 orifícios de fundo chato (Corning Inc) por 5 dias. Para avaliar a capacidade de regulação 

direta dos neutrófilos nas células T, foram co-cultivados 105 neutrófilos com 3x105 células T 

por 24 horas. Para verificar a capacidade proliferativa de linfócitos T, foi adicionado à cultura, 

1µCi de timidina tritiada ([3H]-TdR) (Ammersham Bio Sciences, Inglaterra). Após 16 horas, 
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as células foram coletadas em filtro de fibra de vidro, em um coletor semi-automatizado 

(PHDTM Cell Harvester, Cambridge Technology, INC.). A proliferação foi medida através da 

incorporação de [3H]-TdR ao DNA, por espectroscopia de cintilação liquida (LS 6500 Multi-

Purpose Scintillation Counter, Beckman CoulterTM, EUA) e os resultados foram expressos em 

contagem por minuto (cpm).  

6. INTERAÇÃO ENTRE M ACRÓFAGOS E NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS 

Foi estabelecido um protocolo composto por duas etapas: cultura e diferenciação de 

macrófagos derivados de medula óssea (BMDMs), seguido de re-estimulação com LPS. Os 

BMDMs de camundongos B6 (BMDMs-B6) ou BALB/c (BMDMs-BALB) foram tratados 

com 0,5 ng/mL de rmIFN-γ por 18 horas. Após etapa de lavagem com Hanks’, as células 

foram cultivadas por 3 dias a 37°C em atmosfera  contendo 7% de CO2 com os diferentes 

tratamentos que incluíam a administração de meio apenas,  100 ng/mL de LPS;  5 ng/mL de 

IL-4 recombinante (rmIL-4) (R&D), neutrófilos apoptóticos (proporção de macrófagos: 

neutrófilos de 1:5) ou partículas de látex (106 por poço; Sigma). Em alguns experimentos, os 

macrófagos e neutrófilos foram separados ou não por uma membrana com diâmetro de poro 

de 0,2 µm, e esta esteve presente nos primeiros 3 dias de cultura. Em outros, as co-culturas de 

BMDMs e neutrófilos apoptóticos foram tratadas com 10 µg/mL de anticorpos monoclonais 

neutralizantes anti-IL-10 (JES052A5, R&D), anti-TNF-α (MP6-XT3, R&D), anti-TLR4 

(MTS510, eBioscience, EUA) ou os isotipos-controle IgG1 (eBioscience) ou IgG2a 

(eBioscience), 10 µg/mL de inibidor de NE (MeOSuc-AAPV-cmk, Calbiochem, EUA) ou 

inibidor de colagenase (Z-Pro-D-Leu-D-Ala-NHOH, Calbiochem) por 3 dias.  Na segunda 

etapa, após 3 dias, as monocamadas de BMDMs foram lavadas com Hanks’ e desafiadas com 

meio ou elevada dose de LPS (1µg/mL) por mais 48 horas a 37°C em atmosfera  contendo 7% 
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de CO2. Após tempo de incubação, os sobrenadantes foram avaliados para a dosagem de 

citocinas e nitritos. 

7. OBTENÇÃO E PURIFICAÇÃO DE CÉLULAS T CD4+ 

Baços de animais BALB/c ou B6 foram coletados e homogeneizados em meio DMEM 

incompleto, no interior de placas de Petri de vidro contendo malha de aço inoxidável estéril. 

O material obtido foi centrifugado a 1600 rotações por minuto (rpm) por 10 minutos a 4°C, o 

sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspensas em solução ACK (ammonium 

chloride-potassium- 0,82% cloreto de amônio, 0,1% bicarbonato de potássio e 0,003% 

EDTA) para lise de hemácias por 5 minutos a temperatura ambiente. Após lavagem com 

Hanks’ contendo 10% de SFB, a solução ACK foi removida e o material foi centrifugado a 

1600 rpm  por 10 minutos a 4°C. O botão celular foi ressuspenso em meio DMEM completo e 

em seguida, as células passaram por um processo de purificação, utilizando colunas de lã de 

nylon, como descrito por JULIUS e colaboradores (1973). As colunas de lã de nylon foram 

lavadas e incubadas com Hanks’ contendo 10% de SFB, em estufa por 1 hora a 37°C em 

atmosfera contendo 7% de CO2. Após este período, a suspensão de células foi aplicada na 

coluna numa relação de 108 células para cada 0,6 g de lã de nylon compactada em seringas de 

10 mL, e após 1 hora a 37°C em atmosfera contendo 7% de CO2, foram eluídas com 10 mL 

de Hanks’contendo 10% de SFB, centrifugadas e ressuspensas em DMEM completo. A 

contagem das células viáveis foi feita em câmara de Neubauer pela técnica da exclusão do 

corante Azul de Trypan. Para obtenção de células TCD4+, as células T obtidas por filtração 

(2x106/mL), foram tratadas com 10 µg/mL de anticorpos monoclonais anti-CD8, anti-B220, 

anti-Mac-1, anti-MHC-II (BD-Pharmingen, EUA) por 40 minutos a 4 ºC. Em seguida as 

células foram lavadas e incubadas com esferas magnéticas cobertas com anticorpos anti–Ig de 

rato (BioMag perseptive Biosystems, EUA) numa razão de 4 esferas:1célula por 20 minutos a 
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temperatura ambiente.  A seleção negativa foi realizada através de um separador magnético 

(Advanced Magnetics Inc., EUA) após 3 ciclos de separação magnética, resultando em um 

percentual de células TCD4+ purificadas de 92,1 % (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. INTERAÇÃO ENTRE M ACRÓFAGOS E CÉLULAS TCD4+ 

Os BMDMs foram cultivados por 3 dias a 37°C em atmosfera  contendo 7% de CO2 

com  meio ou neutrófilos apoptóticos (proporção 1:5). Posteriormente, 105 BMDMs/poço 

foram co-cultivados por 7 dias, com 5x105 células TCD4+ alogênicas esplênicas, altamente 

purificadas, como descrito em seção anterior. No 4° dia de cultura, foi adicionado 1 ng/mL de 

IL-2 recombinante (rmIL-2) (BD-Pharmingen). As células TCD4+ diferenciadas foram 

removidas e re-cultivadas na concentração de 2,5x105 células/poço em placas de 96 orifícios, 

FIGURA 2. Purificação de células TCD4+ 
esplênicas. Análise de citometria de fluxo de 
células TCD4+ esplênicas derivadas de 
camundongos C57BL/6, marcadas com 
anticorpo anti-CD4-FITC. Foi obtido um 
percentual de 92,1 %  de células TCD4+. 
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fundo chato, contendo 10 µg/mL de anticorpo monoclonal anti-CD3ε (145.2C11, BD-

Pharmingen), previamente imobilizado em placas. Os sobrenadantes foram coletados após 48 

horas para a pesquisa das citocinas IFN-γ, IL-4 e IL-10 por ELISA do tipo sanduíche. 

9. INTERAÇÃO ENTRE M ACRÓFAGOS E PARASITOS L. MAJOR 

BMDMs-B6 (2x105) foram estimulados com rmIFN-γ, lavados e infectados com 2x106 

formas promastigotas de L. major em meio RPMI completo. Após 4 horas, os parasitas 

extracelulares foram removidos e as monocamadas foram re-incubadas com meio, 100 ng/mL 

de LPS; 5 ng/mL de rmIL-4 ou neutrófilos apoptóticos (proporção de macrófagos: neutrófilos 

de 1:5) por 3 dias a 37°C em atmosfera  contendo 7% de CO2. Alternativamente, os BMDMs 

foram cultivados por 3 dias com meio, LPS, rmIL-4 ou neutrófilos apoptóticos, 

posteriormente, lavados e infectados com L. major por 4 horas, e após remoção dos parasitas 

extracelulares por lavagem com Hanks’, foram incubados a 37°C em atmosfera  contendo 7% 

de CO2. Após 3 dias de incubação, todas as monocamadas foram lavadas e transferidas para o 

meio Schneider’s suplementado com 2 mM de L-glutamina, 2% de urina humana estéril, 10 

µg/mL de gentamicina e 20% de SFB, e incubadas a 26 °C em estufa BOD por mais 3-4 dias 

adicionais. A carga parasitária intracelular relativa de formas amastigotas de L. major foi 

verificada através da contagem do número de formas promastigotas extracelulares liberadas 

(RIBEIRO-GOMES et al., 2004). 

10. CITOMETRIA DE FLUXO  

Células dendríticas foram recuperadas dos poços de microplacas de experimentos, 

contadas e ajustadas para 0,5-1,0x106 células/tubo de citometria. Anticorpos conjugados com 

fluorocromos FITC ou PE foram utilizados para os procedimentos de citometria de fluxo. As 

células foram lavadas com tampão de FACS, tratadas com 50 µL de anti-CD16/CD32 (Fc 
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Block) (BD-Biosciences, EUA) (diluição 1:50) para bloquear os receptores Fc presentes nas 

células, minimizando ligações inespecíficas, e incubadas por 15 minutos a 4 ºC. Após 

incubação foram adicionados os anticorpos anti-CD11c conjugado com PE (marcador de DC 

murina), anti-MHC-II conjugado com FITC e anti-CD86 conjugado com FITC na diluição de 

1: 50 em tampão de FACS e incubados por 30 minutos a 4 ºC, protegidos da luz. As células 

(104 por aquisição) foram analisadas no citômetro de fluxo BD FACS-Calibur. Células 

CD11c positivas foram eletronicamente inseridas em um gate, e o percentual de células 

positivas foi determinado utilizando o programa de análises de citometria de fluxo, WinMDI 

versão 2.8 para Windows. 

11. DOSAGEM DE CITOCINAS  

Citocinas (IL-12p40/IL-23, IL-12p70, TNF-α, IL-10, TGF-β, IFN-γ e IL-4) foram 

quantificadas no sobrenadante de cultura celular após 24 ou 48 horas de incubação através da 

técnica ELISA do tipo sanduíche, de acordo com metodologia preconizada pelos fabricantes 

(R&D; e-Bioscience). Os sobrenadantes foram centrifugados com o objetivo de eliminar 

restos celulares, podendo ser armazenados a –20º C até sua utilização. Resumidamente, placas 

de 96 poços com fundo chato foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais de captura 

diluídos em PBS ou tampão de captura (fornecido pelo fabricante) e incubadas a 4°C por 18 

horas. Após etapa de lavagem com PBS contendo 0,05% Tween 20 (PBS-T) (Sigma), a placa 

foi bloqueada com PBS contendo 10% de SFB por 2 horas a temperatura ambiente, seguida 

de nova etapa de lavagem com PBS-T. Os sobrenadantes, bem como as citocinas 

recombinantes (curva-padrão) foram adicionados e incubados a 4°C por 18 horas. Para a 

dosagem de TGF-β, PBS contendo 10% de SFB foi substituído por PBS contendo 1% de 

albumina sérica bovina (BSA) e os sobrenadantes das células foram acidificados com HCl 1N 

por 1 hora a temperatura ambiente, etapa seguida da neutralização com NaOH 1N. Após 
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lavagem com PBS-T, foram adicionados os anticorpos secundários de detecção, marcados 

com biotina, diluídos em PBS contendo 10% de SFB ou em tampão de ensaio (fornecido pelo 

fabricante). A placa foi incubada por 3 horas a temperatura ambiente e lavada com PBS-T. A 

reação foi revelada com fosfatase alcalina conjugada à estreptoavidina (Southern 

Biotechnology Associates INC, EUA) diluída na proporção de 1:2000 em PBS contendo 10% 

de SFB, seguida de incubação a 37°C por 1 hora. Após etapa de lavagem, foi adicionado o 

substrato paranitrofenol fosfato (PNPP) (Sigma) diluído em tampão TRIS-MgCl2 (pH 9,8). A 

densidade óptica foi obtida através de leitura em espectrofotômetro de placa (VERSAMax 

Microplate Reader, Molecular Devices, EUA), com filtro de 405 nm. As concentrações das 

citocinas foram calculadas a partir dos valores obtidos da curva padrão de citocinas 

recombinantes e os resultados foram expressos em pg/mL. 

12. DOSAGEM DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) 

O NO produzido pelos macrófagos foi determinado indiretamente, a partir da 

quantificação de nitritos (NO2
-), um metabólito estável. O sobrenadante da cultura foi diluído 

em uma proporção de 1:1 com o reagente de Griess (composto por 0,1% dihidrocloreto 

naftiletilenodiamina, 1% sulfanamida e 2,5% de ácido fosfórico) e homogeneizado. A 

densidade óptica foi lida em espectrofotômetro de placa com filtro de 540 nm. A 

determinação da concentração de nitrito foi calculada a partir de uma curva padrão de nitrito 

de sódio (NaNO2) e os resultados foram expressos em µM (GREEN et al 1982; STUEHR & 

NATHAN, 1989).  

13. MARCAÇÃO DE MOLÉCULAS CELULARES POR ELISA 

A expressão dos marcadores de subpopulações dos macrófagos foi avaliada pela 

técnica de ELISA celular (BORGES et al., 2001). Os BMDMs (104/200µL) foram cultivados 

em microplacas de 96 orifícios, pré-tratados com rmIFN-γ e estimulados com rmIL-4 ou 
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neutrófilos apoptóticos (proporção 1:5) por 3 dias a 37°C em atmosfera  contendo 7% de CO2, 

como descrito acima. Após período de incubação, as monocamadas foram fixadas com PBS 

contendo 4% de paraformaldeído por 30 minutos, e bloqueadas com PBS contendo 10% de 

SFB por 2 horas, a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com PBS-T, e 

incubadas com 5 µg/mL de anticorpo monoclonal anti-LIGHT/TNFSF14 (R&D) ou 5 µg/mL 

de anticorpo policlonal anti-SPHK1 (Santa Cruz Biotechnology, EUA) por 18 horas. Após 

lavagem com PBS-T, foi adicionado 5 µg/mL de anticorpo anti IgG de rato biotinilado 

(Vector, EUA) ou 5 µg/mL de anticorpo anti IgG de cabra biotinilado (Vector) diluídos em 

PBS contendo 10% de SFB, para detectar LIGHT ou SPHK1 respectivamente. A placa foi 

incubada por 3 horas a temperatura ambiente e lavada com PBS-T. A reação foi revelada com 

fosfatase alcalina conjugada à estreptoavidina diluída na proporção de 1:2000 em PBS 

contendo 10% de SFB, seguida de incubação a 37°C por 1 hora. Após etapa de lavagem, foi 

adicionado o substrato PNPP diluído em tampão TRIS-MgCl2. A densidade óptica foi obtida 

através de leitura em espectrofotômetro de placa, com filtro de 405 nm. Resultados são a 

media e erro padrão (SE) das leituras de absorbância das triplicatas de cultura. 

14. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (SD). A análise estatística 

foi realizada no programa SigmaPlot para Windows, empregando o teste t de Student para 

amostras independentes. Diferenças com um valor de p<0,05 ou p<0,01 foram consideradas 

significantes. Todos os experimentos mostrados foram repetidos, com resultados semelhantes. 
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Resultados Resultados Resultados Resultados     

PARTE I 

1. DIFERENCIAÇÃO DE CÉLULAS DENDRÍTICAS A PARTIR DE CÉLULAS DE MEDULA ÓSSEA  

As BMDDCs-B6 ou BMDDCs-BALB foram cultivadas por 9 dias em presença de 

rmGM-CSF. No 9° dia as células não-aderentes foram recolhidas, contadas e distribuídas na 

concentração de 105 células/mL nos poços de microplacas para cultura de células (Figura 

3A). Como controle do processo de diferenciação, 1x106 células foram marcadas com 

anticorpo anti-CD11c conjugado a PE e o percentual de células CD11c+ foi avaliado por 

citometria de fluxo. Os experimentos subsequentes foram feitos, considerando válidas, 

culturas com um percentual de no mínimo, 80 % de células dendríticas diferenciadas (Figuras 

3B e 3C). 

2. INGESTÃO DE NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS INIBE O AUMENTO DA EXPRESSÃO DE 

MOLÉCULAS CD86 E MHC  DE CLASSE II  EM CÉLULAS DENDRÍTICAS  

 Para avaliar os efeitos da eferocitose de neutrófilos na maturação de BMDDCs 

induzida por LPS, foi investigada a expressão de moléculas de MHC-II e moléculas co-

estimulatórias (Figura 4). As BMDDCs-B6 foram estimuladas com LPS por 24 horas, 

resultando em um aumento da expressão das moléculas acessórias MHC-II (Figura 4A) e de 

CD86 (Figura 4B). Porém, quando essas células foram co-cultivadas com neutrófilos 

apoptóticos singênicos e concomitantemente estimuladas com LPS, foi observado um 

bloqueio no aumento da expressão dessas moléculas. 
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FIGURA 3. Diferenciação de células dendríticas a partir de células de medula óssea, 
utilizando rmGM-CSF.  (A) Coloração de BMDDCs-B6 resultantes do processo de 
diferenciação in vitro com o kit panótico rápido. Aumento de 400 X. (B e C) Análise de 
citometria de fluxo para células resultantes, marcadas com o anticorpo CD11c-PE de animais 
(B) C57BL/6 e (C) BALB/c.  
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FIGURA 4. Neutrófilos apoptóticos bloqueiam o aumento da expressão de moléculas co-
estimulatórias em células dendríticas. As BMDDCs-B6 foram selecionadas por sua 
expressão de CD11c e dentro dessa população, foram analisadas a expressão de (A) MHC-II e 
de (B) CD86 por FACS. DC-célula dendrítica de camundongo C57BL/6; PMN-neutrófilo 
apoptótico; I-Ad/I-Ed-MHC-II. 
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3. INGESTÃO DE NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS MODULA A SECREÇÃO DE CITOCINAS 

INDUZIDA POR LPS EM CÉLULAS DENDRÍTICAS  

  A secreção de citocinas em BMDDCs induzida por LPS está representada na Figura 

5. Os dados permitiram observar que as BMDDCs-B6 secretaram IL-12p40 (Figura 5A), IL-

12p70, a isoforma de IL-12 biologicamente ativa (Figura 5B), e IL-10 (Figura 5C) em 

resposta ao LPS. A presença de neutrófilos apoptóticos inibiu drasticamente a produção das 

citocinas pró-inflamatórias IL-12p40 e IL-12p70, enquanto que aumentou a secreção de IL-

10. Em vários experimentos independentes, a produção de IL-12p70 foi sempre maior em 

BMDDCs-B6 (Figura 5B) do que BMDDCs-BALB (Figura 5E), mas a produção de IL-

12p40 foi similar em ambas as linhagens de camundongos (Figuras 5A e 5D).  

4. EFEITOS REGULATÓRIOS DE NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS SÃO EM PARTE , DEPENDENTES 

DE CONTATO  

  Os resultados apresentados na Figura 6 demonstram os efeitos regulatórios de 

neutrófilos apoptóticos na secreção de citocinas de forma dependente ou independente de 

contato. As BMDDCs-B6 foram co-cultivadas com neutrófilos apoptóticos em um sistema 

onde as células são separadas ou não por uma membrana com um diâmetro de poro de 0,2 

µm. Para controlar o efeito da presença da membrana na cultura, as BMDDCs-B6 e 

neutrófilos foram também cultivados juntos, porém na presença da membrana. Como 

mostrado na Figura 6, a simples presença da membrana inibiu a secreção de IL-12p70 

(Figura 6A) e IL-12p40 (Figura 6B), mas não de IL-10 (Figura 6C), por BMDDCs-B6 em 

resposta ao LPS. Por outro lado, a presença de neutrófilos apoptóticos somente inibiu a 

secreção de IL-12p40 e IL-12p70 na ausência da membrana. Notavelmente, a inibição da 

secreção de IL-12p40 e IL-12p70 induzida por LPS em BMDDCs-B6 que interagiram 

diretamente com neutrófilos apoptóticos foi de aproximadamente, 3,5 e 3,9 vezes, 
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respectivamente, enquanto que a separação das células resultou numa inibição menor do que 

1,5 vezes na secreção de IL-12p40 e 1,0 vez na de IL-12p70. Esses resultados sugerem que o 

contato direto entre essas células é necessário para modular a secreção de IL-12. 

Curiosamente, a secreção de IL-10 foi parcialmente diminuída quando as células foram 

separadas pela membrana, sugerindo que este efeito é também mediado por fatores solúveis 

liberados pelas células apoptóticas. 

5. INTERAÇÃO DE NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS COM CÉLULAS DENDRÍTICAS INIBE A 

PROLIFERAÇÃO DE L INFÓCITOS T ALOGÊNICOS  

  Adicionalmente, estudamos o efeito dos neutrófilos apoptóticos sobre a capacidade co-

estimulatória de BMDDCs-B6 em linfócitos T alogênicos (Figura 7). Os dados mostram que 

o pré-tratamento das BMDDCs-B6 com neutrófilos apoptóticos de mesma linhagem inibiu a 

capacidade dessas células de induzir a proliferação de linfócitos T alorreativos. Também 

observamos que a co-cultura de neutrófilos apoptóticos não foi capaz de inibir a ativação de 

linfócitos T induzida por anti-CD3 imobilizado em placa, na ausência de BMDDCs (Figura 

8). 
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FIGURA 5. A interação com neutrófilos apoptóticos modula a secreção de citocinas por células 
dendríticas. BMDDCs-B6 ou BMDDCs-BALB foram co-cultivadas com neutrófilos apoptóticos em presença 
ou não de LPS (1µg/mL) por 24 horas. Sobrenadantes foram coletados, centrifugados e testados para as citocinas 
solúveis (A) IL-12p40, (B) IL-12p70 e (C) IL-10 derivadas de BMDDCs-B6 e (D) IL-12p40 e (E) IL-12p70 
derivadas de BMDDCs-BALB, por ELISA tipo sanduíche. LPS-lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico. 
** p < 0,01 comparado ao LPS. Dados comparativos de pelo menos, três experimentos independentes. 
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FIGURA 6. O contato de neutrófilos apoptóticos com células dendríticas pode ser necessário para a secreção de 
citocinas. BMDDCs-B6 e neutrófilos apoptóticos singênicos foram cultivados por 24 horas, separados por uma 
membrana impermeável a células. Sobrenadantes foram coletados, centrifugados e testados para citocinas solúveis (A) 
IL-12p70, (B) IL-12p40 e (C) IL-10 por ELISA tipo sanduíche. DC-células dendríticas; LPS- lipopolissacarídeo; 
PMN-neutrófilo apoptótico. **p<0,01 comparado com LPS. Dados representativos de pelo menos, três experimentos 
independentes. 
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FIGURA 7. A interação entre neutrófilos apoptóticos e células dendríticas 
inibe a proliferação de células de linfonodo mesentérico. BMDMs-B6 foram 
pré-tratadas com ou sem LPS (10 ng/mL), neutrófilos apoptóticos ou ambos. A 
RLM foi realizada co-cultivando diferentes concentrações de BMDDCs-B6 com 
MLN (3x105) derivadas de camundongos BALB/c. O efeito inibitório dos 
neutrófilos apoptóticos na proliferação de MLN foi comparado pela incorporação 
de timidina [3H]. LPS-lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico; RLM-
reação linfocitária mista; MLN-células de linfonodo mesentérico. **p<0,01 ou 
*p<0,05 comparado com LPS. Dados representativos de pelo menos, três 
experimentos independentes. 
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FIGURA 8. A proliferação de MLN induzida por anti-CD3 
não é inibida pela interação com neutrófilos apoptóticos. 
MLN (3x105) derivadas de camundongos BALB/c foram co-
cultivadas com neutrófilos apoptóticos de camundongos 
C57BL/6 (105) por 24 horas em presença ou não de anti-CD3 
aderido aos poços de microplacas de 96 poços. A proliferação 
foi avaliada pela incorporação de timidina [3H]. LPS-
lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico; MLN-células 
de linfonodo mesentérico.  
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PARTE II 

6. INGESTÃO DE NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS I NDUZ UM FENÓTIPO M2b EM MACRÓFAGOS 

IMATUROS DERIVADOS DE MEDULA ÓSSEA 

A fagocitose de neutrófilos apoptóticos é capaz de induzir respostas anti ou pró-

inflamatórias em macrófagos inflamatórios infectados com L. major, dependendo da linhagem 

murina utilizada (RIBEIRO-GOMES et al., 2004). No entanto, ainda não foi investigado se 

estas respostas induzem um fenótipo estável em macrófagos. Para avaliar esta questão, 

utilizamos BMDMs-B6 obtidos pelo cultivo de células de medula óssea por 7 dias em 

presença de M-CSF. No 8° dia as células foram pré-tratadas com rmIFN-γ e posteriormente, 

submetidas a diferentes estímulos por 3 dias (Figura 9), como meio de cultura apenas 

(Figura 9A), rmIL-4 (Figura 9B) ou neutrófilos apoptóticos (Figura 9C). Nós observamos 

que os BMDMs-B6 tratados com rmIL-4 apresentaram uma morfologia mais espraiada 

(Figura 9B), enquanto que os BMDMs-B6 tratados com neutrófilos apoptóticos estavam mais 

aderidos, porém com formato fusiforme (Figura 9C).  

O desafio com uma elevada dose de LPS em BMDMs-B6 revelou o padrão de 

citocinas e nitritos secretados no sobrenadante de cultura (Figura 10). Nossas tentativas de 

gerar macrófagos M1 utilizando rmIFN-γ e LPS foram infrutíferas devido à ocorrência do 

fenômeno de tolerância à endotoxina durante a etapa de re-estimulação, revelado pela 

diminuição da capacidade de secreção de citocinas pró-inflamatórias como IL-12 e TNF-α, 

bem como nitritos (Figura 10). Esse fenômeno já havia sido anteriormente observado por 

outros autores (SEVERN et al., 1993; STOUT et al., 2005). 

Alternativamente, os macrófagos assemelhados a M1 foram gerados a partir de um 

sinergismo entre as citocinas rmIFN-γ e rmIL-4, como já descrito na literatura (BOGDAN et 



 

59 

 

al., 1991; D'ANDREA et al., 1995). Os BMDMs-B6 que foram pré-tratados com rmIFN-γ e 

cultivados com rmIL-4 exibiram um fenótipo M1 após desafio com LPS, caracterizado pela 

elevada produção de IL-12p40 (Figura 10A), IL-12p70 (Figura 10B), TNF-α (Figura 10C) e 

nitritos (Figura 10F) e baixa secreção de IL-10 (Figura 10D), se comparados aos BMDMs-

B6 cultivados apenas com meio. Por outro lado, BMDMs-B6 que fagocitaram neutrófilos 

apoptóticos de mesma linhagem e foram re-estimulados com LPS, foram capazes de secretar 

pequenas quantidades de IL-12p70 (Figura 10B), mas elevadas concentrações de IL-10 

(Figura 10D) e nitritos (Figura 10F) quando comparados aos controles. A eferocitose de 

neutrófilos é capaz de induzir a secreção IL-12p40 por BMDMs-B6, porém a quantidade 

secretada correspondeu a aproximadamente, metade da secretada por macrófagos M1 

(BMDMs-B6 tratados com rmIL-4). Da mesma forma, secreção de IL-12p70 correspondeu a 

menos de 15% da quantidade secretada pelos macrófagos M1 e mais que o dobro de IL-10 e 

nitritos em relação aos BMDMs-B6-controle, tratados apenas com meio. Conforme mostrado 

por EDWARDS e colaboradores (2006), além de outras características, macrófagos com esse 

perfil de secreção são classificados como macrófagos do tipo II ou M2b.  

Adicionalmente, verificamos o perfil de secreção de citocinas como TNF-α (Figura 

10C) e TGF-β (Figura 10E) pelos BMDMs-B6 e observamos que a eferocitose de neutrófilos 

também foi capaz de aumentar a secreção de ambas as citocinas, especialmente a de TGF-β 

constitutiva, ou seja, independente do re-estímulo com LPS. Essas propriedades foram 

igualmente observadas nos macrófagos M1. 
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A B C

FIGURA  9. A eferocitose de neutrófilos induz o fenótipo M2b em BMDMs-B6. Micrografias de monocamadas de 
BMDMs-B6 pré-tratados com rmIFN-γ após 3 dias de tratamento com (A) meio; (B) rmIL-4 ou (C) neutrófilos 
apoptóticos. Aumento de 200 X. 
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E 

FIGURA  10. A eferocitose de neutrófilos induz o fenótipo M2b em BMDMs-B6. BMDMs-B6 foram pré-
tratados com rmIFN-γ (0,5 ng/mL) e estimulados com meio, LPS (100 ng/mL), rmIL-4 (5 ng/mL) ou neutrófilos 
apoptóticos por 3 dias e desafiados com LPS (1µg/mL). Sobrenadantes foram coletados após 48 horas, 
centrifugados e testados para citocinas solúveis (A) IL-12p40, (B) IL-12p70, (C) TNF-α, (E) TGF-β, (D) IL-10 
por ELISA tipo sanduíche e (F) nitritos. LPS-lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico. **p<0,01 ou 
*p<0,05 comparado com meio ou meio em presença de LPS. Dados representativos de pelo menos, três 
experimentos independentes. 
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Dados publicados por RIBEIRO-GOMES e colaboradores (2004) mostraram que, diferente da 

resposta gerada em camundongos B6, a fagocitose de neutrófilos apoptóticos induz uma 

resposta anti-inflamatória em macrófagos de camundongos BALB/c. Estabelecendo o mesmo 

protocolo utilizado para os BMDMs-B6, objetivamos investigar os efeitos tardios da 

fagocitose de neutrófilos apoptóticos singênicos em BMDMs-BALB. 

Como mostrado na Figura 11, de forma similar aos BMDMs-B6, a estimulação de 

BMDMs-BALB com rmIL-4 também foi capaz de induzir um fenótipo M1 após desafio com 

LPS, caracterizado pelo aumento da secreção de IL-12p40 (Figura 11A), IL-12p70 (Figura 

11B) e nitritos (Figura 11F) e baixa secreção de IL-10 (Figura 11D). O contato com 

neutrófilos apoptóticos não foi capaz de induzir o fenótipo polarizado M2b em BMDMs-

BALB, já que essas células, quando desafiadas com LPS, secretaram IL-12p40, IL-12p70 e 

IL-10 de maneira similar aos BMDMs-controle, apenas cultivados com meio. Não foi 

possível observar diferenças na secreção de TNF-α (Figura 11C) entre os BMDMs-BALB-

controle e os M1 ou os BMDMs tratados com neutrófilos apopóticos.  Por outro lado, 

eferocitose de neutrófilos induziu um aumento de TGF-β constitutivo e induzido por LPS, 

igualmente observado nas células M1.  

A Figura 12 sumariza duas das principais características apresentadas por macrófagos 

M2b.  Observamos que BMDMs-B6 que interagiram com neutrófilos apoptóticos foram 

capazes de secretar elevadas concentrações de IL-10 e nitritos em comparação aos controles, 

o que não foi observado em BMDMs-BALB. Esses dados sugerem que o fenótipo M2b foi 

induzido em decorrência da eferocitose de neutrófilos de B6 por BMDMs-B6, mas não por 

BMDMs-BALB. 
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FIGURA  11. A eferocitose de neutrófilos não induz o fenótipo M2b em BMDMs-BALB . BMDMs-
BALB foram pré-tratados com rmIFN-γ (0,5 ng/mL) e estimulados com meio, LPS (100 ng/mL), rmIL-4 
(5 ng/mL) ou neutrófilos apoptóticos por 3 dias e desafiados com LPS (1µg/mL). Sobrenadantes foram 
coletados após 48 horas, centrifugados e testados para citocinas solúveis (A) IL-12p40, (B) IL-12p70, 
(C) TNF-α, (E) TGF-β, (D) IL-10 por ELISA tipo sanduíche e (F) nitritos. LPS-lipopolissacarídeo; 
PMN- neutrófilo apoptótico. **p<0,01 ou *p<0,05 comparado com meio ou meio em presença de LPS. 
Dados representativos de pelo menos, três experimentos independentes. 
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FIGURA 12. A eferocitose de neutrófilos induz o fenótipo secretor de IL-10 e nitritos 
em BMDMs-B6, mas não em BMDMs-BALB. BMDMs-B6 ou BMDMs-BALB foram pré-
tratados com rmIFN-γ (0,5 ng/mL) e estimulados com meio ou neutrófilos apoptóticos por 3 
dias e desafiados com LPS (1µg/mL). Sobrenadantes foram coletados após 48 horas, 
centrifugados e testados para a citocina solúvel (A) IL-10 por ELISA tipo sanduíche e para 
(B) nitritos. LPS-lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico. Símbolos vazados (  ) 
representam os controles e símbolos cheios (  ) representam os BMDMs tratados com 
neutrófilos apoptóticos. Dados de três experimentos independentes, onde cada símbolo 
representa uma triplicada de um experimento isolado.  
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 Também foi possível verificar que a fagocitose de neutrófilos apoptóticos foi capaz de 

induzir um fenótipo secretor de IL-10 em BMDMs-B6, mas não em BMDMs-BALB, até 

mesmo na ausência do pré-tratamento dessas células com rmIFN-γ (Figura 13). 

7. A DIFERENCIAÇÃO DE MACRÓFAGOS M2b  NÃO É INDUZIDA PELA FAGOCITOSE DE 

PARTÍCULAS INERTES  

Para verificar o efeito da fagocitose na indução do programa M2b em BMDMs, 

testamos se a ingestão de partículas inertes, como partículas de látex era capaz de polarizar os 

BMDMs-B6 (Figura 14). Verificamos que os BMDMs-B6 foram capazes de fagocitar 

prontamente as partículas de látex. De acordo com padrão de secreção de citocinas e nitritos, 

observamos que a fagocitose de partículas de látex não induziu a secreção de IL-10 (Figura 

14C) ou nitritos (Figura 14D) por BMDMs-B6 pré-tratados com rmIFN-γ, enquanto que a 

interação com neutrófilos apoptóticos induziu o perfil M2b (Figura 10). Estes dados sugerem 

que a atividade fagocítica apenas, não é capaz de induzir o fenótipo M2b. 

8. A INDUÇÃO DO FENÓTIPO M2b É PARCIALMENTE DEPENDENTE DO CONTATO ENTRE 

MACRÓFAGOS E NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS 

Para determinar se o contato celular direto entre neutrófilos apoptóticos e BMDMs-B6 é 

necessário para a indução do fenótipo M2b, utilizamos um sistema onde os macrófagos pré-

tratados com rmIFN-γ foram co-cultivados com os neutrófilos apoptóticos separados ou não 

por uma membrana com um diâmetro de poro de 0,2 µm. Durante os 3 dias de co-cultura, a 

membrana esteve presente em todo o sistema, inclusive nos poços onde os BMDMs-B6 e os 

neutrófilos mantiveram contato direto, com o objetivo de eliminar possíveis interferências da 

presença da membrana na cultura.  
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Como mostrado na Figura 15, o desafio com LPS revelou que a capacidade de regular 

a secreção de IL-12p40 (Figura 15A) e IL-10 (Figura 15B) não é dependente de contato 

prévio entre neutrófilos e BMDMs-B6, enquanto que a capacidade de secretar TGF-β (Figura 

15C) e nitritos (Figura 15D) é estritamente dependente do contato entre essas células. Os 

resultados sugerem que a diferenciação M2b depende tanto de fatores solúveis liberados, 

como do contato com os neutrófilos apoptóticos. 

9. MACRÓFAGOS M2b INDUZIDOS PELA FAGOCITOSE DE NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS 

INDUZEM UMA RESPOSTA DE CÉLULAS TCD4+
 DO TIPO Th2 

Macrófagos M2b são capazes de induzir a diferenciação de células Th2 (ANDERSON 

& MOSSER, 2002a; EDWARDS et al., 2006). Para investigar se o fenótipo M2b, gerado pela 

fagocitose de neutrófilos apoptóticos, é capaz de favorecer respostas Th1 ou Th2, BMDMs-

B6 foram pré-tratados com rmIFN-γ, estimulados com meio ou neutrófilos apoptóticos, e após 

período de 3 dias, lavados e co-cultivados com células T CD4+ alogênicas, altamente 

purificadas, juntamente com rmIL-2. Após 7 dias, as células T CD4+ foram re-estimuladas 

com anticorpo anti-CD3, imobilizado. A secreção das citocinas IFN-γ, IL-4 e IL-10 foi 

avaliada por ELISA (Figura 16). Células TCD4+ que foram co-cultivadas com BMDMs-B6 

que fagocitaram neutrófilos apoptóticos apresentaram um perfil de secreção de citocinas 

enviesado para o perfil Th2, se comparados com as células TCD4+ incubadas com BMDMs-

B6-controle, uma vez que observa-se um aumento de 3,2 vezes na secreção de IL-4 (Figura 

16A), 3,5 vezes na secreção de IL-10 (Figura 16B), e apenas 1,4 vezes na secreção de IFN-γ 

(Figura 16C). Os dados sugerem que a interação com neutrófilos apoptóticos induziu um 

fenótipo que favorece respostas Th2. 
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FIGURA 13. A fagocitose de neutrófilos apoptóticos induz o fenótipo secretor de IL-10 em BMDMs-B6 
independentemente do tratamento com rmIFN-γ. (A e B) BMDMs-B6 ou (C e D) BMDMs-BALB foram 
estimulados com meio ou neutrófilos apoptóticos por 3 dias e desafiados com LPS (1µg/mL). Sobrenadantes foram 
coletados após 48 horas, centrifugados e testados para citocinas solúveis por ELISA tipo sanduíche. LPS-
lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico. **p<0,01 comparado com meio em presença de LPS. Dados 
representativos de pelo menos, três experimentos independentes.  
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FIGURA 14. O fenótipo M2b não é induzido pela fagocitose de partículas de látex por BMDMs-B6. 
BMDMs-B6 foram pré-tratados com rmIFN-γ (0,5 ng/mL) e estimulados com meio, rmIL-4 (5 ng/mL), neutrófilos 
apoptóticos ou partículas de látex por 3 dias e desafiados com LPS (1µg/mL). Sobrenadantes foram coletados após 
48 horas, centrifugados e testados para as citocinas solúveis (A) IL-12p40, (B) IL-12p70 e (C) IL-10 por ELISA 
tipo sanduíche e para (D) nitritos. LPS-lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico; PL-partículas de látex. 
** p<0,01 comparado com meio em presença de LPS. Dados representativos de pelo menos, três experimentos 
independentes. 
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FIGURA 15. A geração do fenótipo M2b é parcialmente dependente de contato entre os neutrófilos 
apoptóticos e BMDMs-B6. BMDMs-B6 foram pré-tratados com rmIFN-γ (0,5 ng/mL) e estimulados 
com meio ou neutrófilos apoptóticos por 3 dias, separados ou não por uma membrana impermeável à 
células e subsequentemente desafiados com LPS (1µg/mL). Sobrenadantes foram coletados após 48 
horas, centrifugados e testados para as citocinas solúveis (A) IL-12p40, (B) IL-10 e (C) TGF-β por 
ELISA tipo sanduíche e para (D) nitritos. LPS-lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico. **p<0,01 
comparado com meio em presença de LPS. Dados representativos de pelo menos, três experimentos 
independentes.  
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FIGURA  16. BMDMs-B6 que fagocitaram neutrófilos favorecem uma resposta Th2. BMDMs-B6 foram pré-
tratados com rmIFN-γ (0,5 ng/mL) e estimulados com meio ou neutrófilos apoptóticos. Após 3 dias, BMDMs-B6 
foram co-cultivados com células TCD4+ de animais BALB/c em presença de rmIL-2. Após 7 dias de interação, as 
células TCD4+ foram recuperadas e estimuladas com anti-CD3 por 48 horas. Sobrenadantes foram coletados, 
centrifugados e testados para as citocinas solúveis (A) IL-4, (B) IL-10 e (C) IFN-γ por ELISA tipo sanduíche. 
PMN- neutrófilo apoptótico. **p<0,01 comparado com meio. Dados representativos de pelo menos, três 
experimentos independentes. 
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10. MACRÓFAGOS M2b  INDUZIDOS PELA FAGOCITOSE DE NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS 

EXPRESSAM NÍVEIS AUMENTADOS DE LIGHT/TNFSF14  E SPHK-1 

 Macrófagos M2b expressam preferencialmente LIGHT/TNFSF14 e SPHK-1 como 

marcadores de diferenciação (EDWARDS et al., 2006;  MOSSER & EDWARDS, 2008). 

Para investigar se a fagocitose de neutrófilos apoptóticos é capaz de induzir a expressão 

desses marcadores, BMDMs-B6 pré-tratados com rmIFN-γ foram cultivados sob diferentes 

condições, e testados para a expressão de LIGHT e SPHK-1 pela técnica de ELISA celular. 

Os dados apresentados na Figura 17 mostram que a expressão de LIGHT (Figura 17A) e 

SPHK-1 (Figura 17B) foi significantemente aumentada em BMDMs-B6 que fagocitaram 

neutrófilos apoptóticos de B6. Similar ao controle com meio, BMDMs-B6 cultivados com 

rmIL-4 ou neutrófilos apoptóticos de BALB/c apresentaram baixa expressão de LIGHT e 

SPHK-1.  

11. IL-10  E TNF-α APRESENTAM AÇÕES OPOSTAS E DISCRETAS NA INDUÇÃO DO FENÓTIPO 

M2b  

Curiosamente, observamos que na presença de estímulo prévio com rmIFN-γ, o 

contato com neutrófilos apoptóticos, mas não com rmIL-4, induziu um aumento na produção 

de TNF-α e também de IL-10 por BMDMs-B6 após 3 dias de cultura, mesmo na ausência do 

desafio por LPS (Figura 18). Para investigar se a secreção de TNF-α ou IL-10 tem algum 

papel na indução do fenótipo M2b, BMDMs-B6 foram estimulados com neutrófilos 

apoptóticos singênicos em presença ou não de anticorpos monoclonais neutralizantes anti-IL-

10 (Figura 19) ou anti-TNF-α (Figura 20). 
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FIGURA 17. A eferocitose de neutrófilos aumenta a expressão de marcadores de células M2b em 
BMDMs-B6. BMDMs-B6 foram pré-tratados com rmIFN-γ (0,5 ng/mL) e estimulados com meio, IL-4 
(5 ng/mL) ou neutrófilos apoptóticos de B6 ou BALB/c por 3 dias. A expressão de (A) LIGHT e (B) 
SPHK1 foi verificada por ELISA celular. LPS-lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico; SPHK1-
esfingosina quinase 1. **p<0,01 ou *p<0,05 comparado com meio. Dados representativos de pelo menos, 
três experimentos independentes. 
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FIGURA 18. O contato com neutrófilos apoptóticos na presença de rmIFN-γ 
induz a produção de TNF-α e IL-10. BMDMs-B6 foram tratados com rmIFN-γ 
(0,5 ng/mL) e estimulados com meio, rmIL-4 (5 ng/mL) ou neutrófilos apoptóticos. 
Sobrenadantes foram coletados após 3 dias, centrifugados e testados para citocinas 
solúveis por ELISA tipo sanduíche. LPS-lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo 
apoptótico. **p<0,01 ou *p<0,05 comparado com meio. Dados representativos de 
pelo menos, três experimentos independentes. 
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FIGURA  19. A IL-10 modula parcialmente o fenótipo M2b. BMDMs-B6 foram tratados com rmIFN-γ (0,5 
ng/mL) e estimulados com meio ou neutrófilos apoptóticos em presença de anticorpos monoclonais anti-IL10 
ou seu isotipo por 3 dias e desafiados com LPS (1µg/mL). Sobrenadantes foram coletados após 48 horas, 
centrifugados e testados para a citocina solúvel (A) IL-10 e por ELISA tipo sanduíche e para (B) nitritos. LPS-
lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico. **p<0,01 ou *p<0,05 comparado com o isotipo controle em 
presença de LPS. Dados representativos de pelo menos, três experimentos independentes. 
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FIGURA  20. O TNF-α modula parcialmente a geração do fenótipo M2b. BMDMs-B6 foram tratados com 
rmIFN-γ (0,5 ng/mL) e estimulados com meio ou neutrófilos apoptóticos em presença de anticorpos monoclonais 
anti-TNF-α por 3 dias e desafiados com LPS (1µg/mL). Sobrenadantes foram coletados após 48 horas, 
centrifugados e testados para a citocina solúvel (A) IL-10 por ELISA tipo sanduíche e para (B) nitritos. LPS-
lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico. **p<0,01 comparado com o isotipo controle em presença de LPS. 
Dados representativos de pelo menos, três experimentos independentes. 
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Os dados expostos na Figura 19 mostram que a neutralização de IL-10 foi capaz de 

reduzir parcialmente a secreção de IL-10 (Figura 19B) e aumentar a secreção de nitritos 

(Figura 19B) após desafio com LPS, se comparado com o seu isotipo controle. Por outro 

lado, a neutralização de TNF-α (Figura 20) aumentou parcialmente a secreção de IL-10 

(Figura 20A) e reduziu a secreção de nitritos (Figura 20B) após desafio com LPS. Os dados 

sugerem que, apesar de discretas, a IL-10 e o TNF-α exercem funções modulatórias opostas 

na indução do fenótipo M2b. 

12. O FENÓTIPO M2b  É BLOQUEADO PELO INIBIDOR DE NE E PARCIALMENTE POR 

ANTICORPO ANTI -TLR4 

 A fagocitose de neutrófilos apoptóticos induz uma resposta pró-inflamatória em 

macrófagos de B6, resultando na morte de L. major por um mecanismo que necessita da 

atividade de NE e sinalização via TLR4 (RIBEIRO-GOMES et al., 2004; 2007). Para 

investigar o papel da atividade de NE na indução do fenótipo M2b, BMDMs-B6 foram pré-

tratados com rmIFN-γ e cultivados por 3 dias com meio ou com neutrófilos apoptóticos em 

presença do peptídeo inibidor de NE (MeOSuc-AAPV-cmk) ou em presença de um peptídeo 

controle, inibidor de colagenase (Z-Pro-D-Leu-D-Ala-NHOH); e posteriormente desafiados 

com LPS. Os dados apresentados na Figura 21 mostram que o tratamento com o inibidor de 

NE, mas não com o inibidor controle, reduziu significativamente a capacidade de BMDMs-

B6 de diferenciar para o fenótipo M2b, como evidenciado pela secreção de IL-10 (Figura 

21A) e nitritos (Figura 21B). 

Vários estudos têm sugerido que a NE é capaz de exercer efeitos pró-inflamatórios 

através da interação direta com TLR4 (DEVANEY et al., 2003; RIBEIRO-GOMES et al., 

2007) ou indiretamente através da clivagem de proteínas de matriz, que por sua vez podem 

funcionar como ligantes endógenos de TLR4 (JOHNSON et al., 2002; JIANG et al., 2005). 
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Para avaliar a participação de TLR4 na indução do fenótipo M2b, BMDMs-B6 foram pré-

tratados com rmIFN-γ e posteriormente estimulados com neutrófilos apoptóticos em presença 

ou não de anticorpos monoclonais neutralizantes anti-TLR4 ou seu isotipo controle (Figura 

22). Os dados apresentados mostram que o bloqueio da sinalização via TLR4 inibiu 

parcialmente, a diferenciação de BMDMs-B6 em M2b, pois ocorreu marcante redução da 

secreção de IL-10 (Figura 22B) nos macrófagos que fagocitaram neutrófilos apoptóticos, se 

comparados ao seu isotipo controle. Curiosamente, a secreção de nitritos não foi afetada pela 

neutralização de TLR4. Em conjunto, os dados sugerem que a NE exerce um efeito 

importante na diferenciação M2b, e que a sinalização via TLR4 está parcialmente envolvida 

neste processo. 

13. MACRÓFAGOS M2b INDUZIDOS PELA FAGOCITOSE DE NEUTRÓFILOS APOPTÓTICOS 

SÃO PERMISSIVOS A REPLICAÇÃO POR LEISHMANIA 

 A fagocitose de neutrófilos apoptóticos por macrófagos peritoneais, derivados de 

camundongos B6 infectados com L. major induz atividade microbicida nessas células 

(RIBEIRO-GOMES et al., 2004). Com o objetivo de investigar o que ocorre após a 

diferenciação M2b, verificamos o efeito agudo e tardio da fagocitose de neutrófilos 

apoptóticos na função microbicida de BMDMs-B6. 

Na infecção aguda (Figura 23A), os macrófagos foram pré-tratados com rmIFN-γ, 

infectados com L. major e cultivados com meio, LPS, rmIL-4 ou neutrófilos apoptóticos. 

Após 3 dias, a carga parasitária foi avaliada. BMDMs-B6 cultivados com LPS, rmIL-4 ou 

com neutrófilos apoptóticos foram capazes de eliminar os parasitas L. major (Figura 23A), 

confirmando resultados anteriores (BODGAN et al., 1991; RIBEIRO-GOMES et al., 2004). 
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Ao mesmo tempo, investigamos o efeito da diferenciação de BMDMs-B6 na 

eliminação parasitária (Figura 23B). BMDMs-B6 pré-tratados com rmIFN-γ foram 

cultivados com meio, LPS, rmIL-4 ou neutrófilos apoptóticos por 3 dias e então infectados 

com L. major, e reincubados por mais 3 dias adicionais. Verificamos que os BMDMs-B6 

estimulados com LPS não foram capazes controlar a replicação intracelular de L.major, 

corroborando a ocorrência da tolerância à endotoxina, observada anteriormente através da 

secreção de citocinas e nitritos. A incubação prévia com rmIL-4 induziu um estado 

microbicida estável nos macrófagos, evidenciado pela morte de L. major. Entretanto, a cultura 

com neutrófilos apoptóticos por 3 dias, o que promove a diferenciação de células M2b, 

induziu um estado permissivo nos macrófagos mostrado pelo aumento da replicação 

intracelular de L. major (Figura 23B). 
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FIGURA  21. A indução do fenótipo M2b em BMDMs-B6 necessita da atividade de NE. BMDMs-B6 
foram tratados com rmIFN-γ (0,5 ng/mL) e estimulados com meio ou neutrófilos apoptóticos em presença de 
solvente para inibidores de proteases, DMSO ou com neutrófilos apoptóticos na presença de inibidor de 
colagenase Z-Pro-D-Leu-D-Ala-NHOH (COL) ou inibidor de elastase MeOSuc-AAPV-cmk (NE), ambos a 10 
µg/mL. As citocinas (A) IL-12p40 e (C) IL-10 e (C) nitritos secretados foram avaliadas após 3 dias com os 
estímulos e desafio com LPS (1 µg/mL). LPS-lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico; DMSO- 
dimetilsulfoxido. **p<0,01 ou *p<0,05 comparado com PMN em presença de inibidor de COL+LPS. Dados 
representativos de pelo menos, três experimentos independentes. 
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FIGURA 22. O bloqueio de TLR4 inibe a secreção de IL-10 em BMDMs-B6 que fagocitaram neutrófilos 
apoptóticos. BMDMs-B6 foram tratados com rmIFN-γ (0,5 ng/mL) e estimulados com meio ou neutrófilos 
apoptóticos em presença de anticorpos monoclonais anti-TLR4 por 3 dias e desafiados com LPS (1µg/mL). 
Sobrenadantes foram coletados após 48 horas, centrifugados e testados para a citocina solúvel (A) IL-10 por ELISA 
tipo sanduíche e para (B) nitritos. LPS-lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico. **p<0,01 comparado com o 
isotipo controle em presença de LPS. Dados representativos de pelo menos, três experimentos independentes. 
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FIGURA 23. O fenótipo M2b gerado em BMDMs-B6 após 3 dias da fagocitose de 
neutrófilos apoptóticos não é capaz de controlar o crescimento parasitário 
intramacrofágico de L. major. BMDMs-B6 foram pré-tratados com rmIFN-γ (0,5 ng/mL) e 
(A) infectados com formas promastigotas de L. major por 4 horas e então submetidos aos 
tratamentos com meio, LPS, rmIL-4 ou neutrófilos apoptóticos singênicos por 3 dias ou (B) 
submetidos aos tratamentos com meio, LPS, rmIL-4 ou neutrófilos apoptóticos singênicos 
por 3 dias e então infectados com formas promastigotas de L. major por 4 horas. Após a 
infecção, os macrófagos foram cultivados por mais 3 dias adicionais e a carga parasitária foi 
medida após aproximadamente 7 dias em cultura, pela produção de promastigotas 
extracelulares em meio Schneider’s. LPS-lipopolissacarídeo; PMN- neutrófilo apoptótico. 
** p<0,01 ou *p<0,05 comparado com meio. Dados representativos de pelo menos, três 
experimentos independentes. 
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Discussão Discussão Discussão Discussão     

É essencial que o balanço entre a ativação e desativação das respostas imunes seja 

mantido para permitir ao hospedeiro elaborar uma resposta eficiente contra potenciais 

patógenos, causando o mínimo de dano possível. No presente trabalho, nós mostramos que a 

eferocitose de neutrófilos é um importante mecanismo modulador do fenótipo e funções de 

DCs e macrófagos derivados de medula óssea. Os neutrófilos e seu conteúdo tóxico são 

importantes para os mecanismos de defesa do hospedeiro, mas também estão envolvidos no 

dano tecidual, em uma variedade de doenças infecciosas e/ou inflamatórias. Durante as 

respostas inflamatórias agudas, um grande número de neutrófilos é mobilizado e recrutado 

para os tecidos, onde sobrevivem por apenas um curto período de tempo, antes de entrarem 

em apoptose. Os neutrófilos apoptóticos são rapidamente removidos por DCs e macrófagos 

(NEWMAN et al., 1982; SAVILL et al., 1989; STEINMAN et al., 2000; CLAYTON et al., 

2003). De uma maneira geral, a eferocitose de neutrófilos ou de outras células induz a 

liberação de citocinas anti-inflamatórias, o que favorece a resolução da resposta inflamatória 

(COX et al., 1995; HUYNH et al., 2002), assumindo um importante papel na regulação das 

respostas imunes (GALLUCCI et al., 1999; SAUTER et al., 2000;  HART et al., 2008) e nas 

infecções parasitárias intracelulares (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000; LOPES et al., 2000; 

RIBEIRO-GOMES et al., 2004).  

Dados prévios publicados por nosso grupo demonstraram que dependendo da 

linhagem genética do hospedeiro, a eferocitose de neutrófilos por macrófagos poderia gerar 

respostas pró ou anti-inflamatórias, resultando em efeitos opostos na resposta subsequente do 

hospedeiro à infecção por L. major.  Foi verificado que a co-cultura de macrófagos e 
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neutrófilos mortos proporcionou o controle do crescimento parasitário em macrófagos da 

linhagem B6, o que não ocorreu quando foram utilizadas células da linhagem BALB/c 

(RIBEIRO-GOMES et al., 2004). Para explicar as diferenças encontradas, foi sugerido que a 

maior liberação de NE pelos neutrófilos de B6 poderia ativar macrófagos, através de algum 

produto resultante de sua ação enzimática (RIBEIRO-GOMES et al., 2007). Vale ressaltar 

que a neutralização de NE, bem como a de TNF-α, foi capaz de reverter o efeito da 

eferocitose de neutrófilos por macrófagos de B6 para o comportamento anti-inflamatório 

observado em células de BALB/c (RIBEIRO-GOMES et al., 2004).  

A partir dos resultados obtidos com macrófagos, buscamos investigar se essa 

dicotomia da eferocitose de neutrófilos se aplicava também na imunidade adquirida utilizando 

BMDDCs, uma vez que as DCs ocupam uma posição central na imunidade, atuando como 

verdadeiras “pontes” entre o sistema imune inato e adaptativo. Além da capacidade de 

fagocitar células apoptóticas (RUBARTELLI et al., 1997; SAUTER et al., 2000; KUSHWAH 

et al., 2009), as iDCs expressam uma coleção de TLRs, especialmente TLR4, capazes de 

regular o seu processo de maturação (FEARON & LOCKSLEY, 1996; SCHNARE et al., 

2001; EDWARDS et al., 2003) e induzir respostas do tipo Th1 (BELLONE et al., 1997; 

BARTON & MEDZHITOV, 2002). No presente estudo, investigamos as consequências 

imunológicas da remoção fagocítica de neutrófilos inflamatórios apoptóticos, no processo de 

maturação de BMDDCs derivadas de camundongos BALB/c ou B6, induzido por LPS. Nós 

observamos um bloqueio no aumento da expressão das moléculas de MHC-II e CD86 

induzida por LPS, nas DCs que interagiram com neutrófilos apoptóticos. Além disso, a 

eferocitose de neutrófilos foi capaz inibir drasticamente a produção das citocinas pró-

inflamatórias IL-12p40 e IL-12p70, enquanto que aumentou a secreção de IL-10. Nossos 

dados estão de acordo com dados da literatura onde a fagocitose de neutrófilos apoptóticos 
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por iDCs também inibe o seu processo de maturação (STUART et al., 2002; ALEMÁN et al., 

2007) e mostram ainda, que a eferocitose de neutrófilos é capaz de reverter a ativação em DCs 

provocada por LPS. 

Nós também analisamos as consequências funcionais das mudanças fenotípicas 

observadas em iDCs estimuladas com LPS, que interagiram com neutrófilos apoptóticos e 

observamos que essa interação inibiu a capacidade dessas células em induzir a proliferação de 

linfócitos T alorreativos, o que também foi visto por outros autores (CLAYTON et al., 2003; 

ALEMÁN et al., 2007). Esta redução da capacidade co-estimulatória, provavelmente está 

relacionada com a redução da expressão de moléculas MHC-II e CD86, bem como com a 

produção de citocinas anti-inflamatórias observadas após o contato com células apoptóticas. 

A IL-12 é uma citocina capaz de estimular e direcionar respostas imunes pró-

inflamatórias mediadas por células. A inibição desta citocina tem sido correlacionada com a 

ligação de células apoptóticas a um grande número de receptores fagocíticos utilizados por 

macrófagos, incluindo alguns que são compartilhados por DCs (SUTTERWALA et al., 1997; 

SUTTERWALA & MOSSER, 1999). A ingestão de células apoptóticas por iDCs envolve a 

participação do complexo CD36/integrina e αvβ5/trombospondina, dependendo da 

subpopulação envolvida (RUBARTELLI et al., 1997; ALBERT et al., 1998a; ALBERT et al., 

1998b), o que culmina com a inibição da maturação de DCs humanas (URBAN et al., 2001). 

Apesar desses estudos não esclarecerem se a internalização das células apoptóticas é 

necessária para inibir a maturação de iDCs, em concordância com dados da literatura 

(STUART et al., 2002; KIM et al., 2004; ALEMÁN et al., 2007), nossos dados sugerem que 

é necessário o contato direto entre iDCs e neutrófilos apoptóticos para que haja a supressão da 

liberação de IL-12 estimulada por LPS, porém a secreção de IL-10 é parcialmente dependente 

de fatores solúveis liberados pela célula apoptótica. Outros estudos mostraram que as células 
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apoptóticas são capazes de secretar fatores solúveis como esfingosina-1-fosfato (WEIGERT 

et al., 2007; WEIS et al., 2009), TGF-β (CHEN et al., 2001) e proteína quelante de cálcio 

(DELORENZO et al., 2009), capazes de induzir uma resposta anti-inflamatória em fagócitos, 

representada pela inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias e aumento da liberação 

de IL-10, VEGF entre outros (CHEN et al., 2001; WEIGERT et al., 2007; DELORENZO et 

al., 2009; WEIGERT et al., 2009; WEIS et al., 2009). 

No presente trabalho, nós não observamos diferenças entre as respostas geradas pela 

eferocitose de neutrófilos de BALB/c ou B6 em iDCs, como anteriormente verificado em 

macrófagos (RIBEIRO-GOMES et al., 2007). Em primeiro lugar, esta diferença poderia 

resultar da composição distinta de proteínas de matriz extracelular e glicosaminoglicanos de 

superfície celular em DCs e macrófagos (HAIDL & JEFFERIES, 1996; WEGROWSKI & 

MAQUART, 2006; TROTTEIN et al., 2009). A consequência seria a liberação de diferentes 

produtos de clivagem pela NE em DCs, que eventualmente não seriam ligantes de TLR4, 

como ocorre em macrófagos (TERMEER et al., 2002). Em segundo lugar, foi relatado que a 

expressão de TLR4 em iDCs humanas é cerca de 10 vezes menor do que em macrófagos 

(VISINTIN et al., 2001). Desta forma, apenas os macrófagos seriam capazes de responder às 

doses baixas e não tóxicas de NE que utilizamos ou que foram liberadas pelos neutrófilos. 

Estes dados em conjunto ratificam que as DCs são células fundamentais no controle 

das respostas imunes adaptativas, e que sua ativação deve ser fortemente controlada para que 

não desencadeie respostas do tipo Th1 contra antígenos próprios e ao mesmo tempo garanta a 

ativação do sistema imune em situações infecciosas e/ou inflamatórias. Nesse sentido, a 

eferocitose de neutrófilos não representa um mecanismo imunologicamente inerte, mas sim 

um mecanismo que contribui para a regulação da maturação de DCs, fornecendo uma 
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supressão de resposta a auto-antígenos derivados de células apoptóticas e manutenção da 

tolerância ao próprio.  

Macrófagos e DCs derivados de medula óssea são originados a partir de precursores 

mielóides e compartilham muitas características, enquanto mantém diferenças sutis nas 

respostas e funções efetoras. Estudos prévios sugerem que a eferocitose induz um fenótipo 

alternativo de ativação nos macrófagos (RAES et al., 2007; BENOIT et al., 2008), 

aumentando a quantidade de arginase (JOHANN et al., 2007), ODC (FREIRE-DE-LIMA et 

al., 2000) e TGF-β (FADOK et al., 1998; FREIRE-DE-LIMA et al., 2000; RIBEIRO-

GOMES et al., 2004; SILVA, 2010) e diminuindo sua capacidade de produzir NO (FREIRE-

DE-LIMA et al., 2000; RAES et al., 2007) e de secretar citocinas pró-inflamatórias como IL-

12 (VOLL et al., 1997) e TNF-α (FADOK et al., 1998). No entanto, nenhum destes trabalhos 

investigou a estabilidade do fenótipo induzido pela eferocitose. Desta forma, o presente 

estudo buscou verificar se a fagocitose de células apoptóticas era capaz de induzir um 

fenótipo nos macrófagos capaz de se manter estável por pelo menos, três dias, revelado pela 

estimulação tardia com LPS. Nossos dados sugerem que a eferocitose anti-inflamatória, 

representada pela fagocitose de neutrófilos provenientes de camundongos BALB/c, não 

imprime nenhum fenótipo particular nos macrófagos. Por outro lado, a eferocitose pró-

inflamatória de neutrófilos de B6 induz um fenótipo estável, verificável após subsequente 

estimulação com LPS, e caracterizado pela baixa produção de IL-12, elevada secreção de IL-

10, TNF-α e NO, além da expressão de marcadores particulares como LIGHT/TNFSF14 e 

SPHK1, favorecimento de respostas Th2 e permissibilidade à replicação intracelular de L. 

major. Em conjunto, estas características permitiram classificar o fenótipo apresentado como 

macrófagos do tipo II ou M2b (SUTTERWALA et al., 1998; ANDERSON & MOSSER, 

2002a; EDWARDS et al., 2006; MOSSER & EDWARDS, 2008).  
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A elevada secreção de IL-10 é correlata com o perfil modulador/regulatório das 

células M2b, uma vez que esta citocina tem um importante papel na inibição de APCs e de 

respostas do tipo Th1 (ANDERSON & MOSSER, 2002a; MURAI et al., 2009; O’GARRA & 

MURPHY, 2009; HEDRICH & BREAM, 2010). O aumento de TNF-α observado nos 

macrófagos que interagiram com neutrófilos apoptóticos pode estar correlacionado com o 

aumento de IL-10 nos macrófagos M2b, uma vez que essa citocina é capaz de induzir a 

secreção de IL-10 em macrófagos (BERGER et al., 1997), e parece que essa alça regulatória 

TNF-α/IL-10 tem bastante relevância no que diz respeito à ação da IL-10 na proteção contra o 

choque séptico e nas doenças inflamatórias do intestino (GÉRARD et al., 1993; KÜHN et al., 

1993). Outro aspecto interessante é que, embora pouca, a secreção de IL-12p40 por 

macrófagos M2b também poderia contribuir no processo de regulação das respostas imunes 

inflamatórias, já que evidências mostram que essa subunidade de IL-12 é capaz de formar 

homodímeros (IL-12p80) que antagonizam o efeito clássico da IL-12, diminuindo as respostas 

do tipo Th1 e aumentando a suscetibilidade de DCs à patógenos intracelulares (NIGG et al., 

2007). Curiosamente, a elevada produção de nitritos pelos macrófagos M2b não garante seu 

efeito microbicida contra patógenos intracelulares, como mostrado neste trabalho e por outros 

autores (KANE & MOSSER, 2001; EDWARDS et al., 2006). 

Os macrófagos M2b parecem estar mais relacionados aos macrófagos M1 do que aos 

demais macrófagos M2, uma vez que possuem níveis aumentados de NO e de moléculas co-

estimulatórias, secretam elevadas concentrações de TNF-α, além de serem eficientes APCs 

(EDWARDS et al., 2006). Os macrófagos M1 podem ser gerados em resposta a estimulação 

concomitante com as citocinas IFN-γ e ligantes de TLRs como LPS (ADAMS, 1989). Em 

nosso modelo, verificamos que os BMDMs pré-tratados com rmIFN-γ e cultivados com 

baixas doses de LPS desenvolveram tolerância a endotoxina, verificada após desafio com 
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elevada dose de LPS. Esse fenômeno também foi observado por SEVERN e colaboradores 

(1993), onde a tolerância ao LPS foi revelada pela redução da produção de NO, com a 

consequente redução da atividade leishmanicida pelos macrófagos. A tolerância à endotoxina 

pode ser resultado da expressão e/ou função diminuída das vias de sinalização comuns e 

intermediárias envolvidas na sinalização por LPS e IL-1 (MEDVEDEV et al., 2000), onde a 

proteína adaptadora IRAK-M, um regulador negativo da sinalização de TLRs expresso 

somente em monócitos/macrófagos, parece desempenhar importante papel (KOBAYASHI et 

al., 2002; ESCOLL et al., 2003; LIEW et al., 2005). 

Estudos prévios indicam que a IL-4 é capaz de sinergizar com o IFN-γ para induzir a 

atividade leishmanicida e produção de IL-12 e TNF-α em macrófagos (BELOSEVIC et al., 

1988; BOGDAN et al., 1991; STENGER et al., 1991; D'ANDREA et al., 1995). Nossos 

resultados confirmaram que BMDMs pré-tratados com rmIFN-γ e cultivados com rmIL-4 

exibem um perfil semelhante aos macrófagos M1 após desafio com LPS, uma vez que 

secretam elevadas concentrações de IL-12p70, TNF-α e NO, mas baixas quantidades de IL-

10. 

Alguns trabalhos têm mostrado que o contato entre macrófagos e células apoptóticas é 

necessário para induzir respostas imunossupressoras, que incluem a produção de IL-10 por 

monócitos/macrófagos (CHUNG et al., 2007; BYRNE & REEN, 2002). No entanto, nossos 

dados sugerem que a diferenciação M2b depende tanto de contato celular, como de fatores 

solúveis liberados por neutrófilos apoptóticos. Nós observamos que produção de IL-10 não 

foi suprimida quando as células foram separadas por uma membrana impermeável às células, 

mas a produção de nitritos e TGF-β foi drasticamente diminuída nestas condições.  Como 

discutido anteriormente, a colaboração entre os fatores solúveis liberados pelas células 

apoptóticas e os mediados pelo contato celular (receptores e ligantes de superfície) é essencial 



 

89 

 

para que seja formado um ambiente imunossupressor decorrente da remoção fagocítica de 

células apoptóticas (CHEN et al., 2001; CVETANOVIC & UCKER, 2004; WEIGERT et al., 

2007; DELORENZO et al., 2009; WEIGERT et al., 2009; WEIS et al., 2009). 

No presente estudo, verificamos que a eferocitose pró-inflamatória é capaz de 

aumentar a expressão dos marcadores LIGHT/TNFSF14 e SPHK1 nos BMDMs-B6 

desafiados com LPS, da mesma forma que nos macrófagos M2b descritos anteriormente 

(EDWARDS et al., 2006; MOSSER & EDWARDS, 2008). Embora a relação entre a 

expressão preferencial destas moléculas e a aquisição do fenótipo M2b ainda não esteja clara, 

o LIGHT está envolvido na co-estimulação de células T através de seu reconhecimento pela 

molécula HVEM (TR3) (TAMADA et al., 2000), que é expressa na maioria das populações 

de linfócitos (KWON et al., 1997). Sendo assim, o LIGHT expresso ou secretado por células 

M2b, assume o papel de uma molécula co-estimulatória adicional, contribuindo para ativação 

e proliferação de células T (EDWARDS et al., 2006). Por outro lado, a SPHK1 é uma enzima 

capaz de regular negativamente as respostas inflamatórias Th1 por inibir a produção de 

citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, além de manter a viabilidade e migração celular, 

prolongar a liberação de citocinas em macrófagos ativados por LPS, e exercer um importante 

papel na inibição da apoptose, mobilização de cálcio e ativação de ERK1/2 (WU et al., 2004; 

HAMMAD et al., 2006; WEIGERT et al., 2009). Entretanto, a relevância funcional da 

expressão de LIGHT e SPHK1 nos macrófagos M2b ainda precisa ser determinada. 

 Outro resultado observado neste trabalho foi a elevada produção de TNF-α e IL-10 na 

interação inicial dos neutrófilos apoptóticos com macrófagos pré-tratados com IFN-γ, o que 

nos levou a investigar a relevância destas citocinas no processo de indução do fenótipo M2b. 

No entanto, nós observamos, por meio de experimentos de neutralização, que a IL-10 e o 
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TNF-α exercem apenas funções modulatórias discretas e opostas na indução do fenótipo M2b. 

Nossos resultados contrastam com o estudo de BERGER e colaboradores (1997), onde a 

neutralização dessas citocinas foi capaz de realmente reverter o efeito provocado pelo 

engajamento dos FcγR no que diz respeito à indução do fenótipo M2b. 

Resultados anteriores publicados por nosso grupo mostraram que neutrófilos 

apoptóticos de B6, mas não de BALB/c induzem atividade leishmanicida em macrófagos de 

B6 (RIBEIRO-GOMES et al., 2004). Este efeito pró-inflamatório era correlato com 

aumentada liberação e atividade de NE, e dependia da ativação de TLR4 (RIBEIRO-GOMES 

et al., 2007). Notavelmente, as proteínas liberadas dos grânulos de neutrófilos ativados são 

capazes de regular as funções dos macrófagos (SOEHNLEIN, 2009), onde mais 

especificamente, a NE ativa TLR4 (DEVANEY et al., 2003). Tanto NE quanto TLR4 estão 

envolvidos na indução da atividade leishmanicida nos macrófagos (RIBEIRO-GOMES et al., 

2007).  

Nossos resultados indicam que a indução do fenótipo M2b também necessita da 

atividade NE e de TLR4. Nós verificamos que a inibição de NE reduziu a capacidade de 

secretar IL-10 e nitritos e que a neutralização da sinalização de TLR4 inibiu a secreção de IL-

10 pelos macrófagos. Curiosamente, a neutralização de TLR4 não teve qualquer efeito sobre a 

capacidade de produzir nitritos nos macrófagos. Esses resultados sugerem que a NE induz a 

diferenciação de macrófagos tanto por vias dependentes, como independentes de TLR4. No 

modelo original de diferenciação M2b, os autores descreveram que as células M2b são 

induzidas após o reconhecimento concomitante de complexos imunes por FcγR em conjunto 

com a estimulação de TLRs por LPS (MOSSER & EDWARDS, 2008). Observamos que a 

adição de NE purificada falhou em induzir o fenótipo M2b (dados não mostrados). Este 
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resultado não surpreendeu, uma vez que a indução do fenótipo M2b requer dois sinais 

distintos, onde um dos sinais é fornecido pela sinalização de TLRs (MOSSER & EDWARDS, 

2008). O segundo sinal não foi identificado no presente estudo, mas parece ser fornecido 

pelos neutrófilos apoptóticos.  

Os macrófagos interagem com as células apoptóticas através de múltiplos receptores 

que medeiam a sinalização intracelular (RAVICHANDRAN & LORENZ, 2007). É notável 

que interações com células apoptóticas reduzam a secreção de IL-12 e aumentem a de IL-10 

por monócitos (VOLL et al., 1997; MIKOLAJCZYK et al., 2009). Esta é uma resposta 

similar às elicitadas pelo engajamento de FcγR ou receptores iC3b nos 

monócitos/macrófagos, e que permitem a diferenciação para o fenótipo M2b 

(SUTTERWALA et al., 1998; YOSHIDA et al., 1998).  

As bases da sinalização intracelular responsável pelo disparo do fenótipo M2b não 

estão esclarecidas. A regulação negativa da produção de IL-12 poderia ser explicada pelo 

aumento do nível de cálcio intracelular estimulado pela sinalização da célula apoptótica nos 

macrófagos, à semelhança do encontrado nos macrófagos M2b induzidos pela estimulação de 

FcγR, receptores de complemento ou receptores scavengers (SUTTERWALA et al., 1997). O 

engajamento de FcγR por complexos imunes dispara vias de sinalização que em última 

análise, culminam na ativação de fosfolipase C, que por sua vez é capaz de intermediar o 

aumento dos níveis de cálcio intracelular (ODIN et al., 1991; LIAO et al., 1992). Já foi 

descrito que o reconhecimento de células apoptóticas induz um substancial influxo de cálcio 

nos fagócitos e os genes necessários para este influxo são essenciais para a eferocitose 

(GRONSKI et al., 2009). Adicionalmente, foi demonstrado que o citoplasma de neutrófilos 

apoptóticos é rico em uma proteína quelante de cálcio, denominada S100A9. Essa proteína é 
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liberada e parece contribuir para os efeitos anti-inflamatórios observados nos macrófagos após 

eferocitose de neutrófilos (DE LORENZO et al., 2009). 

Uma outra explicação para a regulação negativa de IL-12 após eferocitose de 

neutrófilos seria a inibição de NF-κB em resposta ao LPS, levando a profunda inibição das 

citocinas pró-inflamatórias (AMARILYO et al., 2009). Nesse sentido, evidências apontam 

que a esfingosina-1-fosfato, produto da degradação enzimática de SPHK1, cuja expressão é 

característica em células M2b, bloqueia a estimulação da ativação de NF-κB dependente de 

LPS em macrófagos (WEIGERT et al., 2007; HUGHES et al., 2008). Também foi relatado 

que essa proteína diminui a produção de IL-12 e aumenta a de IL-10 em macrófagos, além de 

estar envolvida na ativação de ERK1/2 e na sinalização de cálcio em macrófagos humanos 

(WEIGERT et al., 2006; WEIGERT et al., 2007; WEIS et al., 2009). 

Ao mesmo tempo, o aumento da produção e secreção de IL-10 nos macrófagos que 

interagiram com os neutrófilos apoptóticos pode ser explicado pela rápida e elevada ativação 

de MAPKs, ERK e p38, já que o engajamento de FcγR por imunocomplexos em macrófagos é 

capaz de induzir a ativação dessas enzimas, com a consequente fosforilação da histona H3 do 

promotor de IL-10, permitindo a ligação do fator de transcrição Sp1 ao promotor do gene que 

codifica a IL-10 (LUCAS et al., 2005; ZHANG et al., 2006; CHUNG et al., 2007; YANG et 

al., 2007). Corroborando esta hipótese, já foi demonstrado que a fosforilação de MAPKs, 

ERK e p38 parece ser essencial para a fagocitose de células apoptóticas por macrófagos 

(PATEL et al., 2006; JEHLE et al., 2006).  

As células apoptóticas podem ser opsonizadas por iC3b (TAKIZAMA et al., 1996),  

IgG (HART et al., 2004), proteína C reativa e componente amilóide P do soro (MOLD et al., 

2002) e desta forma sua fagocitose pode ser mediada pelos mesmos receptores (CR3/CR4 e 
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FcγR, respectivamente) que geram a sinalização necessária para a indução do fenótipo M2b 

(YOSHIDA et al., 1998; GERBER & MOSSER, 2001; ANDERSON & MOSSER, 2002a; 

ANDERSON & MOSSER, 2002b; SOHN et al., 2003). No entanto, nesse estudo não foi 

determinado o(s) receptor(es) utilizado(s) pelos macrófagos na ligação com os neutrófilos 

apoptóticos. Em nosso modelo, fizemos todo o possível para eliminar a opsonização dos 

neutrófilos. A indução de apoptose foi feita incubando os neutrófilos em meio sem SFB, por 

18 horas em estufa, e desta forma possíveis fragmentos de complemento e anticorpos 

adsorvidos, o que seria pouco provável, uma vez que os neutrófilos eram derivados de 

animais normais, seriam liberados no meio. Adicionalmente, a interação dos neutrófilos 

apoptóticos com os macrófagos era feita, muitas vezes, na ausência de soro e na presença de 

nutridoma. No entanto, não se pode afastar a produção endógena de proteínas do 

complemento pelos macrófagos. Apesar de ainda restarem questões a serem investigadas a 

respeito do reconhecimento dos neutrófilos apoptóticos pelos macrófagos, nossos resultados 

nos permitem sugerir que os neutrófilos apoptóticos poderiam potencialmente iniciar a 

sinalização intracelular necessária para a diferenciação M2b. 

A indução do fenótipo M2b em macrófagos pode ter importantes implicações nas 

respostas imunes adaptativas. Dados publicados na literatura mostram que as células M2b 

diferenciadas pela ligação de FcγR em conjunto com um estímulo inflamatório, apresentam 

elevada capacidade co-estimulatória e podem favorecer respostas Th2, até mesmo in vivo. 

(ANDERSON & MOSSER, 2002a, 2002b; EDWARDS et al., 2006). Nós também 

verificamos que a interação entre neutrófilos apoptóticos e BMDMs era capaz de gerar um 

macrófago capaz de induzir uma diferenciação de linfócitos TCD4+ esplênicos alogênicos 

para um viés Th2, favorecendo a produção de IL-4 e IL-10. O favorecimento de respostas Th2 

poderia em parte, ser explicado pelo fato da eferocitose em conjunto com a estimulação de 
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TLR4, ter modificado o fenótipo da APC, induzindo a produção de IL-10 ao invés de IL-12, o 

que favorece a diferenciação de células Th2 (ANDERSON & MOSSER, 2002a, 2002b; 

EDWARDS et al., 2006; WEBER et al., 2007). O desenvolvimento de células Th2 pode 

influenciar negativamente as respostas imunes contra microrganismos intracelulares (MILES 

et al., 2005). 

As células M2b estão envolvidas na suscetibilidade a vários patógenos intracelulares 

(TRIPP et al., 1995; KANE & MOSSER, 2001; BRANDHORST et al., 2004). A fagocitose 

de formas amastigotas de Leishmania recobertas com IgG do hospedeiro induz um aumento 

da secreção de IL-10 e a diminuição da secreção de IL-12 e TNF-α em macrófagos , o que 

inibe sua ativação, aumenta a replicação intracelular de Leishmania, contribuindo para a 

progressão da doença (GERBER & MOSSER, 2001; KANE & MOSSER, 2001). Em outro 

modelo, a infecção de macrófagos com formas amastigostas de L. amazonensis é capaz de 

induzir a ativação de MAPK e ERK1/2, o que resulta no aumento da secreção de IL-10. A 

secreção máxima de IL-10 foi alcançada quando as amastigotas estavam opsonizadas com 

IgG, uma vez que o engajamento de FcγR é capaz de induzir a ativação de ERK (YANG et 

al., 2007). Por este motivo, comparamos o efeito microbicida da eferocitose antes e depois da 

indução do fenótipo M2b. Da mesma forma que em estudos feitos com outras populações de 

macrófagos, a eferocitose de neutrófilos (RIBEIRO-GOMES et al., 2004), o LPS e a rmIL-4 

(BODGAN et al., 1991) induziram atividade leishmanicida em macrófagos pré-estimulados 

com rmIFN-γ. No entanto, nossos dados demonstraram que os macrófagos com fenótipo M2b 

já diferenciados por eferocitose, perderam sua atividade leishmanicida. Esses resultados 

indicam que macrófagos M2b são permissivos ao crescimento intracelular de L. major, o que 

é correlato com o papel deletério dos macrófagos M2b/regulatórios (KANE & MOSSER, 

2001) e da IL-10 (KANE & MOSSER, 2001; GROUX et al., 1999) na infecção por L. major. 
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Adicionalmente, a IL-10 parácrina produzida por células mielóides é importante para manter a 

expressão de Foxp3 e a função supressiva de células T regulatórias (MURAI et al., 2009), o 

que sugere um outro importante papel da IL-10, na manutenção da persistência do parasita 

durante a infecção por Leishmania. 

Nossos resultados indicam que a eferocitose anti-inflamatória não afeta o fenótipo 

subsequente do macrófago. Por outro lado, a diferenciação para o fenótipo M2b deve ser um 

destino comum de macrófagos ativados, e um mecanismo seguro de parar a inflamação 

iniciada pela eferocitose inflamatória. Nesse contexto, o destino da Leishmania intracelular 

nos macrófagos hospedeiros poderia depender do tempo decorrido entre a infecção e 

fagocitose de neutrófilos senescentes. Apesar de os macrófagos regulatórios ajudarem a 

resolver a inflamação, eles também poderiam funcionar como nichos permissivos para a 

persistência parasitária. 
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ConclusõesConclusõesConclusõesConclusões    

Nossos resultados nos permitem concluir que eferocitose de neutrófilos pode determinar o 

fenótipo e função de células dendríticas e macrófagos derivados de medula óssea, onde: 

1. A eferocitose de neutrófilos por iDCs altera sua resposta de maturação frente ao 

estímulo com LPS, inibindo a secreção de IL-12 e a expressão das moléculas MHC-II 

e CD86, enquanto que exacerba a secreção de IL-10;  

2. a regulação da maturação de iDCs pela eferocitose independe da linhagem genética 

dos neutrófilos e é mediada tanto por fatores solúveis como por contato celular; 

3. a eferocitose de neutrófilos de B6, mas não de BALB/c, induz um fenótipo M2b 

estável em macrófagos, caracterizado por elevada produção de IL-10, TNF-α e 

nitritos,  e por uma baixa produção de IL-12, frente ao estímulo com LPS; 

4. os macrófagos M2b, induzidos pela eferocitose de neutrófilos, aumentam a expressão 

das proteínas LIGHT/TNFSF14 e SHPK1 e favorecem respostas do tipo Th2; 

5. a indução do fenótipo M2b é parcialmente dependente de contato entre macrófagos e 

neutrófilos apoptóticos e parcialmente dependente de fatores solúveis; 

6. a indução do fenótipo M2b necessita da atividade NE e da via TLR4 de sinalização 

celular; 

7. os macrófagos M2b, diferenciados pela eferocitose de neutrófilos, são permissivos à 

replicação intracelular de L. major. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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