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Abstract 

The scavenger receptors (SR) are the major receptors involved in the Streptococcus 

pneumonia phagocytosis by alveolar macrophages (AMs) that act as the first line of defense 

in the lung. The increase of susceptibility to bacterial infections has been demonstrated in 

chronic inflammatory pulmonary disease in which there is an intense accumulation of 

apoptotic cells (ACs). Our hypothesis is that the uptake of ACs by macrophages could 

suppress immune responses by releasing anti-inflammatory mediators, such as TGF-β and 

PGE2. However, the way in which PGE2 suppress the effector mechanisms against 

Streptococcus pneumonia by SR in alveolar macrophages is unclear. We found that the pre-

incubation with AC inhibited the ingestion and killing of S. pneumonia by AMs. The 

inhibition of S. pneumonia phagocytosis by efferocytosis was partially reverted when 

endogenous PGE2 production was repressed with a COX inhibitor, EP2 antagonist and 

likewise with an adenylate cyclase inhibitor. However, this suppressive effect was PKA 

independent. Moreover, we demonstrated that the inhibition of S. pneumonia phagocytosis by 

efferocytosis was more pronounced in scavenger receptors class B (SR-B). Thus, we suggest 

that the presence of ACs in the lungs of patients with COPD could trigger the synthesis of 

PGE2 and promote the suppression of effector functions of AMs against bacterial infections, 

such as S. pneumoniae. Therefore, treatment with COX inhibitors, concomitant-microbial 

therapy, could lead to an improvement in the immunosuppression triggered by the action of 

PGE2 in the lung microenvironment and thus restoration of effector functions of AMs. 
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Resumo 

Os receptores scavenger (SR) são os principais receptores de reconhecimento padrão 

(PRR) envolvidos na fagocitose de Streptococcus pneumoniae por macrófagos alveolares 

(AMs), células estas consideradas a primeira linha de defesa no pulmão. Sabe-se que 

indivíduos acometidos por doenças pulmonares obstrutivas crônicas (DPOC) são susceptíveis 

a infecções bacterianas recorrentes e apresentam um intenso acúmulo de células apoptóticas 

(ACs) no parênquima pulmonar. A hipótese deste estudo fundamenta-se em que o acúmulo de 

ACs e a fagocitose destas por AMs poderia suprimir as funções efetores destas células, 

através da liberação de mediadores anti-inflamatórios, tais como TGF-β e PGE2. No entanto, 

nada se sabe quanto aos mecanismos pelos quais PGE2 poderia suprimir esses mecanismos 

efetores de macrófagos alveolares contra S. pneumoniae, via SR. Nossos resultados 

demonstram que a presença de ACs promove a inibição da fagocitose e a atividade 

microbicida de AMs contra S. pneumoniae. A inibição da fagocitose de S. pneumoniae 

mediada pela eferocitose foi revertida pela inibição da síntese de PGE2 endógena, assim como 

pelo tratamento com antagonistas deEP2 e pela inibição da enzimaadenililciclase. No entanto, 

estes efeitos supressores de PGE2 decorrentes da eferocitose por AMs foram independentes da 

ação de PKA. Desta forma, podemos sugerir que a presença de ACs no pulmão de indivíduos 

com DPOC poderia desencadear a síntese exacerbada de PGE2 e contribuir na supressão das 

funções efetoras de AMs contra infecções bacterianas, como S. pneumoniae. Portanto, o 

tratamento com inibidores da COX, concomitante à terapia antimicrobiana, poderia levar a 

uma melhora no quadro de imunossupressão desencadeado pela ação de PGE2 no 

microambiente pulmonar e, portanto, restauração das funções efetoras de AMs. 
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1. Introdução 

Receptores e ligantes associados a eferocitose 

A apoptose, ou morte celular programada, é essencial para o controle do crescimento, 

diferenciação e manutenção da homeostase do tecido (Wyllie et al., 1980; Schmidt e Tuder, 

2010). A eliminação de células e corpos apoptóticos por fagócitos, denominado eferocitose, 

representa um mecanismo pelo qual se previne a exposição de componentes intracelulares 

visando manter a homeostase e solucionar respostas inflamatórias nos tecidos (Inoue et al., 

2012; Schmidt e Tuder, 2010; Donnelly e Barnes, 2012). 

O processo de remoção de células apoptóticas por fagócitos envolve múltiplos 

receptores, adaptadores e moléculas quimiotáticas (Fadeel 2003; Grimsley and Ravichandran 

2003) (Figura 1). Dentre as mudanças na superfície das células apoptóticas que facilitam a 

interação e o reconhecimento destas por fagócitos, a melhor caracterizada é a perda da 

assimetria de fosfolipídios de membrana. Essa assimetria resulta na inversão da 

fosfatidilserina (PS - phosphatidylserine) do interior para o exterior da bicamada lipídica, um 

evento que ocorre logo no início do processo apoptótico e parece ser crucial para a eferocitose 

por fagócitos (Fadok et al., 1998b; Fadok et al., 1992; Schlegel e Williamson, 2001;Gardai et 

al., 2006). Várias moléculas solúveis podem facilitar a interação com receptores expressos na 

superfície de fagócitos com a PS exposta em células apoptóticas. Dentre estas tem-se descrito 

proteína S – proteína plasmática dependente de vitamina K (Anderson, Maylock et al. 2003), 

trombospondina (Savill, Hogg et al. 1992). 

 A exposição de PS na porção externa da membrana celular é o principal sinal que 

permite o reconhecimento da célula apoptótica por vários receptores presentes na superfície 

de fagócitos dente eles receptor que reconhecem diretamente ou indiretamente PS (Hoffmann, 

deCathelineau et al. 2001).  
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Dentre os receptores presentes na superfície de fagócitos que estão envolvidos no 

reconhecimento direto de PS em células apoptóticas tem-se descrito TIM-4 (T-cell 

immunoglobulin domain and mucin domain-4) (Miyanishi, Tada et al. 2007) e as moléculas 

BAI1(Brain-specific angiogenesis inhibitor 1)(Park, Tosello-Trampont et al. 2007) e stabilin-

2(Park, Jung et al. 2008) todos expressos em macrófagos e células dendríticas. Por outro lado, 

dentre os receptores que interagem indiretamente com PS foram descritos, receptor scavenger 

(CD36) através da interação de PS associados à proteína oxLDL (oxidized low-density 

lipoprotein) (Platt, Suzuki et al. 1996; Todt, Hu et al. 2008), receptor de vitronectina (Vαβ3) 

utilizando trombospondina como proteína ligante (Savill, Dransfield et al. 1990), CD14 

(Devitt, Moffatt et al. 1998) e os receptores de proteínas do sistema complemento – CR3 e 

CR4(Mevorach, Mascarenhas et al. 1998). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fagocitose de células apoptóticas. Receptores de superfície em fagócitos, ligantes 

solúveis e modificações moleculares expressos na membrana celular de células apoptóticas. 
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O Impacto de Células Apoptóticas na Resposta Imune 

A eferocitose resulta na supressão da resposta imune através da liberação de 

mediadores anti-inflamatórios como IL-10, TGF-β, prostaglandina E2 (PGE2), assim como 

inibição da síntese de mediadores pró-inflamatórias como TNF-α,  IL-12, IL-1β, IL-18 e 

LTC4 (Fadok, Bratton et al. 1998; Kim, Chung et al. 2005; Medeiros, Serezani et al. 2009). 

Sabe-se que a interação de macrófagos com células apoptóticas via receptor de vitronectina 

(Vαβ3) e receptor scavenger(Freire-de-Lima, Nascimento et al. 2000) e ou receptores que 

interagem com PS (Henson, Bratton et al. 2001; Freire-de-Lima, Xiao et al. 2006) induz a 

síntese de PGE2 e TGF-β, sendo estes mediadores sabidamente conhecidos como supressores 

da resposta imune. As células apoptóticas podem também desempenhar um efeito pró-

inflamatório após a interação com receptores toll-like (TLR) favorecendo o aparecimento de 

doenças autoimunes, como por exemplo, o Lúpus Eritematoso Sistêmico (SLE)(Barber 2011). 

No entanto, existem relatos na literatura que sugerem a regulação da inflamação e 

autoimunidade pelo clearance de células apoptóticas mediado por TLR-2. (de Freitas, 

Banerjee et al. 2012) 

O impacto da imunossupressão induzida pela fagocitose de células apoptóticas tem 

sido demonstrado em diferentes modelos de infecção e processos inflamatórios. No modelo de 

infecção por Trypanossoma cruzi (Lopes, da Veiga et al. 1995) foi demonstrado previamente 

que há uma intensa apoptose de linfócitos durante o curso da infecção. Este mesmo grupo de 

pesquisa demonstrou que a interação de linfócitos T apoptóticos com macrófagos infectados 

promove a proliferação descontrolada do parasito de maneira dependente de PGE2, TGF-β e 

poliaminas. Uma única injeção de células apoptóticas em camundongos previamente 

infectados com T. cruzi foi capaz de aumentar a parasitemia nestes animais. Além disso, o 

tratamento destes com inibidores de PGs como, indometacina, aspirina e NS398, aboliram a 
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parasitemia nestes animais (Freire-de-Lima, Nascimento et al. 2000). O efeito anti-

inflamatório da eferocitose foi também comprovado in vivo, utilizando um modelo de 

inflamação pulmonar  induzida por endotoxina, através da instilação de células apoptóticas 

(Vandivier et al., 2006).  

Sabe-se que durante a fase aguda das infecções há um grande acúmulo de células 

apotóticas no tecido afetado [revisado em (Chung, Kim et al. 2006)]. PGE2, por sua vez, é um 

importante mediador envolvido na imunossupressão e no aumento da suscetibilidade a 

infecções (Freire-de-Lima, Nascimento et al. 2000; Aronoff, Canetti et al. 2004; Aronoff, 

Canetti et al. 2005; Serezani 2007). Desta forma, os estudos referentes aos receptores e sinais 

moleculares desencadeados por PGE2 na supressão da resposta imune induzido por células 

apoptóticas são de grande relevância para o entendimento da participação de eicosanóides 

como moduladores da resposta imune. Recentemente, nosso grupo de pesquisa (Medeiros, 

Serezani et al. 2009) demonstrou que a pré-incubação de macrófagos alveolares (AMs) com 

células apoptóticas resulta na inibição da fagocitose mediada por receptores Fc de maneira 

tempo-dependente e proporção de células apoptóticas. Além disso, nós demonstramos in vitro 

que o efeito supressor de células apoptóticas na fagocitose e na atividade microbicida em 

AMs é mediado por cicloxigenase/PGE2/receptor EP2/cAMP. A participação de PGs foi 

confirmada através do pré-tratamento de AMs com inibidores de COX e de adenilil ciclase 

resultando na reversão da inibição da atividade fagocítica e microbicida por AMs induzida por 

células apoptóticas. Além disso, AMs obtidos de animais deficientes do receptor para EP2 

(EP2-/-) foram capazes de reverter a inibição da fagocitose de IgG-RBC induzida por células 

apoptóticas. O papel supressor de PGE2, induzido pela eferocitose por AMs, foi confirmado in 

vivo através da instilação de animais com células apoptóticas. A prévia instilação de células 

apoptóticas seguido do desafio com Streptococcus pneumoniae resultou na proliferação e 

disseminação para a corrente sanguínea da bactéria. Esse efeito supressor foi revertido em 
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animais deficientes do receptor de PGE2, EP2 (Medeiros, Serezani et al. 2009). Visto que 

estes camundongos não possuem anticorpos pré-existentes contra S. pneumoniae os resultados 

obtidos in vivo sugerem que PGE2, parece exercer um importante papel na supressão induzida 

pela fagocitose de células apoptóticas. Esse efeito supressor de PGE2 parece ser efetivo não 

apenas em alvos opsonizados por IgG, mas também na modulação da função efetora de 

fagócitos através de outros receptores, como receptor scavenger e/ou TLR-2 (Toll-like 

receptor -2), considerados de fundamental importância na interação fagócitos-bactérias Gram-

positivas. 

 

Mecanismos de Ação e Sinalização Dependente de Prostaglandinas 

Dentre os prostanóides (prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos), PGE2 é o um 

dos principais mediadores lipídicos inflamatórios envolvido na patogênese de doenças 

inflamatórias crônicas, como artrite reumatóide (McCoy, Wicks et al. 2002). Esse lipídio é 

gerado a partir da ação da enzima fosfolipase A2 (PLA2) que leva a liberação do ácido 

araquidônico (AA) que pode ser metabolizado pelas cicloxigenases (COX). Existem duas 

isoformas de COX, COX-1 que é constitutiva e COX-2 que é induzida e expressa em baixos 

níveis em células não ativadas. O aumento da expressão de COX-2 ocorre em situações de 

estresse como processos inflamatórios ou infecciosos. As principais células responsáveis pela 

síntese de PGE2 no pulmão são AECs (Alveolar Epithelial Cell) (Chauncey, Peters-Golden et 

al. 1988), macrófagos (Wilborn, DeWitt et al. 1995), e fibroblastos (Wilborn, Crofford et al. 

1995). Dentre as PGs, a PGE2, gerada a partir da ação de PGE2 sintase, é um dos principais 

mediadores lipídicos sintetizados por macrófagos e outros diferentes tipos celulares na 

presença de LPS (Brock, McNish et al. 2003). Além da atividade edematogênica das 

prostaglandinas, a PGE2 pode agir indiretamente na modulação da síntese de diferentes 
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citocinas e quimiocinas (Gualde and Harizi 2004; Sugimoto, Fukada et al. 2005). Apesar da 

vasta literatura correlacionando PGE2 como um importante mediador inflamatório nos 

processos inflamatórios agudos e crônicos, o potencial anti-inflamatórios deste prostanóide 

vem sendo descrito em diferentes modelos experimentais (Tilley, Coffman et al. 2001; 

Serezani, Kane et al. 2012). PGE2 inibe a migração de leucócitos (Armstrong 1995), geração 

de O2- (McLeish, Stelzer et al. 1987; Aronoff, Canetti et al. 2005), síntese de leucotrienos 

(Christman, Christman et al. 1993; Aronoff, Canetti et al. 2005) e de várias citocinas, entre 

elas IL-12 (Iwasaki, Noguchi et al. 2003), IFN-γ (Betz and Fox 1991) e TNF-α (Kunkel, 

Spengler et al. 1988; Aronoff, Canetti et al. 2005). Além disso, PGE2 aumenta a produção de 

citocinas anti-inflamatórias como IL-10 (Shinomiya, Naraba et al. 2001).  

Sabe-se que esse efeito antagônico de PGE2 está diretamente relacionado ao tipo de 

receptor expresso na superfície dos diferentes tipos celulares. Atualmente são conhecidas 

quatro classes de receptores EP (Prostaglandin E Receptors), os quais são acoplados à 

proteína G (Figura 2). EP1 é acoplado à Gq, que resulta no aumento de Ca2+ intracelular. EP3 

é acoplado à Gi, cuja ativação leva à diminuição de cAMP. EP2 e EP4 são acoplados à Gs, 

resultando no aumento de cAMP intracelular. Vários trabalhos têm demonstrado que o caráter 

supressor da PGE2 deve-se ao aumento da cAMP, como resultado da interação com os 

receptores EP2 e/ou EP4 (Breyer, Bagdassarian et al. 2001; Nataraj, Thomas et al. 2001; 

Aronoff, Canetti et al. 2004; Aronoff, Canetti et al. 2005). 

Os receptores EP2 e EP4 requerem diferentes concentrações de PGE2 devido a sua 

baixa ou alta afinidade respectivamente, para exercer seu efeito supressor, em AMs por 

exemplo. Por outro lado, EP1 apresenta uma menor afinidade à PGE2 quando comparado ao 

EP3 com maior afinidade, de modo que em diferentes tipos celulares favorece no 

aparecimento de doenças crônicas e autoimunes. (Kalinski 2012). Em contra partida o 

envolvimento de PGE2 na imunidade adaptativa vem sendo desvendado nos últimos anos e 
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diferente dos efeitos supressores descritos na ativação de células T “naive” (Betz 1991; 

Baratelli 2005; Kalinski 2012) recentes trabalhos demonstram uma importante função 

imunoestimuladora desse mediador lipídico no desenvolvimento de células T produtoras de 

IL-17 em vários modelos de infecção e autoimunidade. (Yao, Sakata et al. 2009; Kalinski 

2012) 

 

 

 

 

Figura 2. Vias de sinalização de receptores de prostaglandina E2 - EP1, EP2, EP3 e EP4 

Classicamente, a via de sinalização intracelular do cAMP envolve a ativação imediata 

da proteína quinase dependente de cAMP ou PKA (protein kinase A), que fosforila alvos 

subsequentes como o CREB (cAMP response element binding protein). No entanto, outros 

alvos envolvidos na sinalização do cAMP que afetam as funções celulares independentemente 

de PKA têm sido descritos. Dentre eles a proteína Epac-1 e 2 (Exchange protein directly 

activated by cAMP) (Kawasaki, Springett et al. 1998). Epac-1 é conhecida como uma 

importante GEF (guanine nucleotide-exchange factors) capaz de tornar Rap1-GDP, uma 

small GTPase da família Ras, na forma ativa Rap1-GTP. A ativação de Rap1-GTP promove a 

ativação de MEK e ERK. PKA e Epac-1 podem co-existir no interior de um mesmo tipo 

celular, e suas ações podem ser antagônicas, sinérgicas ou de importância única dependendo 

da função efetora (Aronoff, Canetti et al. 2005). Entretanto, os estudos relacionados a essas 

moléculas sinalizadoras nas funções efetoras de fagócitos ainda são incipientes. 

Recentemente, Peters-Golden e colaboradores demonstraram que os efeitos supressores da 
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PGE2 em AMs são distintamente regulados por PKA (que inibe a síntese de citocina e 

atividade microbicida) e Epac-1 que inibe a fagocitose de alvos opsonizados por IgG e 

também atividade microbicida (Aronoff, Canetti et al. 2005). No entanto, até o momento nada 

se sabe sobre o papel de PGE2 na modulação da cascata de sinalização induzida por receptores 

scavenger, especificamente os de classe A (SR-A I/ II e MARCO), descritos como os 

principais receptores envolvidos na fagocitose de bactérias Gram-positivas, como S. 

pneumoniae.  

 

Envolvimento de PGE2 no Aumento da Suscetibilidade a Infecções. 

 A produção exacerbada de PGE2 normalmente está associada ao aumento de 

suscetibilidade às infecções bacterianas, que acometem os indivíduos infectados por HIV 

(Azzam, Kedzierska et al. 2006), desnutridos (Redmond, Shou et al. 1991), ou submetidos a 

transplante de órgão (Ballinger, Aronoff et al. 2006). PGE2 inibe muitos aspectos funcionais 

de macrófagos e neutrófilos atuando diretamente nos mecanismos de defesa antimicrobiana 

no pulmão (Greenberger, Strieter et al. 1995). Esse efeito pode ser evidenciado pela 

administração de inibidores de COX em modelos experimentais de infecção por Pseudomonas 

aeruginosa. O tratamento destes animais infectados com inibidor de COX resultou numa 

drástica diminuição da carga bacteriana e aumento da sobrevivência dos animais (Campanile, 

Giampietri et al. 1993). Aronoff et al.(2004) demonstraram que PGE2, produzida por AMs, 

foi capaz de inibira fagocitose de bactérias mediada pelo receptor Fc. Esta ação 

imunossupressora é mediada pelo aumento nos níveis de cAMP através da interação de PGE2 

ao receptor EP2 e consequente ativação da Epac-1. O mesmo grupo de pesquisa demonstrou 

que tanto PGE2 endógena quanto exógena suprime a capacidade microbicida de AMs 

infectados com Klebsiella pneumoniae opsonisada com IgG. A inibição da atividade 
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microbicida por PGE2 é mediado por EP2 e EP4 através da inibição da ativação de NADPHox 

e geração de ROI (reactive oxygen intermediate) (Serezani 2007).  

A fagocitose via IgG é uma das principais vias de reconhecimento do patógeno na 

resposta contra agentes microbianos. No entanto, outros receptores como TLR, receptor de 

complemento e receptores scavenger são de fundamental importância no reconhecimento de 

microrganismos durante a resposta imune inata. A fagocitose via receptor Fc é uma das vias 

extensivamente estudada quando a sinalização intracelular, especialmente quanto ao papel 

supressor de PGE2. No entanto, poucos trabalhos descrevem o papel de PGE2 na infecção 

pulmonar por S. pneumoniae. Sabe-se que, dentre as toxinas secretadas por S. pneumoniae, a 

pneumolisina é um dos principais fatores de virulência capaz não apenas de promover a 

formação de poros na membrana celular, mas também de suprimir a resposta imune do 

hospedeiro através da indução de apoptose, induzir uma intensa reação inflamatória (Marriott, 

Mitchell et al. 2008) assim como induzir a secreção de PGE2 (Cockeran, Steel et al. 2001). 

Além disso, a infecção pulmonar por S. pneumoniae induz o aumento da expressão de COX-2 

resultando no aumento de PGE2 (Szymanski et al., 2012). No entanto, até o momento, poucos 

estudos descrevem o impacto de PGE2 na modulação da função efetora de fagócitos na 

infecção por S. pneumoniae via receptor scavenger. 

 

Receptor scavenger na infecção por S. pneumoniae 

As infecções do trato respiratório inferior lideram entre as principais causas morte de 

infecções no mundo (Murray and Lopez 1997), principalmente àquelas causadas por bactérias 

Gram-positivas, como pneumonia por S. pneumoniae (Paterson e Orihuela, 2010; Dominis-

Kramarić et al., 2011; Jeong et al., 2011). Os AMs são uma das principais células envolvidas 

nos mecanismos de defesa contra microrganismos no pulmão. Num processo infeccioso estas 
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células fagocitam os microrganismos resultando na ativação e liberação de citocinas, 

quimiocinas e mediadores lipídicos (Laskin and Laskin 2001).  

Dentre os receptores expressos na superfície de AM, tem-se descrito aqueles que 

interagem com a porção Fc da IgG (FcγR, denominado FcR), envolvido na fagocitose de 

microrganismos opsonizados, o receptor de complemento (Greenberg and Grinstein 2002), 

receptor de manose, receptores Toll-like (TLR) e o receptor scavenger (SR) também 

envolvidos na fagocitose de microrganismos não opsonizados (Platt, Haworth et al. 2002). Os 

receptores Fc (FcγR) são capazes de mediar a ingestão de microrganismos opsonizados com 

IgG, porém esta interação in vivo, não ocorre durante a resposta imune inata exceto mediante 

a presença de anticorpos pré-existentes de um prévio contato com o patógeno. Além disso, o 

CR é expresso em baixa densidade na superfície de AM, especialmente em ratos (Berger, 

Norvell et al. 1994). Neste contexto, os receptores scavenger, expressos tanto na superfície de 

células dendríticas como de macrófagos, possuem um importante papel na interação parasita-

hospedeiro na fase inicial da infecção. Mas, especificamente em AMs, os receptores 

scavenger possuem um papel crítico na ligação e captura de diferentes bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas, assim como com seus respectivos componentes de parede celular, 

LPS e ácido lipoteicóico (ALT). Dentre os receptores scavenger existentes, os SR-A I e II 

(SR-A I, SR-A II e MARCO) e SR-B I e II (SR-B I e SR-B II ou CD36 e CD 163) são os 

principais envolvidos no reconhecimento de bactérias Gram-positivas, como S. pneumoniae 

(Rennemeier, Hammerschmidt et al. 2007). 

 

Injúria Pulmonar e PGE2 

Sabe-se que a apoptose de células da parede dos alvéolos ocorre em grande escala na 

Doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) associada a um aumento na suscetibilidade a 
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infecções bacterianas no trato respiratório. Como descrito anteriormente, a interação e 

fagocitose de células apoptóticas resulta na liberação de mediadores anti-inflamatórios, como 

IL-10, TGF-β e PGE2 (Chung, Kim et al. 2006). Apesar de PGE2 ser um dos principais 

mediadores envolvidos na imunossupressão e no aumento da suscetibilidade a infecções 

(Aronoff, Canetti et al. 2004; Aronoff, Canetti et al. 2005; Serezani 2007) até o momento, 

pouco se tem descrito quanto à correlação existente entre o papel PGE2 no aumento a 

suscetibilidade a S. pneumoniae no modelo de DPOC. Assim, os modelos experimentais de 

DPOC são de grande relevância clínica para prevenção dos processos de supressão da 

resposta imune nas infecções.  

Baseado nos dados previamente obtidos, que a instilação de células apoptóticas in vivo 

induz o aumento de PGE2, carga bacteriana no pulmão e disseminação do S. pnemoniae na 

corrente sanguínea (Medeiros, Serezani et al. 2009), nossa hipótese fundamenta-se que a 

PGE2 seja um dos principais fatores que medeia o impacto das células apoptóticas na 

diminuição das funções efetoras de AMs, na fagocitose mediada pelo receptor scavenger.  

Assim, os estudos in vitro relacionados aos mecanismos de ação mediados por PGE2 em AMs 

são de grande relevância clínica para a prevenção e ou intervenção do processo de supressão 

da resposta imune. 
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1. Objetivo Geral 

O objetivo deste trabalho visa avaliar os mecanismos pelos quais PGE2, endógena e 

exógena, através de seus receptores, modulam sinais moleculares capazes de interferir em 

processos fagocíticos e microbicidas, via receptor scavenger em AMs previamente incubados 

com células apoptóticas.  

 

Objetivos específicos 

1. Determinar o efeito da eferocitose por macrófagos alveolares na atividade fagocítica e 

microbicida de S. pneumoniae;  

2. Investigar o efeito supressor de células apopóticas nos mecanismos efetores de AMs na 

infecção por S. pneumoniae via receptores scavenger, SR-A e SR-B. 

3. Avaliar a participação de PGE2/adenilil ciclase/cAMP/PKA na supressão dos mecanismos 

efetores de macrófagos alveolares pela eferocitose na infecção por S. pneumoniae; 

4. Determinar o papel de receptores de PGE2, EP2 e EP4, na supressão dos mecanismos 

efetores de macrófagos alveolares pela eferocitose na infecção por S. pneumoniae; 

  



 

 Hipótese de Estudo e Resultados Esperados

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 3. A eferocitose por AMs resulta na síntese de PGE2 que pode interagir com 

receptores EP2 e EP4 acoplados a proteínas Gs. A interação de PGE

induz a ativação de adenilil ciclase que catalisa a conversão de ATP ao AMP cíclico 

(cAMP). O cAMP promove a ativação de PKA e/ou Epac que pode modular a ativação da

cascata de sinalização de MAPK que é considerada via de

interação via receptor scavenger

específicos descritos no texto acima.
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receptores EP2 e EP4 acoplados a proteínas Gs. A interação de PGE2, a estes receptores, 

induz a ativação de adenilil ciclase que catalisa a conversão de ATP ao AMP cíclico 

(cAMP). O cAMP promove a ativação de PKA e/ou Epac que pode modular a ativação da

cascata de sinalização de MAPK que é considerada via de sinalização utilizada na 

scavenger. Numeração em verde corresponde aos objetivos 

específicos descritos no texto acima. 
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3. Material e Métodos 

Animais 

Foram utilizadas ratas Wistar, com 6 a 8 semanas de idade, obtidas do Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica – CEMIB/UNICAMP. Os animais foram 

mantidos em bolhas de pressão negativa, com temperatura, umidade, fluxo de ar e ciclo de luz 

claro/escuro controlados e livre acesso à água e ração estéreis. Todos os procedimentos foram 

realizados de acordo com a ética em experimentação animal e com prévia aprovação do 

Comitê de Ética da UNESP – Protocolos CEP/FCF/CAr  nº 03/2011 e nº 28/2011. 

 

Isolamento e cultura de AMs 

 AMs residentes foram obtidos como previamente descrito por Peters-Golden M. et al. 

(Peters-Golden, McNish et al. 1990) e Baile et al.(Bailie, Standiford et al. 1996). Brevemente, 

os AMs foram obtidos através do lavado bronco alveolar e mantidos em RPMI-1640 livre de 

soro bovino fetal (SBF) por 1 h. Posteriormente, foi adicionado RPMI-1640 completo (10% 

de SBF e 50 µg/mL de gentamicina), e as células permaneceram em cultura por 16-18 h a 

37ºC, 5% de CO2. 

 

Indução de apoptose célular 

Como fonte de células apoptóticas, a linhagem Jurkat (linhagem humana de células T) 

foi submetida ao tratamento com Camptotecina (CPT - 2µg/mL) por 5 h em RPMI 1640-

completo a 37ºC, 5% de CO2. A porcentagem de células apoptóticas precoces (Anexina+/PI-) 

e tardias (Anexina+/PI+) foi determinada por citometria de fluxo após marcação das células 

com anexina V/PI, conforme descrito previamente (Medeiros, Bonato et al. 2002). 
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Padronização da curva de crescimento deS. pneumoniae 

Para determinação da curva de crescimento, a bactéria S. pneumoniae (Cepa ATCC 

49619) foi cultivada em meio TSB a 37º C por um período de 5h. Nesse período, duas 

alíquotas foram adquiridas a cada 1 h, sendo uma delas utilizada para leitura de D.O. (λ=600 

nm) no espectrofotômetro e a outra para cultivo em ágar sangue para determinação do número 

de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) após 24 h. A curva de crescimento foi 

determinada correlacionando-se o número de UFC com a D.O. obtida nos respectivos tempos 

de incubação  (Figura 4).  
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Figura 4. Padronização da curva de crescimento de S. pneumoniae (ATCC 49619). A 

curva de crescimento bacteriano foi determinada através da contagem de UFC e sua 

absorvância equivalente D.O.(λ=600nm). O resultado apresentado equivale a um experimento 

representativo de cinco experimentos independentes. 
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Ensaio de fagocitose mediada por receptor scavenger 

Para o ensaio de fagocitose, S. pneumoniae foram conjugadas com FITC como 

previamente descrito (Arredouani, Yang et al. 2004). Brevemente, a suspensão de S. 

pneumoniae na D.O. de ~ 0.4 (~109 UFC/mL - determinado pela curva de crescimento 

bacteriano como descrito previamente) foi lavada 2 vezes e ressuspensas em tampão 

carbonato/FITC protegido da luz e então incubadas por 1h a 37º C. Após esse período a 

suspensão de S. pneumoniae + TSB foi lavada três vezes para remoção do excesso de FITC e 

ressuspensa em RPMI-1640 (livre de soro e gentamicina) contento 0,5% de para-formaldeído. 

A fagocitose de S. pneumoniae, marcada com FITC (S. pneumoniae+FITC), foi avaliada 

conforme previamente descrito (Aronoff, Canetti et al. 2004). Assim, AMs foram incubados 

em placas pretas com fundo translúcido de 96 poços (BD – 353219) por um período de 16 h 

em RPMI-1640 10% de SBF, 50 µg/mL de gentamicina a 37º C, 5% de CO2. Após esse 

período, o meio de cultura foi retirado e substituído por RPMI-1640 livre de soro. Inibidores e 

bloqueadores de receptores scavenger foram adicionados 30 min antes da adição de células 

apoptóticas e/ou da incubação com a bactéria. Células apoptóticas foram adicionadas a cultura 

numa proporção de 3:1(AC:AMs) durante 1h como descrito previamente por (Medeiros, 

Serezani et al. 2009), seguido da incubação de S. pneumoniae+FITC (1:50, 1:100 e 1:150) por 

um período de 3 h. Ao final desta incubação foi adicionado à cultura o mesmo volume de 

Azul de Trypan (250 µg/mL) por 10 min para inibir a fluorescência das bactérias que possam 

estar ligadas à membrana do AM. Por fim, a intensidade de fluorescência foi determinada por 

fluorímetro 485ex/535em (BioTek - Synergy H1) e os resultados foram expressos em 

porcentagem de fagocitose em relação ao controle contendo AM + S. pneumoniae (% do 

controle). 



30 
 

 Para avaliar se a intensidade máxima de fluorescência e a eficiência do azul de trypan 

no “quench” das bactérias ligadas à membrana, as diferentes quantidades de S. 

pneumoniae+FITC utilizadas nos ensaios fagocitose (1:50, 1:100 e 1:150) foram avaliadas 

separadamente. Como demonstrado na Figura 5 à intensidade de fluorescência, expressa em 

Unidade Arbitrária de Fluorencência (UAF), foi proporcional à quantidade de S. 

pneumoniae+FITC adicionada aos poços. No entanto, a adição de azul de trypan aos respectivos 

poços inibiu  ~96% da intensidade de fluorescência emitida por S. pneumoniae+FITC. 
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Figura 5. Efeito do Azul de Trypan no “quench” de S. pneumoniae
+FITC em ensaio de 

microplaca. Diferentes quantidades de S. pneumoniae+FITC (1:50, 1:100 e 1:150) foram 

adicionadas aos poços na presença ou não de Azul de Trypan. A intensidade de fluorescência 

foi determinada utilizando um fluorímetro (BioTek - Synergy H1), comprimento de onda de 

485nm excitação/535nm emissão e os resultados são expressos como Unidade Arbitrária de 

Fluorencência (UAF). 
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Avaliação da atividade microbicida através a recuperação de unidades formadoras de 

colônia (UFC) 

 A recuperação de UFC de S. pneumoniae foi realizada a partir da lise dos macrófagos 

utilizando 200 µL de TSB + 0,5 % saponina gelada. Foi feito uma diluição seriada na base 

dez com a suspensão contendo o lisado celular para recuperação de UFC de S. pneumoniae 

em ágar sangue. As placas de ágar sangue foram incubadas em estufa de CO2 à 37ºC por 24 h 

e realizada a contagem de UFC. Os resultados foram expressos em número de UFC/mL.  

 

Análise estatística 

Os resultados foram analisados utilizando o programa estatístico Prism 5.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA) e estão apresentados como média ± SEM. Para comparações entre 

dois grupos experimentais foram utilizadas o teste de Student’st e para comparações entre três 

ou mais grupos experimentais foi aplicado ANOVA seguido do teste de comparação múltipla 

Bonferroni. Foram consideradas diferenças estatisticamente significativas se p ≤ 0,05. Todos 

os experimentos serão realizados ao menos três vezes em diferentes períodos. 
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Delineamento Experimental 
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4. Resultados 

Validação da conjugação do S. pneumoniae com FITC 

Para os ensaios de fagocitose de S. pneumoniae por macrófagos alveolares utilizamos 

em nossos experimentos S. pneumoniae conjugados com FITC (S. pneumoniae+FITC). Para 

validarmos a conjugação do fluorocromo à bactéria, a suspensão de S. pneumoniae+FITC foi 

avaliada tanto por microscopia de fluorescência (Figura 6A) quanto por citometria de fluxo 

(Figura 6B). Nossos resultados mostram que em ambas as metodologias empregadas, ~100% 

das bactérias apresentaram marcação positiva para FITC. Além disso, a adição do azul de 

trypan após 15 min foi capaz de impedir a emissão da fluorescência em aproximadamente 

80%. Além disso, para confirmar o tempo confiável de utilização de bactérias conjugadas para 

os ensaios de fagocitose foi realizada uma cinética de tempo destas bactérias marcadas. Os 

resultados obtidos demonstram que após uma semana da conjugação com o FITC a mediana 

da intensidade de fluorescência de bactérias conjugadas decaiu em aproximadamente 20% 

(dados não mostrados). Portanto, para os ensaios de fagocitose, S. pneumoniae+FITC foi 

utilizado por aproximadamente cinco dias após a conjugação para que houvesse o mínimo de 

interferência quanto à perda da fluorescência destas bactérias.  
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Figura 6. Conjugação de S. pneumoniae com FITC. S. pneumoniae foram conjugadas com 

o fluorocromo (FITC) e após 24 h as amostras avaliadas quanto à porcentagem de bactérias 

positivas através de A) microscopia de fluorescência; B) porcentagem de bactérias positivas 

para FITC na ausência de azul de trypan; C) porcentagem de bactérias positivas para FITC 

após 15 min. de incubação com Azul de trypan. Microscopia de fluorescência aumento de 

1000x. Para os ensaios de citometria de fluxo foram adquiridos 30.000 eventos. 
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Efeito da eferocitose por AMs na fagocitose de S. pneumoniae 

Resultados obtidos previamente por nosso grupo de pesquisa demonstraram que a 

incubação de células apoptóticas inibe a fagocitose mediada pelo receptor Fc de maneira 

proporção e tempo-dependente. No entanto, a proporção 3:1ou 5:1 (AC:AMs) durante um 

período de incubação maior ou igual a 30 min mostrou-se igualmente eficiente quanto a 

capacidade de suprimir a fagocitose via receptores Fc por AMs (Medeiros, Serezani et al. 

2009). Além disso, nós e outros grupos demonstramos previamente que a proporção de 3:1 é 

capaz de induzir a produção de altos níveis de PGE2 (Medeiros, Serezani et al. 2009 e Fadok 

et al., 1998). Portanto, para os ensaios de fagocitose de S. pneumoniae, AMs foram incubados 

na proporção de 3:1 (AC:AMs) por um período de 60 min e a capacidade fagocítica para S. 

pneumoniae foi avaliada após 3h de incubação. Inicialmente determinamos se a prévia 

incubação de ACs era capaz de inibir a fagocitose de S. pneumoniae por AMs 

independentemente do MOI (AMs:S. pneumoniae) utilizado. Nossos resultados demonstram 

que a prévia incubação de AMs com ACs inibiu em 16% a 39.4% a capacidade fagocítica de 

S. pneumoniae por AM nas diferentes proporções utilizadas, porém de maneira mais 

pronunciada na proporção de 1:100 (~39%). Desta forma, nos subsequentes experimentos de 

fagocitose utilizamos a proporção de 1:100 (AMs: S. pneumoniae).  
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Figura 7. Efeito da eferocitose na fagocitose de S. pneumoniae. AMs foram pré-tratados 

por 1h com 3:1 (AC:AMs) e então incubados com diferentes proporções de S. 

pneumoniae+FITC.  (A) 1:50; B) 1:100 e C) 1:150. Após 3h de incubação, foram adicionados 

aos poços 80µL de Azul de Trypan (250 µg/mL) e após 10 min. a intensidade de 

fluorescência foi determinada utilizando fluorímetro (485ex/535em). Os resultados foram 

expressos em porcentagem de fagocitose em relação ao controle contendo AM + S. 

pneumoniae (% do controle). Resultado representativo de cinco experimentos independentes 

realizados em quintuplicatas. * P < 0.05 versus AMs+Sp.  
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PGE2 promove a supressão da fagocitose de S. pneumoniae por AMs no contexto de 

eferocitose via EP2/adenilil ciclase/cAMP e independente de PKA. 

Sabe-se que a fagocitose de ACs por macrófagos diferenciados de monócitos leva a 

liberação de mediadores anti-inflamatórios como, PGE2, TGF-β e IL-10(Fadok et al., 1998a; 

Kim et al., 2005; Medeiros et al., 2009). Mais especificamente, resultados obtidos 

previamente por nosso grupo de pesquisa demonstram que a incubação de ACs em cultura de 

AMs também promove a síntese de altos níveis de PGE2, TGF-β e IL-10 que resulta na 

inibição da fagocitose via FcR. Nosso próximo passo foi investigar se a supressão da 

fagocitose de S. pneumoniae por AMs pela eferocitose (na proporção de 1:100) seria mediada 

por PGE2.  

 Nossos resultados demonstram que a inibição da fagocitose de S. pneumoniae por 

AMs pela prévia incubação de ACs foi revertida pelo pré-tratamento com indometacina 

(inibidor da COX) quando comparado com os AMs incubados apenas com ACs e desafiados 

com S. pneumoniae (Figura 8A). Para comprovar que a PGE2 é capaz de promover a 

supressão da fagocitose de S. pneumoniae, AMs foram pré-tratados com PGE2 exógena e 

então incubados com a bactéria. A adição exógena de PGE2 foi tão eficiente quanto ACs em 

inibir a fagocitose de bactérias por AMs quando comparado com o controle de AMs 

desafiados com S. pneumoniae (Figura 8A). 

 Sabe-se que o efeito supressor de PGE2 ocorre principalmente via receptores EP2 e 

EP4 devido à associação destes a proteína Gs. A interação de PGE2 a EP2/EP4 promove a 

ativação de adenilil ciclase que catalisa a conversão de ATP a AMP cíclico (cAMP). Para 

avaliar a via de sinalização pelo qual PGE2 exerce suas funções efetoras, AMs foram pré-

tratados com SQ 22536, inibidor de adenilil ciclase, incubados com ACs e desafiados com S. 

pneumoniae. O prévio tratamento de AMs com o respectivo inibidor foi capaz de reverter o 
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efeito supressor mediado pela eferocitose, quando comparamos com os AMs incubados com 

ACs e desafiados com S. pneumoniae sugerindo desta forma a participação de adenilil ciclase 

na inibição da fagocitose (Figura 8B). Para comprovar que a ativação de cAMP pode interferir 

no processo de fagocitose de S. pneumoniae, AMs foram incubados com forskolin, capaz de 

aumentar os níveis intracelulares de cAMP, e então desafiados com S. pneumoniae. A prévia 

incubação com forskolin resultou na inibição da fagocitose de bactérias quando comparado 

com AMs desafiados com S. pneumoniae porém de maneira não tão eficiente quanto à 

observada por incubação com ACs (Figura 8C). 

Para determinar os receptores de PGE2 envolvidos no efeito supressor da fagocitose de 

S. pneumoniae, AMs foram pré-tratados com agonistas e antagonistas de EP2 e EP4, 

incubados com ACs e desafiados com S. pneumoniae. O efeito supressor induzido pela 

presença com ACs foi revertido na presença do antagonista de EP2 (Figura 9A), mas não de 

EP4 (Figura 9B) quando comparado com AMs incubados com ACs e desafiados com S. 

pneumoniae. Para confirmar o envolvimento de PGE2 via EP2/EP4 na supressão da fagocitose 

de S. pneumoniae, AMs foram incubados com agonistas de EP2 e EP4 na tentativa de 

mimetizar o efeito supressor induzido pela fagocitose de ACs. A presença do agonista de EP2 

(Butaprost) (Figura 9C), mas não EP4 (Figura 9D), resultou na inibição da fagocitose de 

bactérias quando comparamos com AMs desafiados com S. pneumonia, mimetizando desta 

forma o efeito supressor mediado pela presença de ACs. 

 Para determinar as possíveis vias de sinalização da cascata bioquímica envolvidas na 

supressão da fagocitose de S. pneumoniae mediada pela presença de ACs, AMs foram 

inicialmente incubados na presença de inibidores de PKA, H-89 e KT5720. Os resultados 

obtidos demonstram que independente da concentração dos inibidores de PKA utilizados não 

houve reversão da inibição da fagocitose de S. pneumoniae mediado por ACs quando 
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comparado com AMs incubados com ACs e desafiados com S. pneumoniae (Figura 10 A e 

B). 
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Figura 8. Envolvimento de PGE2 na supressão da fagocitose de S. pneumoniae por AMs 

no contexto de eferocitose. AMs foram pré-tratados por 30 min com inibidor de 

cicloxigenase (INDO) ou PGE2 (A), inibidor de adenilil ciclase - SQ 22536 (B) ou Forskolin 

(C), incubados por 1 h com 3:1 (AC:AMs) e então desafiados com S. pneumoniae+FITC (1:100- 

AMs:Sp). Após 3h de incubação foi adicionado à cultura 80µL de Azul de Tryan (250 

µg/mL) e após 10 min. a intensidade de fluorescência foi determinada utilizando fluorímetro 

(485ex/535em). Os resultados foram expressos em porcentagem de fagocitose em relação ao 

controle contendo AM + S. pneumoniae (% do controle). Resultado representativo de três 

experimentos independentes realizados em quintuplicatas.* P < 0.05 versus AMs+Sp, # P < 

0.05 versus AMs+AC+Sp. 
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Figura 9. PGE2 promove a supressão da fagocitose de S. pneumoniae por AMs via 

receptor EP2. AMs foram pré-tratados por 30 min com Agonista (Butaprost) e antagonista 

(AH 6809) de receptores EP2 (A, C), ou agonista (CAY 10598) e antagonista (AH23848) de 

EP4 (B, D), incubados por 1 h com 3:1 (AC:AMs) e então desafiados com S. pneumoniae+FITC 

1:100 (AMs:Sp). Após 3h de incubação foi adicionado à cultura 80µL de Azul de Tryan (250 

µg/mL) e após 10 min. a intensidade de fluorescência foi determinada utilizando fluorímetro 

(485ex/535em). Os resultados foram expressos em porcentagem de fagocitose em relação ao 

controle contendo AM + S. pneumoniae (% do controle). Resultado representativo de três 

experimentos independentes realizados em quintuplicatas.* P < 0.05 versus AMs+Sp, # P < 

0.05 versus AMs+AC+Sp. 
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Figura 10. Envolvimento da molécula de PKA na supressão da fagocitose de S. 

pneumoniae por AMs no contexto de eferocitose. AMs foram pré-tratados por 30 min com 

inibidores de PKA (KT5720) (A), ou H89 (B), incubados por 1 h com 3:1 (AC:AMs) e então 

desafiados com S. pneumoniae+FITC 1:100 (AMs:Sp). Após 3h de incubação foi adicionado à 

cultura 80µL de Azul de Tryan (250 µg/mL) e após 10 min. a intensidade de fluorescência foi 

determinada utilizando fluorímetro (485ex/535em). Os resultados foram expressos em 

porcentagem de fagocitose em relação ao controle contendo AM + S. pneumoniae (% do 

controle). Resultado representativo de três experimentos independentes realizados em 

quintuplicatas.* P < 0.05 versus AMs+Sp, # P < 0.05 versus AMs+AC+Sp. 
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Avaliação dos receptores scavenger envolvidos na supressão da fagocitose de S. 

pneumoniae por AMs no contexto de eferocitose 

Sabe-se que a fagocitose de bactérias Gram-positivas, como S. pneumoniae, ocorre 

principalmente via receptores scavenger, sendo estes os SR-A (SR-A I, SR-A II e MARCO) e 

SR-B (SR-B I e SR-B II ou CD36 e CD 163) (Greaves e Gordon, 2009; Thelen et al., 2010). 

De acordo com os resultados apresentados na Figura 7 e 8, a incubação de AMs com ACs 

inibe a fagocitose de S. pneumoniae e PGE2 parece ser um dos mediadores envolvidos neste 

processo. Sabendo que a expressão de receptores SR-A e SR-B pode ser diferenciada 

dependendo do microambiente em que estes fagócitos estão presentes, nosso próximo passo 

foi investigar o efeito supressor da eferocitose nas diferentes classes de receptores scavenger 

(SR-A e/ou SR-B) expressos em AMs. 

 AMs foram incubados na presença ou ausência de diferentes bloqueadores de 

receptores de SR-A (Fucoidan e Poly I), incubados com ACs e então desafiados com S. 

pneumoniae+FITC para determinação da fagocitose. Inicialmente avaliamos a importância 

destes receptores. Os resultados apresentados demonstram que o bloqueio individual dos 

receptores SR-A e SR-B (CD36) com Poly I/Fucoidan e anti-CD36, respectivamente, resulta 

na inibição da fagocitose de S. pneumoniae por AMs (Figura 11 e 12). A importância dos 

receptores SR-A e SR-B na fagocitose de S. pneumoniae pode ser evidenciada quando AMs 

foram incubados concomitante com anti-CD36 e fucoidan (bloqueador de SR-A). A 

incubação concomitante de ambos bloqueadores resultou na inibição de ~37% na fagocitose 

de S. pneumoniae quando comparado aos AMs desafiados com S. pneumoniae (Figura 12A e 

B). No entanto, a incubação de AMs com diferentes bloqueadores de receptores de SR-A 

(Fucoidan e Poly I) seguido da incubação de ACs resultou numa inibição mais pronunciada na 

fagocitose de S. pneumoniae quando comparado aos AMs apenas tratados com ACs (Figura 

11A e B). 
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 Esses resultados sugerem que a inibição da fagocitose de S. pneumoniae por AMs 

devido a incubação de ACs concomitante ao bloqueador fucoidan resultou em um efeito 

sinérgico quanto a inibição da fagocitose destas bactérias por AMs. 
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Figura 11. Avaliação dos receptores scavenger envolvidos na supressão da fagocitose de 

S. pneumoniae por AMs no contexto de eferocitose. AMs foram pré-tratados por 30 min 

com diferentes bloqueadores de receptores de SR-A, Fucoidan (A) ou Poly I (B) na presença 

ou ausência de ACs e então desafiados com S. pneumoniae+FITC na proporção de 1:100 

(AMs:Sp). Após 3 h de incubação, foi adicionada à cultura 80µL de Azul de Tryan (250 

µg/mL), e após 10 min, a intensidade de fluorescência foi determinada utilizando fluorímetro 

(485ex/535em). Os resultados foram expressos em porcentagem de fagocitose em relação ao 

controle contendo AM + S. pneumoniae (% do controle). Resultado representativo de três 

experimentos independentes realizados em quintuplicatas.* P < 0.05 versus AMs+Sp, # P < 

0.05 versus AMs+AC+Sp. 
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Figura 12. Avaliação dos receptores scavenger (SR-A e SR-B) envolvidos na supressão 

da fagocitose de S. pneumoniae por AMs no contexto de eferocitose. AMs foram pré-

tratados por 30 min com anticorpo anti-CD36 (A) na presença ou ausência de ACs, ou 

associado com bloqueadores de SR-A (Fucoidan) (B) e então desafiados com S. 

pneumoniae+FITC na proporção de 1:100 (AMs:Sp). Após 3 h de incubação, foi adicionada a 

cultura 80µL de Azul de Tryan (250 µg/mL) e após 10 min. a intensidade de fluorescência foi 

determinada utilizando fluorímetro (485ex/535em). Os resultados foram expressos em 

porcentagem de fagocitose em relação ao controle contendo AM + S. pneumoniae (% do 

controle). Resultado representativo de três experimentos independentes realizados em 

quintuplicatas.* P < 0.05 versus AMs+Sp, # P < 0.05 versus AMs+AC+Sp. 
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Efeito da eferocitose e o envolvimento de PGE2 endógena no crescimento de S. 

pneumoniae em AMs. 

 Inicialmente, para que pudéssemos avaliar a melhor proporção de S. pneumoniae a ser 

utilizada em nossos ensaios, AMs foram incubados na presença ou ausência de  ACs na 

proporção de 1:3. Em seguida, AMs foram desafiados com S. pneumoniae nas proporções de 

1:50 e 1:100 (AMs:Sp) e após o período de fagocitose as células incubadas por diferentes 

períodos de tempo para determinação do número de UFC de S. pneumoniae. 

Nossos resultados demonstram que o pré-tratamento de AMs com ACs resultou um 

intenso aumento no número de UFC de S. pneumoniae em ambas as proporções testadas, 1:50 

(Figura 13A) e 1:100 (Figura 13B) e nos três diferentes tempos quando comparado com AMs 

desafiados apenas com S. pneumoniae. O pico do crescimento bacteriano na presença de ACs 

ocorreu após 12 h de incubação, porém com 24 h ainda observamos o efeito supressor 

mediado pela eferocitose. 
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Figura 13. Efeito da eferocitose em AMs na recuperação de UFC de S. pneumoniae. AMs 

foram pré-tratados na presença ou ausência de ACs na proporção 3:1 (AC:AMs). Em seguida, 

desafiados com S. pneumoniae em duas diferentes proporções (A) 1:50; (B) 1:100 e 

incubados por 3 h para a fagocitose da bactéria. Após esse período, os poços foram lavados 

para remoção das bactérias não fagocitadas e após 4, 12 e 24 h as células foram lisadas e a 

suspensão celular adicionada em placas de ágar sangue por um período de 24 h. A suspensão 

do lisado celular é oriunda de um pool de quintuplicatas experimentais. Os resultados foram 

expressos em número absoluto de UFC. Os dados apresentados são referentes a dois 

exprimentos independentes. 
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Impacto da eferocitose na atividade microbicida de S. pneumoniae via receptores 

scavengers 

A partir dos resultados obtidos na Figura 13, os experimentos subseqüentes foram 

realizados apenas na menor proporção de AMs:Sp (1:50) e no período 4 h de incubação. A 

escolha destas condições deve-se não apenas pela reprodutibilidade dos resultados individuais 

obtidos nos experimentos, mas também por ser o período cujo efeito específico apenas de 

PGE2 e não outras citocinas é mais pronunciado. Sabe-se que a fagocitose de bactérias Gram-

positivas, como S. pneumoniae, ocorre principalmente via receptores scavenger, tanto os SR- 

A I e II como os SR- B I e II (CD36 e CD 163, respectivamente). Para investigar a classe de 

receptores scavenger (SR-A e/ou SR-B) envolvidos na supressão da atividade microbicida de 

S. pneumoniae pela fagocitose de ACs foram utilizados bloqueadores de SR-A, fucoidan e 

poly I. AMs foram pré-incubados com fucoidan ou poly I, incubados com ACs e então 

desafiados com S. pneumoniae. Após o período de fagocitose, as células foram lavadas e 

incubadas por um período de 4 h para determinação da atividade microbicida. 

Os resultados obtidos demonstram que o bloqueio dos receptores SR-A, utilizando 

fucoidan e poly I, não interfere na recuperação de UFC quando comparado com AMs 

infectados com S. pneumoniae. No entanto, o bloqueio dos receptores SR-A na presença de 

ACs aumentou a atividade microbicida de AMs quando comparado com células incubadas 

apenas com ACs e desafiadas com S. pneumoniae (Figura 14).  
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Figura 14. Efeito da eferocitose na atividade microbicida de S. pneumoniae utilizando 

bloqueadores de receptores scavengers. AMs foram pré-tratados ou não com bloqueadores 

de receptor SR- A, fucoidan e poly I, por 30 minutos. Em seguida, AMs foram incubados na 

presença ou ausência de ACs 3:1 (AC:AMs). Os AMs foram então desafiados com S. 

pneumoniae por 3 h para a fagocitose da bactéria e após esse período, os poços foram lavados 

para remoção das bactérias não fagocitadas. Em seguida, os AMs foram incubados por um 

período de 4h e lisados para recuperação de UFC. A suspensão do lisado celular é oriunda de 

um pool de quintuplicatas experimentais. Os resultados foram expressos em número absoluto 

de UFC. Os resultados apresentados referem-se a três experimentos independentes (A, B e C). 

     AM+Sp 

     AM+AC+Sp 
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Envolvimento de PGE2 na supressão da atividade microbicida de S. pneumoniae por 

AMs no contexto de eferocitose 

Sabe-se que a fagocitose de ACs por macrófagos leva a liberação de mediadores anti-

inflamatórios como PGE2, TGF-β e IL-10 que atuam inibindo as funções efetoras de 

macrófagos. Esse efeito supressor parece estar diretamente associado com a síntese de PGE2 

endógena e não com a presença de TGF-β (Medeiros et al., 2009). Dessa forma, fomos 

investigar se a supressão da atividade microbicida de S. pneumoniae por AMs pela eferocitose 

é mediada por PGE2.  

 Para tanto, os AMs foram incubados na presença ou ausência de indometacina, um 

inibidor não seletivo da enzima COX, e em seguida incubados com ACs e desafiados com S. 

pneumoniae. Nossos resultados demonstram que o tratamento com indometacina foi capaz de 

inibir o efeito supressor da atividade microbicida de AMs mediado pela incubação de ACs, ou 

seja, na presença de Indo houve uma diminuição no número de UFC quando comparado com 

AMs incubados com ACs (Figura 15).  

Sabe-se que PGE2 exerce suas funções efetores via EP2 e EP4 por estarem acoplados a 

proteínas Gs, que aumenta os níveis de cAMP. Para reforçar a participação de PGE2 e 

determinar os receptores envolvidos neste processo, AMs foram pré-tratados com antagonista 

de EP2 (AH 6809), e então incubados com ACs e desafiados com S. pneumoniae. Os 

resultados apresentados demonstram que o bloqueio do receptor de EP2 foi capaz de diminuir 

o número de UFC quando comparado com AMs incubados com ACs (Figura 15).  
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Figura 15. Eferocitose por AMs suprime a atividade microbicida contra S. pneumoniae 

via PGE2/EP2. AMs foram pré-tratados com indometacina ou antagonistas de EP2 por 30 

min., incubados na presença ou ausência de ACs (3:1 - AC:AMs) e então desafiados com S. 

pneumoniae por 3h para a fagocitose da bactéria. Após esse período, os poços foram lavados 

para remoção das bactérias não fagocitadas e novamente incubados por 4h. Após esse período 

AMs foram lisados e o número de UFC foi determinado nas diferentes condições. Os 

resultados foram expressos em número absoluto de UFC. Os resultados apresentados referem-

se a dois experimentos independentes (A e B) realizados em quintuplicas. 

  

     AM+Sp 
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5. Discussão 

Em países em desenvolvimento, as infecções do trato respiratório estão entre as 

principais causas de morte de pacientes por ano, segundo dados da Organização Mundial da 

Saúde (OMS). A síndrome de stress respiratório agudo (SSRA) e doença pulmonar obstrutiva 

crônica (DPOC) são caracterizadas pelo intenso acúmulo de ACs no pulmão e no espaço 

bronco-alveolar. Uma vez fagocitadas, as ACs levam à produção de vários mediadores anti-

inflamatórios, dentre eles a PGE2, que poderiam promover um cenário propício para 

supressão da resposta imune. Os resultados aqui apresentados demonstram que a fagocitose de 

células apoptóticas por AMs resulta na supressão dos mecanismos efetores destes fagócitos 

contra S. pneumoniae.  

Trabalhos prévios publicados na literatura mostram que a eferocitose de ACs por 

macrófagos promove a supressão das funções efetoras destes fagócitos através da inibição da  

fagocitose de alvos via receptores Fc (Medeiros et al., 2009) e diminuição da atividade 

microbicida contra T. cruzi (Freire-de-Lima et al., 2000). Além disso, estes estudos 

demonstram que PGE2 é um dos principais mediadores solúveis responsáveis pelos efeitos 

supressores mediados pela eferocitose (Medeiros, Serezani et al. 2009; Donnelly 2012). Um 

dos principais objetivos deste estudo foi investigar se a supressão das funções efetoras no 

contexto de eferocitose, observado previamente via receptor Fc, também seria interferir nas 

atividades fagocíticas e microbicidas de AMs via receptores da resposta imune inata, como 

receptores scavenger. Nossos resultados demonstram que eferocitose por AMs resulta na 

inibição da capacidade fagocítica de S. pneumoniae e que PGE2 é um dos principais, mas não 

o único, mediador envolvido neste processo de supressão. Os resultados obtidos demonstram 

o tratamento com indometacina, EP2 antagonista e inibidor de adenilil ciclase foram capazes 

de promover uma reversão do efeito supressor mediado pela eferocitose, como observado 

previamente nos dados descritos na literatura quanto a fagocitose via receptor Fc (Medeiros, 
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Serezani et al. 2009). Corroborando com esses dados, a adição exógena de PGE2 e em menor 

intensidade com agonista de EP2 foi capaz de promover uma supressão mais pronunciada na 

fagocitose de S. pneumoniae. Esses resultados sugerem que talvez a concentração de PGE2 

liberada pela eferocitose por AMs não seja eficiente, quanto observado previamente para 

receptores Fc (Medeiros, Serezani et al. 2009), em promover uma efetiva supressão da 

fagocitose via receptores scavenger. Para comprovar essa hipótese novos experimentos 

poderiam ser realizados utilizando maiores proporções de ACs:AMs que indiretamente 

resultaria no aumento da concentração de PGE2.  

Quanto aos mecanismos envolvidos neste processo, nossos resultados demonstram que 

cAMP participa na supressão da resposta mediada por PGE2 oriunda da eferocitose. 

Classicamente, a via de sinalização intracelular do cAMP envolve a ativação de PKA e/ou 

Epac-1 e 2. Recentemente, Aronoff et al.(2005) demonstraram que os efeitos supressores da 

PGE2 em AMs são distintamente regulados por PKA (que inibe a atividade microbicida) e 

Epac-1 que inibe a fagocitose de alvos opsonizados por IgG e também atividade microbicida 

(Aronoff, Canetti et al. 2005). Nossos resultados quanto ao efeito de PGE2 na fagocitose, 

receptores scavenger estão de acordo com os resultado da literatura demonstrados através da 

fagocitose de alvos opsonizados por IgG, ou seja,via receptores Fc. A presença de inibidores 

de PKA não interferiu na fagocitose de S. pneumoniae por AMs, demonstrando que a PGE2 

oriunda da eferocitose promove o aumento de cAMP, mas não a ativação de PKA. Novos 

experimentos serão realizados para avaliar a participação de Epac neste processo, porém a 

inexistência de inibidores específicos requer a utilização de técnicas, como siRNA, para 

comprovar a participação desta proteína.O conjunto destes resultados sugere que a PGE2 

endógena, oriunda da eferocitose por AMs,é um importante mediador envolvido na supressão 

da fagocitose de S. pneumoniae por AMs, e esta função é parcialmente executada via 
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EP2/adenilil ciclase/cAMP e por uma via independente de PKA. Outras vias relacionadas com 

essa função de PGE2 ainda serão investigadas. 

Vários trabalhos na literatura demonstram a importância que receptores scavenger 

exercem na fagocitose de bactérias Gram-positivas, como por exemplo, S. pneumoniae 

(Thelen, Hao et al. 2010; Mukouhara, Arimoto et al. 2011; Ganesan, Faris et al. 2012). 

Nossos resultados corroboram com a literatura, visto que o bloqueio concomitante de SR-A e 

SR-B resulta na inibição da fagocitose S. pneumoniae. Apesar de uma inibição expressiva da 

fagocitose pelo tratamento com os respectivos bloqueadores de SR-A e SR-B, os resultados 

apresentados sugerem que além dos receptores scavenger outros receptores provavelmente 

participam da fagocitose de S. pneumoniae por AMs. Apesar da importância destes receptores 

na fagocitose de S. pneumoniae, pouco se sabe sobre atuação da PGE2 interferindo nas 

funções fagocíticas através das diferentes classes de receptores scavenger, SR-A e SR-B. 

Nossos resultados demonstram na presença dos bloqueadores de SR-A, ou seja, favorecendo a 

fagocitose de S. pneumoniae via SR-B, a eferocitose por AMs inibiu drasticamente a 

capacidade fagocítica de AMs. Essa potencialização do efeito supressor, mediado pela 

eferocitose por AMs, sugere que a expressão diferenciada dos receptores SR-A e/ou SR-B 

(CD36) na superfície de macrófagos pode refletir no aumento da suscetibilidade a infecção 

por S. pneumoniae. 

No pulmão, os AMs, através de receptores scavenger classe A e classe B, possuem um 

papel crítico não apenas na fagocitose, mas também na atividade microbicida contra 

diferentes bactérias Gram-positivas, como S. pneumoniae. Inicialmente, utilizamos 

bloqueadores de SR-A para determinar a classe do receptor scavenger envolvido na supressão 

da atividade microbicida contra S. pneumoniae pela fagocitose de ACs por AMs.  Os dados 

obtidos demonstram que o bloqueio dos receptores SR-A, via fucoidan e poly I, levou a uma 

reversão da supressão da atividade microbicida de AMs quando comparado às células não 
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tratadas com esses bloqueadores, evidenciada pela diminuição do número de UFC de S. 

pneumoniae. Esses resultados sugerem que uma vez bloqueada a entrada da bactéria via SR-

A, a via de entrada preferencial passa a ser os SR-B, resultando num aumento da capacidade 

microbicida destes AMs.  

Na tentativa de determinar o papel da PGE2 e/ou outros prostanóides produzidos pela 

eferocitose por AMs na supressão da atividade microbicida de S. pneumoniae, AMs foram 

pré-tratados com indometacina. Os resultados obtidos demonstram que o pré-tratamento de 

AMs com indometacina resultou na reversão do efeito supressor da atividade microbicida 

decorrente da incubação de AMs com ACs. Estes resultados sugerem, portanto, o 

envolvimento da PGE2, liberada pela fagocitose de ACs, como um dos principais mediadores 

envolvidos na supressão das funções microbicidas de AMs contra de S. pneumoniae. 

Sabe-se que para a PGE2 exercer suas funções é necessário que ocorra a interação deste 

mediador com receptores específicos que são acoplados a proteínas G, podendo ser EP1, EP2, 

EP3 e EP4. Sabendo que EP2 e EP4 são receptores acoplados a proteínas Gs, que promove o 

aumento de cAMP, e sabidamente envolvidos nas funções supressoras mediadas por PGE2, 

utilizamos inicialmente como ferramenta farmacológica, agonista e antagonista de EP2. 

Nossos resultados demonstram que a pré-incubação de AMs com o agonista de EP2 foi capaz 

de mimetizar o efeito supressor resultante da incubação com ACs resultando no aumento do 

número de S. pneumoniae recuperadas e, portanto, diminuição da atividade microbicida dos 

AMs. Corroborando com esses resultados, a utilização de antagonistas de EP2 foi capaz de 

bloquear a ação da PGE2 e, dessa forma, restaurar a capacidade microbicida desses 

macrófagos, observada pela diminuição do número de UFC. Apesar do receptor EP2 ser o 

mais expresso na superfície de AMs, os mesmos experimentos serão realizados utilizando os 

agonistas e antagonistas de EP4.  
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Mediante ao conjunto de resultados apresentados, podemos sugerir que a presença de 

ACs no pulmão de indivíduos com doenças pulmonares obstrutivas crônicas poderia 

desencadear a produção de mediadores lipídicos, como a PGE2, e portanto interferir direta e 

indiretamente tanto na capacidade  fagocítica como microbicida de AMs  contra bactérias 

como S. pneumoniae.  Dessa forma, o tratamento com inibidores da COX, concomitante à 

terapia antimicrobiana, poderia levar a uma melhora no quadro de imunossupressão 

desencadeado pela ação de PGE2 no microambiente pulmonar e, portanto, restauração das 

funções efetoras de AMs na eliminação de bactérias como S. pneumoniae. 
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6. Conclusões 

 

A partir dos resultados encontrados sugerimos que 1) a eferocitose por AMs possui um 

efeito imunossupressor na atividade fagocítica e microbicida contra S. pneumoniae; 2) a 

PGE2, oriunda da eferocitose,  liga-se ao receptor EP2 e via cAMP e independente de PKA 

suprime a atividade fagocítica e microbicida de AMs; 3) a presença de bloqueadores de SR-A 

(fucoidan e poly I) e de SR-B inibi a fagocitose S. pneumoniae e esse efeito é potencializado 

na presença de ACs. 

 

Representação Esquemática da Conclusão: 
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Anexo I 

Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa para utilização de animais. 

 



66 
 

  



67 
 

Anexo II 

Comprovante de submissão de artigo científico. 

Immunology 
© 2013 Blackwell Publishing Ltd 

 

Special Issue: Abstracts of the European Congress of 
Immunology, 5-8 September 2012, Glasgow, Scotland 

September 2012 

Volume 137, Issue Supplement s1 

Pages 1–809 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 
 

 


	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE ABREVIATURAS
	ABSTRACT
	RESUMO
	INTRODUÇÃO
	Receptores e ligantes associados a eferocitose
	O Impacto de Células Apoptóticas na Resposta Imune
	Mecanismos de Ação e Sinalização Dependente de Prostaglandinas
	Envolvimento de PGE2 no Aumento da Suscetibilidade a Infecções
	Receptor scavenger na infecção por S. pneumoniae
	Injúria Pulmonar e PGE2

	1. OBJETIVOS
	3. MATERIAL E MÉTODOS
	4. RESULTADOS
	5. DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	ANEXOS

