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Resumo 

As doenças inflamatórias intestinais são um grupo de doenças do sistema digestório 

de patogênese complexa, multifatoriais e de tratamento sintomático, não havendo 

ainda um tratamento curativo eficaz. O desequilíbrio da resposta imune local, parece 

ser o principal desencadeador da doença, em pacientes geneticamente susceptíveis. 

Neste contexto os macrófagos têm papel fundamental na patogênese, e de forma 

paradoxal, na manutenção da homeostase do intestino. Sendo assim, neste 

trabalho, avaliamos o papel dos macrófagos por meio da sua reprogramação 

funcional para diferentes perfis de ativação, e utilizamos o perfil regulatório como 

proposta de terapia para controlar a doença. A colite experimental foi induzida pela 

administração de dextrana sulfato de sódio (DSS 3%) aos camundongos, por 7 dias. 

Os animais submetidos à indução de colite apresentaram importantes alterações 

clínicas, medidas pelo Índice de Atividade da Doença (IAD), além de lesões 

macroscópicas e microscópicas. Na avaliação do papel dos macrófagos na 

patogênese da doença, os animais com colite receberam tratamento com duas 

doses de macrófagos reprogramados in vitro, por via intraperitoneal. Os resultados 

demonstraram que os grupos tratados com macrófagos classicamente ativados 

apresentaram uma doença ainda mais grave. Histologicamente, pode-se observar 

extensas áreas de edema com intenso infiltrado inflamatório transmural, presença de 

abscessos e fusão das criptas, resultando em perda da arquitetura do cólon. Já os 

animais tratados com macrófagos regulatórios, apresentaram significativa melhora 

em todos os parâmetros analisados, resultando em menor IAD. Foi observado 

macroscopicamente o cólon com aspecto normal e microscopicamente áreas de 

arquitetura do cólon preservadas, com poucas áreas de lesão da mucosa e 

submucosa. Imagens de fluorescência mostraram a migração dos macrófagos para 

o cólon inflamado após a injeção intraperitoneal dessas células. Desta forma, nossos 

resultados demonstram que a polarização dos macrófagos para um perfil regulatório 

foi determinante em controlar a colite experimental em camundongos, e que os 

macrófagos são um potencial alvo terapêutico a ser explorado no controle das 

doenças inflamatórias intestinais.  

Palavras-chave: Doenças Inflamatórias intestinais. Colite ulcerativa. DSS. 

Macrófagos. 



Abstract 

Inflammatory bowel disease is a group of digestive system diseases of complex 

pathogenesis, multifactorial and symptomatic treatment, and there is still no effective 

curative treatment. The imbalance of the local immune response seems to be the 

main trigger of the disease. In this context, macrophages play a fundamental role in 

pathology, and paradoxically, in the maintenance of intestinal homeostasis. 

Therefore, in this work, we evaluated the role of macrophages through their 

functional reprogramming for different activation profiles and used the regulatory 

profile in a therapy proposal to control the disease. The colitis model was reproduced 

by the administration of dextran sodium sulfate (DSS 3%) to the mice for 7 days. The 

animals submitted to colitis induction showed important clinical changes, measured 

through the Disease Activity Index (DAI), in addition to macroscopic and microscopic 

lesions. In assessing the role of macrophages in the pathogenesis of the disease, 

animals with colitis received treatment with two doses of macrophages 

reprogrammed in vitro, intraperitoneally. The results showed that groups treated with 

classically activated macrophages had even more severe disease. Histologically, it is 

possible to observe extensive areas of edema with intense transmural inflammatory 

infiltrate, presence of abscesses and fusion of the crypts, resulting in loss of colon 

architecture. On the other hand, animals treated with regulatory macrophages 

showed a significant improvement in all parameters analyzed, resulting in a lower 

DAI. It was observed macroscopically the colon with normal aspect and 

microscopically preserved areas of colon architecture, with few areas of lesion of the 

mucosa and submucosa. Fluorescence images showed the migration of 

macrophages to the inflamed colon after intraperitoneal injection of these cells. Thus, 

our results demonstrate that the polarization of macrophages to a regulatory profile 

was decisive in controlling experimental colitis in mice and that macrophages are a 

potential therapeutic target to be explored in the control of inflammatory bowel 

diseases. 

Key words: Inflammatory bowel diseases. Ulcerative colitis. DSS. Macrophages. 

 



LISTA DE FIGURAS 

Figura 1: Imunopatogênese das doenças inflamatórias intestinais (DII). .................. 21 

Figura 2: Terapia atual de controle das doenças inflamatórias intestinais (DII) 

direcionada aos macrófagos. .................................................................................... 24 

Figura 3: Representação esquemática do modelo de colite induzida por dextrana 

sulfato de sódio (DSS). ............................................................................................. 28 

Figura 4: Três subpopulações de macrófagos, com respectivas propriedades 

bioquímicas e fisiológicas. ......................................................................................... 30 

Figura 5: Alteração dos monócitos e macrófagos em pacientes com doenças 

inflamatórias intestinais. ............................................................................................ 33 

Figura 6: Macrófagos na inflamação intestinal em quadro de colite induzida por 

dextrana sulfato de sódio (DSS). ............................................................................... 34 

Figura 7: Rolo do intestino grosso (cólon). ................................................................ 49 

Figura 8: Dosagens de IL-10 (A) e IL-12 (B) no sobrenadante de cultura de 

macrófagos submetidos a diferentes estímulos. ....................................................... 55 

Figura 9: Avaliação da massa corporal. .................................................................... 56 

Figura 10: Comprimento do cólon. ............................................................................ 57 

Figura 11: Índice de atividade de doença (IAD). ....................................................... 58 

Figura 12: Histologia do cólon. .................................................................................. 60 

Figura 13: Avaliação da massa corporal. .................................................................. 61 

Figura 14: Comprimento do cólon. ............................................................................ 62 

Figura 15: Índice de atividade de doença (IAD). ....................................................... 63 

Figura 16: Histologia do cólon. .................................................................................. 65 

Figura 17: Avaliação da massa corporal. .................................................................. 67 

Figura 18: Variação da massa corporal. Comparação entre o dia 7 e o dia 0. .......... 68 

Figura 19: Medida do consumo de ração. ................................................................. 69 

Figura 20: Comprimento do cólon. ............................................................................ 70 

Figura 21: Aspectos macroscópicos do cólon. .......................................................... 71 

Figura 22: Avaliação macroscópica do cólon. ........................................................... 72 

Figura 23: Índice de atividade de doença (IAD). ....................................................... 73 

Figura 24: Histologia do cólon. .................................................................................. 76 

Figura 25: Histologia do cólon. .................................................................................. 77 

Figura 26: Histologia do cólon. .................................................................................. 78 

Figura 27: Índice histológico. ..................................................................................... 79 



Figura 28: Concentração de citocinas no soro de camundongos. ............................. 82 

Figura 29: Macrófagos regulatórios presentes no intestino inflamado. ..................... 84 

 



LISTA DE TABELAS 

Tabela 1: Pontuações dos sinais clínicos para cálculo do índice de atividade de 

doença (IAD). ............................................................................................................ 45 

Tabela 2: Critérios para pontuação de lesões macroscópicas. ................................. 48 

Tabela 3: Critérios para pontuação de lesões microscópicas. .................................. 50 

 



LISTA DE ABREVIATURAS 

5-ASA – Aminossalicilatos 

AA-Mφ – Macrófagos alternativamente ativados 

ASCs – Células estromais mesenquimais derivadas de tecido adiposo 

BSA – Albumina sérica bovina 

CAMφs – Macrófagos classicamente ativados  

CBA – Cytometric Bead Array 

CD – Grupo de diferenciação 

CEUA – Comissão de Ética no Uso de Animais 

DAMP – Padrão molecular associado ao dano 

DAPI – 4’,6- diamino-2-fenilindol 

DC – Doença de Crohn 

DII – Doenças inflamatórias intestinais 

DMEM – Dulbecco's Modified Eagle Medium (Meio de cultura celular) 

DNBS – Ácido dinitrobenzeno sulfônico 

DSS – Dextrana sulfato de sódio 

ELISA – Enzyme- linked immunosorbent assay (Ensaio imunoenzimático) 

ERK – Quinase regulada pela sinalização extracelular 

FcRI – Fc-gamma receptor 1 

H&E – Hematoxilina e Eosina 

H2SO4 – Ácido sulfúrico 

HRP – Peroxidase de rabanete (Horseraddish peroxidase) 

IAD – Índice de atividade de doença 

ILCs – Células linfoides inatas 

IFN- – Interferon gama 

Ig – Imunoglobulina 

IL – Interleucina 

iNOS – Óxido nítrico sintase induzível 

IP – Intraperitoneal  

KC – Quimiocina derivada de queratinócitos (Proteína quimiotáxica de neutrófilos) 

KO – Knockout 

LPS – Lipopolissacarídeo 

Mφ – Macrófagos sem estímulo 



MCP – Monocyte Chemoattractant Protein (Proteína quimiotáxica de monócitos) 

M-CSF – Fator estimulador de colônia de macrófagos 

MEC – Matriz extracelular 

MHC – Complexo principal de histocompatibilidade  

MMP – Metaloproteinases 

MPO – Mieloperoxidase 

OVA – Ovoalbumina 

p38 MAPK – Proteína quinase ativada por mitógenos 

PAMP – Padrão molecular associado ao patógeno 

PAS – Ácido periódico de Schiff 

PBS – Phosphate-buffered saline (Tampão fosfato de sódio) 

PFA – Paraformoldeído  

PGE2 – Prostaglandina E2 

PRRs – Receptores de reconhecimento padrão 

Rag – Gene ativador da recombinação 

RMφ – Macrófagos regulatórios 

REMAC – Regulatory Macrophage Cell Therapy 

RCU – Retocolite ulcerativa 

SFB – Soro fetal bovino 

SPF – Specific Pathogen Free 

TGF- – Fator de crescimento transformador beta 

Th – Linfócitos T auxiliares 

TLR – Receptor do tipo Toll 

TMB – Tetrametilbenzidina 

TMF – Transplante de microbiota fecal 

TNF – Fator de necrose tumoral 

TNFR – Receptor de fator de necrose tumoral 

TNBS – Ácido trinitrobenzeno sulfônico 

Treg – Linfócitos T regulatórios 

 



SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................... 17 

1.1 Doenças inflamatórias intestinais ............................................................ 17 

1.2 Imunopatogênese das doenças inflamatórias intestinais ...................... 19 

1.3 Tratamento das doenças inflamatórias intestinais ................................. 22 

1.4 Modelos experimentais das doenças inflamatórias intestinais ............. 26 

1.5 Macrófagos ................................................................................................. 28 

1.6 Participação dos macrófagos e da IL-10 na colite .................................. 33 

2. JUSTIFICATIVA ................................................................................................ 36 

3. OBJETIVO .......................................................................................................... 38 

3.1 Objetivos específicos ................................................................................ 38 

4. MATERIAIS E MÉTODOS ................................................................................. 39 

4.1. Animais ....................................................................................................... 39 

4.2. ETAPA 1 – Isolamento e estímulos de macrófagos (Experimentos in .. 39 

vitro) ...................................................................................................................... 39 

4.2.1. Cultivo de macrófagos derivados de medula óssea ........................ 39 

4.2.2. Estímulo de macrófagos derivados de medula óssea ..................... 40 

4.2.3. Produção de macrófagos regulatórios utilizando OVA/ IgG anti-OVA

 41 

4.2.4. Produção de macrófagos regulatórios utilizando Beads/IgG de 

coelho 41 

4.2.5. Produção de macrófagos regulatórios utilizando Prostaglandina 

(PGE2) 42 

4.2.6. Determinação dos níveis de IL-10 e IL-12 em sobrenadante de 

cultura (ELISA) .................................................................................................. 42 

4.3. ETAPA 2 – Modelo experimental de doença inflamatória intestinal 

induzida pelo DSS ................................................................................................ 43 

4.3.1. Modelo de colite induzida por DSS em camundongos C57BL/6 ..... 43 



4.3.2. Delineamento experimental ................................................................ 44 

4.4. Avaliação dos sinais clínicos e determinação do índice de atividade da 

doença (IAD) ......................................................................................................... 44 

4.5. Comprimento do cólon .............................................................................. 45 

4.6. ETAPA 3 – Colite com Imunoterapia – Uma dose de macrófagos. ........ 45 

Delineamento experimental ................................................................................ 45 

4.7. ETAPA 4 – Colite com Imunoterapia – Duas doses de macrófagos. 

Delineamento experimental ................................................................................ 46 

4.8. Avaliação do consumo de ração............................................................... 47 

4.9. Coleta de sangue e soro ............................................................................ 47 

4.10. Avaliação macroscópica do cólon ........................................................ 47 

4.11. Análises histológicas ............................................................................. 48 

4.12. Detecção de citocinas no soro por citometria de fluxo ....................... 50 

4.13. ETAPA 5 – Avaliação da migração de macrófagos regulatórios para o 

intestino ................................................................................................................ 51 

4.14. Análises estatísticas ............................................................................... 52 

5. RESULTADOS .................................................................................................. 54 

5.1. ETAPA 1 – Determinação dos níveis de IL-10 e IL-12 em sobrenadante 

de cultura de macrófagos ................................................................................... 54 

5.2. ETAPA 2 – Padronização do modelo de colite ........................................ 55 

5.2.1. Avaliação da perda de massa corporal ............................................. 56 

5.2.2. Comprimento do cólon ....................................................................... 56 

5.2.3. Índice de atividade da doença (IAD) .................................................. 57 

5.2.4. Avaliações histopatológicas............................................................... 58 

5.3. ETAPA 3 – Avaliação do protocolo de terapia celular – Uma dose de 

macrófagos ........................................................................................................... 61 

5.3.1. Avaliação da perda de massa corporal ............................................. 61 

5.3.2. Comprimento do cólon ....................................................................... 62 



5.3.3. Índice de atividade da doença (IAD) .................................................. 63 

5.3.4. Avaliações histopatológicas............................................................... 63 

5.4. ETAPA 4 – Avaliação do protocolo de terapia celular – Duas doses de 

macrófagos ........................................................................................................... 66 

5.4.1. Avaliação da perda de massa corporal ............................................. 66 

5.4.2. Avaliação do consumo alimentar ....................................................... 68 

5.4.3. Avaliação macroscópica do cólon ..................................................... 69 

5.4.4. Índice de atividade da doença (IAD) .................................................. 73 

5.4.5. Avaliações histopatológicas............................................................... 74 

5.4.6. Avaliação do perfil de citocinas no soro ........................................... 80 

5.5. ETAPA 5 – Avaliação da migração de macrófagos regulatórios para o 

intestino inflamado .............................................................................................. 83 

6. DISCUSSÃO ...................................................................................................... 86 

7. CONCLUSÃO .................................................................................................... 99 

8. REFERÊNCIAS ............................................................................................... 100 

9. ANEXOS .......................................................................................................... 127 

 

 



17 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doenças inflamatórias intestinais 

 As doenças inflamatórias intestinais (DII) são um grupo de doenças 

inflamatórias do sistema digestório com grande impacto na saúde pública mundial. 

Estudos têm mostrado uma tendência para o aumento da incidência das DII, tanto 

em países desenvolvidos como em países em desenvolvimento (TORRES et al., 

2011). 

Os dados populacionais relacionados aos aspectos epidemiológicos das DII 

no Brasil ainda são escassos. Dificuldades de acesso a métodos de diagnóstico em 

algumas localidades do país, possível limitação da qualificação profissional das 

equipes de saúde que atendem os pacientes com DII, realização de diagnósticos 

diferenciais incorretos (causas infecciosas), somado ao diagnóstico tardio em alguns 

casos devido à evolução insidiosa das DII e complicações fatais sem a 

caracterização da doença registrada, são fatores que dificultam o levantamento 

epidemiológico dessas doenças (KAPLAN, 2015).  

 A prevalência das DII está relacionada ao diagnóstico de novos casos e pela 

duração da doença, tendo em vista que as DII não possuem cura e afetam 

principalmente a população jovem (NG et al., 2013). As duas principais formas de 

apresentação deste grupo de doenças são a Doença de Crohn (DC) e a Retocolite 

Ulcerativa (RCU). Estudos retrospectivos que avaliaram dados de prevalência e 

incidência da RCU e da DC, do ano de 1990 até 2016, apontam para o aumento do 

número de pacientes acometidos pelas DII em países recém-industrializados, dentre 

eles o Brasil (NG et al., 2017). O aumento da incidência ao longo do tempo e a maior 

prevalência atual das DII são indicativos de uma progressão histórica em relação ao 

número de pacientes com RCU e DC em nosso país (QUARESMA; KAPLAN; 

KOTZE, 2019). 

A DC é caracterizada pelo acometimento salteado, assimétrico e transmural 

(podendo acometer todas as camadas teciduais) de qualquer porção do sistema 

digestório, da boca ao ânus, além de poder apresentar manifestações extra 

intestinais (LICHTENSTEIN; HANAUER; SANDBORN, 2009). Os sintomas clínicos 

da DC incluem perda de peso, diarreia ou obstrução intestinal, febre, dor abdominal, 

e presença de sangue e/ou muco nas fezes. Já a RCU atinge predominantemente a 
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mucosa do cólon e do reto, porém alguns pacientes podem desenvolver ileíte 

terminal (HAMILTON et al., 2016). A RCU apresenta como sinais e sintomas, dor 

abdominal, diarreia e eliminação de sangue, pus e/ou muco durante as evacuações 

(WEYLANDT et al., 2007).  

 As DII têm etiologia multifatoriais e complexas que envolvem interações entre 

suscetibilidade genética, respostas imunes do hospedeiro, fatores ambientais, 

antígenos microbianos luminais (XAVIER; PODOLSKY, 2007) e até distúrbios de 

ansiedade e humor (GRAFF; WALKER; BERNSTEIN, 2009). 

 A teoria da higiene tem sido apontada como uma forte hipótese para o 

entendimento das interações genético-ambientais associadas ao desenvolvimento 

das DII. Segundo a teoria da higiene, ambientes “menos limpos” desempenham um 

papel protetor em relação a este grupo de doenças. Fatores relacionados a menores 

taxas de uso de antibióticos, contato com animais de estimação, exposição a 

patógenos entéricos, dentre outros, são inversamente relacionados a incidência das 

DII (PONDER; LONG, 2013).  

 A microbiota também possui importante papel na manutenção da homeostase 

intestinal. A disbiose está diretamente relacionada a respostas imunes inadequadas 

e inflamação do intestino (HISAMATSU et al., 2013; NELL; SUERBAUM; 

JOSENHANS, 2010; PLATT; MOWAT, 2008). A disbiose observada em pacientes 

com RCU tem por consequência uma menor produção e oxidação de butirato, um 

importante metabólito energético essencial para a integridade das células epiteliais 

intestinais e manutenção da homeostase da interface intestinal (KOBOZIEV et al., 

2014). 

 O diagnóstico e o acompanhamento de pacientes com DII são de complexa 

condução, realizados com base na combinação de aspectos clínicos, laboratoriais, 

histopatológicos, endoscópicos e radiológicos (BERNSTEIN et al., 2010; VILELA et 

al., 2012). Atualmente a busca por biomarcadores que determinem a gravidade 

dessas doenças, que sejam indicativos da resposta terapêutica, de quadros de 

remissão e que se correlacionem com o prognóstico tem sido um desafio para os 

pesquisadores e especialistas da área. Nesse cenário da busca por um biomarcador 

ideal, a dosagem de calprotectina fecal em pacientes com DC tem se mostrado de 

grande relevância, apresentando precisão diagnóstica, correlação moderada com 

escores endoscópicos, aplicabilidade como preditor de remissão, além de avaliar a 

atividade inflamatória intestinal de forma não invasiva (PENNA et al., 2020). 
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1.2 Imunopatogênese das doenças inflamatórias intestinais 

 Em um perfeito quadro de homeostase, o sistema imune mantém o equilíbrio 

entre a tolerância à microbiota, os antígenos provenientes da dieta e a necessária 

resposta a possíveis patógenos entéricos. Tanto a imunidade inata quanto a 

imunidade adaptativa são de extrema importância na patogênese das DII 

(WALLACE et al., 2014). 

As respostas imunes inata e adaptativa são reações imunológicas complexas 

que envolvem uma série de mediadores químicos, citocinas, quimiocinas e células. 

Nas DII, tanto a imunidade inata, quanto a imunidade adaptativa, têm papeis 

fundamentais na sua patogênese, com importante envolvimento de diversos tipos 

celulares, como as células epiteliais intestinais, os macrófagos, as células 

dendríticas, os neutrófilos, as células linfóides inatas (ILCs) e os linfócitos T e B 

(HISAMATSU et al., 2013). 

 As camadas de muco e o epitélio intestinal fornecem uma interface entre 

bactérias luminais, patógenos, antígenos alimentares e o sistema imunológico 

presente na mucosa. As células epiteliais auxiliam na produção de muco (SHIRAZI 

et al., 2000) e na secreção de peptídeos antimicrobianos (WEHKAMP; SCHMID; 

STANGE, 2007), formando assim a primeira linha de defesa do intestino. 

 O epitélio da mucosa intestinal é formado por diferentes tipos celulares, 

dentre eles destacam-se: os enterócitos, as células caliciformes, as células de 

Paneth e as células enteroendócrinas (KIM; HO, 2010). As células caliciformes são 

responsáveis pela formação das camadas de muco, pela produção de mucina. As 

camadas de muco desempenham importante papel no estabelecimento da 

microbiota intestinal e na proteção da colonização e invasão por microrganismos 

patogênicos (SHIRAZI et al., 2000). A inflamação intestinal está diretamente 

relacionada com a depleção das células caliciformes tanto em pacientes com RCU 

(MCCORMICK; HORTON; MEE, 1990), quanto na doença experimental em 

diferentes modelos de colite (JOHANSSON; HANSSON, 2013; JURJUS; KHOURY; 

REIMUND, 2004). 

A perda da integridade da interface epitelial propicia a invasão por 

microrganismos patogênicos, comensais e antígenos alimentares. Pacientes com DII 

apresentam aumento da permeabilidade intestinal em consequência de defeitos e 

alterações nessa interface composta pelo epitélio intestinal e o muco (GEREMIA et 

al., 2014; SALIM; SÖDERHOLM, 2011).  
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As células epiteliais possuem receptores de reconhecimento padrão (PRRs) 

que reconhecem padrões moleculares associados aos patógenos e aos danos, 

PAMPs e DAMPs, respectivamente. Ao serem ativadas, essas células secretam 

citocinas e quimiocinas responsáveis pelo recrutamento de células inflamatórias, 

amplificando a resposta inflamatória (GEREMIA et al., 2014; HISAMATSU et al., 

2013). 

Os macrófagos constituem a primeira linha de defesa leucocitária do intestino. 

Tais células apresentam diferentes funções na imunopatogênese das DII, entre elas 

destacam-se a secreção de citocinas e quimiocinas, importantes mensageiros que 

modulam as respostas pró-inflamatórias, como a interleucina (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-12 

e o fator de necrose tumoral (TNF). Além da produção de metabólitos reativos de 

oxigênio e nitrogênio. Os macrófagos também estão relacionados com produção de 

metaloproteinases (MMP), levando à degradação do colágeno e outros 

componentes da matriz extracelular (MEC) (MAHIDA, 2000). 

 As células linfoides inatas são células da imunidade inata procedentes do 

mesmo progenitor linfoide comum aos linfócitos da imunidade adaptativa. Essas 

células possuem funções homólogas às células T auxiliares (Th), dentre elas 

destacamos as células linfoides inatas do tipo 3 (ILC3) que apresentam homologia 

de função à resposta Th17, que está intimamente relacionada ao desenvolvimento 

das DII (AGUIAR et al., 2018; FORKEL; MJÖSBERG, 2016; SPITS et al., 2013).  

 A imunidade adaptativa também possui importante função na patogênese das 

DII. O desequilíbrio entre células T regulatórias (Treg) e células inflamatórias Th1, 

Th2 e Th17 está intimamente relacionado à patogênese das DII. As células Th1 são 

diferenciadas na presença de IL-12 e como resultado produzem grandes 

quantidades de interferon gama (IFN- e TNF, que exacerbam a inflamação 

(ROMAGNANI, 1994). O IFN- por sua vez, ativa macrófagos teciduais para 

produzir TNF adicional, o que leva a apoptose das células epiteliais e lesão tecidual 

(NEURATH, 2014; WALLACE et al., 2014). As células Th2 são caracterizadas pela 

alta secreção das citocinas IL-4, IL-5 e IL13 (ROMAGNANI, 1994). A IL-13 produzida 

por esse subtipo de linfócito está relacionada com o aumento da permeabilidade 

intestinal e indução da apoptose do epitélio (HELLER et al., 2005). 

 As observações a respeito do perfil de citocinas presentes na mucosa de 

pacientes com DII têm demonstrado a fragilidade do paradigma Th1/Th2 e 

propiciado reconsiderações a respeito de uma resposta imunológica mais envolvida 
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com o perfil Th17, na patogênese das DII (DI SABATINO et al., 2012). A IL-17 é uma 

importante citocina pró-inflamatória secretada pelas células Th17, envolvida na 

ativação de quimiocinas que atraem e ativam leucócitos, como monócitos e 

neutrófilos induzindo forte inflamação local (AHLUWALIA et al., 2018). Diversos 

trabalhos têm demonstrado que pacientes com RCU e DC possuem uma expressão 

aumentada de citocinas relacionadas à resposta Th17 (KANAI et al., 2012; KASER; 

ZEISSIG; BLUMBERG, 2010; MALOY; KULLBERG, 2008; SANCHEZ-MUÑOZ; 

DOMINGUEZ-LOPEZ; YAMAMOTO-FURUSHO, 2008). Assim como a citocina IL-

17, a IL-23 também é de grande importância nas DII. Ambas se encontram 

aumentadas nos tecidos de indivíduos acometidos pela doença, reforçando o 

importante papel da resposta Th17 (FUJINO et al., 2003; YEN et al., 2006). 

As células Th9 também têm sido descritas na patogênese das DII. Esse 

subtipo de linfócito secreta IL-9 que pode prejudicar a interface intestinal e impedir a 

cicatrização de feridas (GERLACH et al., 2014; NALLEWEG et al., 2014). 

Os linfócitos T regulatórios auxiliam na manutenção da homeostase da 

mucosa intestinal, por meio da produção de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-

10 e o fator de crescimento transformador beta (TGF-) (VALENCIA et al., 2006). 

Pacientes com DII apresentam número reduzido de linfócitos Treg no sangue 

periférico (MAUL et al., 2005). 

Na Figura 1 podemos observar de forma simplificada a importância do 

sistema imune no desenvolvimento das DII. 

 

Fonte: (Autoria própria). 

Figura 1: Imunopatogênese das doenças inflamatórias intestinais (DII). 

Esta imagem foi criada com o auxílio do Medical ART (https://smart.servier.com/). 
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 Tal como ocorre em outros estados inflamatórios, as lesões teciduais 

observadas nas DII são causadas pelo próprio sistema imune, chamadas de lesões 

imunopatológicas. O equilíbrio entre citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias 

possui importante papel na patogênese e manutenção deste conjunto de doenças. 

Uma reposta imune desregulada, é o que determina o desequilíbrio entre estas 

citocinas, ativando células e desencadeando intenso quadro inflamatório (POWRIE, 

1995; RIZZO et al., 2012).  

 Dentre várias citocinas envolvidas na patogênese das DII, a IL-10 é uma 

citocina imunomoduladora importante na manutenção da homeostase intestinal. O 

desenvolvimento das DII nos primeiros anos de vida pode ocorrer devido a 

mutações em um único gene relacionado a IL-10. Por exemplo, mutações nos genes 

para o receptor da IL-10 α e β, estão correlacionados ao desenvolvimento de DC 

(GLOCKER et al., 2009). Experimentalmente, macrófagos murinos deficientes na 

sinalização do receptor de IL-10 (IL-10R) estão intimamente envolvidos na 

patogênese da colite induzida por dextrana sulfato de sódio (DSS) (ZIGMOND et al., 

2014). A IL-10 tem um papel muito importante nas DII, e esses aspectos serão 

melhor explorados no final desta introdução, juntamente com os macrófagos. 

 

1.3 Tratamento das doenças inflamatórias intestinais 

 Atualmente o tratamento das DII é realizado com base em três pilares 

principais, sendo eles: manutenção de hábitos de vida saudável, tratamento 

farmacológico e cirúrgico (WRIGHT; KAMM, 2015). 

 Um melhor prognóstico das DII está relacionado a condutas terapêuticas que 

têm por objetivo controlar a inflamação dos tecidos promovendo a cicatrização da 

mucosa (DARR; KHAN, 2017; LICHTENSTEIN; HANAUER; SANDBORN, 2009). 

  Os medicamentos convencionais utilizados são pertencentes às classes dos 

aminossalicilatos (5-ASA), corticosteroides, antibióticos, imunomoduladores/ 

imunossupressores e imunobiológicos. Os objetivos terapêuticos são: reduzir a 

inflamação, controlar os sintomas e evitar complicações em casos de reativação da 

doença.  

 A intervenção cirúrgica é indicada em casos de obstruções, complicações 

supurativas e doença refratária ao tratamento medicamentoso (VAN ASSCHE et al., 

2010). Entretanto, em 90% dos pacientes com DC que passaram por procedimentos 
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cirúrgicos (ileocolectomia direita) foi observada recorrência endoscópica, no período 

de um ano pós-operatório. Além disso, 30% dos pacientes apresentaram recorrência 

clínica e 5% a 10% dos pacientes necessitaram de novas cirurgias (DE CRUZ et al., 

2012). 

 Atualmente o tratamento das DII visa o controle da inflamação e a 

cicatrização, resultando em melhora da condição clínica do paciente, de sua 

qualidade de vida, a promoção e manutenção da remissão, bem como a redução do 

número de hospitalizações e cirurgias, já que a possibilidade de cura para esse 

grupo de doenças inflamatórias do intestino é até o momento inexistente (DARR; 

KHAN, 2017). 

 A escolha apropriada da conduta terapêutica é a que melhor se adapta às 

necessidades de determinado indivíduo, dado ao fato da ampla heterogeneidade 

dos pacientes com DII (COLOMBEL; NARULA; PEYRIN-BIROULET, 2017). 

 Os 5-ASA são medicamentos anti-inflamatórios, que têm como principais 

representantes a mesalazina e a sulfassalazina. Os 5-ASA, administrados por via 

oral, são comumente a terapia mais prescrita para a DC, sendo que 

aproximadamente 60% dos pacientes com DC, recebem esses medicamentos em 

algum momento do curso da doença (SCHOEPFER et al., 2014). Os 

aminossalicilatos demonstraram ser superiores ao placebo na manutenção da 

remissão em pacientes com DC que passaram por intervenções cirúrgicas  

(GJULADIN-HELLON et al., 2019). Embora os 5-ASA tenham um perfil de segurança 

relativamente favorável, alguns eventos adversos raros, porém graves, como 

pancreatite, nefrite intersticial, pleurite e miopericardite têm sido relacionados ao seu 

uso (RANSFORD; LANGMAN, 2002). 

 Os corticosteroides são anti-inflamatórios esteroides com características 

imunossupressoras, que visam controlar a resposta imune inadequada nestas 

doenças. Um medicamento representante dessa classe é a budesonida, utilizada na 

indução de remissão na DC ileocecal. Sua ação é superior ao placebo e aos 

medicamentos do grupo dos 5-ASA, como a mesalazina (KUENZIG et al., 2014).  

 Alguns antibióticos podem ser adicionados como terapia medicamentosa para 

o controle de infecções do sistema digestório, além de controlar abscessos e fístulas 

perianais. São exemplos dessa classe o metronidazol e o ciprofloxacino (DC et al., 

1995; THIA et al., 2009). 
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 Os agentes imunomoduladores/ imunossupressores são fármacos utilizados 

no tratamento de fístulas e na manutenção de recorrências clínicas e cirúrgicas. A 

azatioprina e o metotrexato são os principais representantes dessa classe (ITAGAKI 

et al., 2012). A imunossupressão induzida pelo metotrexato pode resultar em efeitos 

adversos raros como hepatotoxicidade, citopenias e hipersensibilidade pulmonar 

(FOURNIER et al., 2010). 

 Além dos medicamentos convencionais utilizados no tratamento das DII, os 

agentes biológicos têm sido amplamente utilizados na prática clínica e incluem 

anticorpos bloqueadores de citocinas e outras moléculas envolvidas na inflamação 

intestinal. Dentre eles, destacam-se: anticorpos bloqueadores de TNF (Adalimumabe 

e Infliximabe), inibidores de moléculas de adesão que impedem a migração 

leucocitária (Natalizumabe e Vedolizumabe) e antagonistas de IL-12 e IL-23 

(Ustekinumabe), com ação anti-inflamatória no intestino (AHLUWALIA et al., 2018; 

DE MATTOS et al., 2015).  

 Dentre várias citocinas, o TNF é um importante mediador envolvido na 

patogênese das DII. Medicamentos, como o Infliximabe, agem bloquenado o TNF e 

atuam neutralizando este mediador derivado de macrófagos inflamatórios (Figura 2). 

O Infliximabe também atua na recuperação da barreira epitelial (SUENAERT et al., 

2002), na indução da motilidade dos fibroblastos intestinais, na cicatrização de 

lesões (DI SABATINO et al., 2007), promovem apoptose das células T e podem 

induzir a polarização de macrófagos regulatórios (NA et al., 2019; ZAEEM CADER; 

KASER, 2013). Entretanto, aproximadamente 30% dos pacientes descontinuam a 

terapia anti-TNF por não apresentarem resposta primária e outros 30 a 40% por 

apresentarem perda da resposta dentro de cinco anos de tratamento 

(PAPAMICHAEL et al., 2015).  

 

Fonte: (NA et al., 2019) 

Figura 2: Terapia atual de controle das doenças inflamatórias intestinais (DII) direcionada aos 

macrófagos. 

O Infliximabe é um anticorpo IgG1 quimérico humano-murino que bloqueia a ação da citocina TNF e 

impede a ativação inflamatória mediada pelo receptor de TNF (TNFR) em macrófagos intestinais. 
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Outra proposta para o tratamento das DII é o uso de probióticos. A literatura 

tem evidenciado que o uso de probióticos é superior ao placebo e tão eficaz quanto 

ao uso da mesalazina na manutenção da remissão (DO; BAIRD; KOCKLER, 2010; 

SANG et al., 2010). Resultados promissores com uma mistura probiótica 

denominada VSL#3 têm sido relatados por diferentes autores. O VSL#3 tem 

apresentado bons resultados no tratamento profilático, além de auxiliar na 

manutenção da remissão em pacientes com RCU (BIBILONI et al., 2005; 

GIONCHETTI et al., 2000; MARDINI; GRIGORIAN, 2014; SOOD et al., 2009). Por 

outro lado, diferentes estudos têm evidenciado que o uso da terapia convencional, 

associada ao uso de probiótico, não melhora as taxas de remissão em pacientes 

com RCU leve e moderada. Além do fato de que estudos que avaliaram o uso de 

probióticos no tratamento da RCU são limitados no que tange ao desenho de ensaio 

clínico e ao uso de probióticos com diferentes microrganismos (DERIKX; 

DIELEMAN; HOENTJEN, 2016; NAIDOO et al., 2011; ROLFE et al., 2006). 

As DII são um conjunto de doenças crônicas do trato gastrointestinal, de 

etiologia multifatorial, associadas a uma complexa interação entre a microbiota e o 

sistema imune, que resulta em uma resposta inflamatória anormal em indivíduos 

geneticamente suscetíveis. A disbiose é um quadro caracterizado pela alteração da 

composição das bactérias comensais do hospedeiro e está intimamente relacionada 

à patogênese das DII (BELKAID; HAND, 2014). Estudos recentes têm apontado o 

transplante de microbiota fecal (TMF) como uma nova alternativa terapêutica de 

correção dessa disbiose, atuando no aumento da probabilidade de remissão clínica 

na retocolite ulcerativa (COSTELLO et al., 2017; PARAMSOTHY et al., 2017). 

Entretanto a literatura a respeito do TMF ainda é escassa de estudos que abordem 

os efeitos adversos relacionados à utilização dessa terapia, de protocolos que 

estabeleçam parâmetros ideais em termos de via de administração, frequência, 

volume, preparação, tipo de doador e em quais fases das DII o TMF deve ser 

utilizado. A manutenção da indução da remissão da DC e da RCU a longo prazo e 

em pacientes pediátricos ainda também não foram elucidadas (IMDAD et al., 2018).  

 Apesar do grande número de terapias disponíveis no mercado para o 

tratamento das DII, ainda há relatos de pacientes refratários, graves efeitos 

colaterais associados aos medicamentos utilizados e elevado custo dos tratamentos 

disponíveis atualmente (PITHADIA; JAIN, 2011).  
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1.4 Modelos experimentais das doenças inflamatórias intestinais 

 Nas últimas décadas, diferentes modelos de DII experimental têm sido 

desenvolvidos para se entender melhor a patogênese dessas doenças e para a 

busca de novos alvos de tratamento. Embora nenhum modelo reproduza 

perfeitamente o complexo quadro das DII, alguns modelos nos permitem mimetizar a 

patogênese deste espectro de doenças. Desta forma, estes modelos visam 

identificar genes envolvidos na suscetibilidade à DC e RCU e caracterizar células e 

moléculas do sistema imunológico que estejam envolvidas na patogênese das DII e 

que venham a ser consideradas essenciais para o desenvolvimento de terapias mais 

eficazes (YAN et al., 2009). 

 Modelos experimentais das DII podem ser divididos em 5 grandes grupos: a) 

Modelos animais por depleção de genes (knockout - KO), como exemplo podemos 

citar camundongos IL-10-/-; b) modelo de ratos ou camundongos transgênicos, como 

camundongos transgênicos para IL-7 que expressam constitutivamente IL-7 em 

vários tecidos (WATANABE et al., 1999); c) modelo de colite espontânea, como 

camundongos C3H/HeJBir, que desenvolvem uma forma hereditária espontânea de 

DII idiopática (SUNDBERG et al., 1994); d) modelo de colite induzida por agente 

químico, dentre eles destacam-se o modelo de administração retal do ácido 

trinitrobenzeno sulfônico (TNBS) e a colite induzida pelo DSS, por via oral; e) modelo 

de transferência adotiva, exemplificado pela transferência de células 

TCD4+/CD45RBhigh (JURJUS; KHOURY; REIMUND, 2004; TAGHIPOUR et al., 

2016). 

 Um bom modelo animal deve apresentar algumas características, tais como: 

intestino com alterações morfológicas, inflamação, sinais e sintomas, fisiopatologia e 

curso semelhante as DII apresentadas em humano (JURJUS; KHOURY; REIMUND, 

2004). Dentre os modelos experimentais, os modelos de colite induzida por agentes 

químicos são os mais bem descritos e utilizados, principalmente por sua praticidade 

e rapidez de execução. Dentre os agentes químicos utilizados o DSS apresenta 

algumas vantagens em relação aos demais. Uma importante vantagem deste 

modelo é a possibilidade de se reproduzir uma colite aguda, crônica ou recidivante, 

simplesmente alterando a concentração e o tempo de administração do DSS. O 

modelo de colite induzida por DSS pode se desenvolver na ausência de resposta 

imune adaptativa mediada por células T, tendo em vista que tal modelo pode ser 

reproduzido em camundongos Knockout Rag1. Sendo assim, o modelo DSS é 
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amplamente utilizado para estudos de mecanismos da imunidade inata na colite 

(WIRTZ et al., 2007).  

 O modelo de colite induzida por DSS apresenta elevada uniformidade e 

reprodutibilidade das lesões presentes no cólon (KIESLER; FUSS; STROBER, 

2015), além de não existirem deleções ou manipulações genéticas artificiais que 

comumente não são observadas na DII humana (WIRTZ et al., 2007).   

 O modelo de colite induzida por DSS se reproduz bem em ratos e em 

diferentes linhagens de camundongos (PERŠE; CERAR, 2012). As diferenças na 

progressão e na resolução da colite experimental induzida em camundongos 

C57BL/6 e BALB/c estão relacionadas com a capacidade de cada linhagem 

orquestrar respostas inflamatórias e mecanismos de reparo tecidual, de acordo com 

os diferentes perfis de citocinas secretados pelas linhagens (MELGAR; KARLSSON; 

MICHAËLSSON, 2005). Sendo assim, camundongos C57BL/6 são mais 

susceptíveis à indução de colite por DSS que camundongos BALB/c (STROBER; 

FUSS; BLUMBERG, 2002).  

 O DSS reproduz em modelo murino características clínicas e histológicas que 

mimetizam a RCU em humanos (YAN et al., 2009), além de apresentarem perfil de 

citocinas semelhantes (MIZOGUCHI; MIZOGUCHI, 2008). Sendo assim, esse 

modelo de colite pode ser usado como um modelo relevante para a projeção dos 

dados encontrados em camundongos para a doença humana (MELGAR et al., 

2008).  

 Os mecanismos pelos quais o DSS induz a colite ainda não são bem 

elucidados. Porém, acredita-se que o DSS age primeiramente interferindo com a 

função da barreira intestinal e num segundo momento está associado à inflamação 

local. A Figura 3 representa um possível mecanismo de ação do DSS. 
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Fonte: (CHASSAING et al., 2014). 

Figura 3: Representação esquemática do modelo de colite induzida por dextrana sulfato de sódio 

(DSS).

O DSS possui carga negativa, o que o torna tóxico para o epitélio do cólon induzindo erosões que 

comprometem a integridade da barreira epitelial, resultando em uma maior permeabilidade intestinal. 

O DSS também possui propriedade anticoagulante que agrava o sangramento intestinal. 

  

 O modelo experimental de colite induzido por DSS caracteriza-se 

histologicamente por: alterações degenerativas da camada muscular, atipia celular e 

desorganização de células epiteliais colunares que dão origem a extensas lesões 

segmentares no epitélio, ausência de células caliciformes, presença de edema e 

recrutamento de células inflamatórias (SOUZA et al., 2016). 

  

1.5 Macrófagos 

 Macrófagos são células multifuncionais encontradas nos diferentes tecidos. 

São importantes fagócitos mononucleares reconhecidos por participarem das 

repostas imunes inata e adaptativa. Entretanto suas funções vão muito além da 
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imunidade (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013). Diferentes estudos têm apontado 

diversas funções dessas células, como por exemplo, a destruição de milhões de 

hemácias senescentes diariamente (KAWANE et al., 2001), funções no metabolismo 

sistêmico (HOTAMISLIGIL, 2006), desenvolvimento de tecidos e órgãos (GORDON; 

PLUDDEMANN; MARTINEZ ESTRADA, 2014), produção de fatores de crescimento 

e matriz extracelular (OKABE; MEDZHITOV, 2016), reparo tecidual (POLLARD, 

2009) e até mesmo, nos mecanismos de adaptação ao frio (NGUYEN et al., 2011). 

Mas todos estes papéis representam, talvez, um mesmo objetivo: manter a 

homeostase dos tecidos.   

 No contexto da resposta imunológica, macrófagos podem se comportar como 

células pró-inflamatórias ou anti-inflamatórias. Os diferentes fenótipos que essas 

células adquirem são resultantes do perfil de citocinas e de outros sinais derivados 

dos tecidos, após agressões (GORDON; TAYLOR, 2005; MARTINEZ et al., 2008). 

 A simples definição proposta por Mills et al. (2000) de polarização de 

macrófagos clássicos (M1) e alternativos (M2) tornou-se obsoleta. De uma forma 

geral, a ativação de macrófagos pode resultar em populações heterogêneas com 

diferentes funções (GORDON; TAYLOR, 2005; HOPKINS et al., 2014; MOSSER, 

2003). De fato, existe um amplo espectro de ativação de macrófagos (MOSSER; 

EDWARDS, 2008). 

 Atualmente temos relatos da existência de pelo menos três populações 

diferentes de macrófagos: macrófagos ativados por via clássica, voltados 

basicamente para a função de defesa do organismo; macrófagos alternativamente 

ativados, com função de reparo de danos teciduais; e macrófagos ditos regulatórios 

que agem principalmente por mecanismos imunomoduladores controlando a 

inflamação (MOSSER; GONÇALVES, 2015; MURRAY, 2017). As três 

subpopulações de macrófagos já descritas estão representadas na Figura 4. 
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Fonte: (FLEMING; MOSSER, 2011). 

Figura 4: Três subpopulações de macrófagos, com respectivas propriedades bioquímicas e 

fisiológicas. 

Macrófagos classicamente ativados estão associados à defesa do hospedeiro, alta atividade 

microbicida e produção de citocinas pró-inflamatórias. Macrófagos alternativamente ativados 

promovem a eliminação de detritos, reparo tecidual e cicatrização de feridas. Macrófagos regulatórios 

possuem potente atividade anti-inflamatória, produzindo altos níveis de IL-10 e regulando a produção 

de citocinas pró-inflamatórias. 

  

 Os macrófagos classicamente ativados (CAMφs) são vitais componentes da 

defesa do hospedeiro, apresentando alta atividade microbicida e produção de 

citocinas pró-inflamatórias (MURRAY; SPITALNY; NATHAN, 1985). Porém sua 

ativação requer um controle minucioso, pois as citocinas e os mediadores pró-

inflamatórios gerados podem levar a danos teciduais, como observado nas DII 

(ZHANG; MOSSER, 2008). 

  Os macrófagos alternativamente ativados (AA-Mφ) são ativados na presença 

das citocinas IL-4 ou IL-13. Essas células promovem o reparo tecidual e a 

cicatrização de feridas (GORDON, 2003; STEIN et al., 1992). 

 Sutterwala e colaboradores (1998) foram os pioneiros em identificar uma 

população de macrófagos regulatórios após ativação in vitro com um agonista do 

receptor do tipo Toll (TLR) na presença de complexos imunes, formados por 
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hemácias de carneiro opsonizadas por IgG de coelho, o que resultou no 

desenvolvimento de uma população de macrófagos produtora de elevados níveis de 

IL-10 e baixas concentrações de IL-12 (SUTTERWALA et al., 1998). Uma 

característica das subpopulações de células com perfil regulatório é a necessidade 

de dois estímulos para induzir a sua atividade anti-inflamatória (EDWARDS et al., 

2006; GERBER; MOSSER, 2001). 

 A ativação de macrófagos com um único estímulo, como um agonista de TLR, 

resulta na produção de citocinas pró-inflamatórias, mas essa estimulação não é 

suficiente para produzir altos níveis de IL-10. A adição de um segundo estímulo, 

representado por imunocomplexo, que se liga aos macrófagos através do Fc-gamma 

receptor 1 (FcR), tem a função de "reprogramação" de sinalização suficiente para 

induzir a produção de IL-10. Grande parte dos estímulos de reprogramação 

estudados até o momento levam à ativação de uma proteína quinase regulada por 

sinalização extracelular (ERK), e uma proteína quinase ativada por mitógenos (p38) 

(LUCAS et al., 2005). A ativação de ERK resulta na fosforilação de histonas 

associadas ao promotor IL-10, tornando esse promotor mais acessível aos fatores 

de transcrição que induzem a expressão gênica de IL-10 (YANG; MOSSER; 

ZHANG, 2007). 

 Fleming et al. (2015) avaliaram três estímulos distintos de reprogramação de 

macrófagos para o perfil regulatório: imunocomplexo de alta densidade (OVA – IgG 

anti OVA), prostaglandina E2 (PGE2) (200 nM) ou Adenosina (200 µM). O outro sinal 

foi realizado utilizando lipopolissacarídeo (LPS) na concentração de 10ng/ml. Todas 

as três populações celulares geradas expressaram altos níveis de transcritos de IL-

10, fatores angiogênicos e de crescimento. As populações também secretaram 

baixas concentrações de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, IL-6 e IL-12. 

Quando avaliados in vivo, todos os três fenótipos de macrófagos foram eficazes em 

aumentar a sobrevida de camundongos com endotoxemia letal, induzida por 10 

mg/kg dose de LPS. 

 A maior população de macrófagos residentes em camundongos está presente 

no intestino (LEE; STARKEY; GORDON, 1985). A caracterização de macrófagos 

intestinais requer uma abordagem baseada em diferentes marcadores. Atualmente 

estas células são identificadas e quantificadas, através de marcadores como: CD64 

(FcγRI), F4/80 e complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHCII), 

utilizados em combinação com Ly6C e associados a marcadores de exclusão de 
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linhagem (por exemplo, para linfócitos e granulócitos) (GRAINGER et al., 2017). 

Macrófagos residentes no intestino também apresentam alta expressão de CX3CR1 

(BAIN; MOWAT, 2014).  

 A maioria dos macrófagos residentes no intestino são repovoados por 

monócitos sanguíneos provenientes da medula óssea, tanto em humanos, quanto 

em camundongos (BAIN et al., 2014; GRAINGER et al., 2017) e possuem uma meia 

vida de aproximadamente 3 a 5 semanas. Entretanto, estudos recentes em 

camundongos têm mostrado que existe uma heterogeneidade de ontogenia dos 

macrófagos intestinais, após ser identificada a existência de uma população de 

macrófagos auto renováveis que se originam de precursores embrionários, além da 

população de macrófagos provenientes de monócitos adultos derivados de medula 

óssea (DE SCHEPPER et al., 2018; SHAW et al., 2018).  

A diferenciação de monócitos em macrófagos intestinais resulta em uma 

célula com capacidade fagocitária aumentada, com produção constitutiva de IL-10, 

diminuição da produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-6 e de óxido nítrico 

sintase (iNOS) e que se apresentam anérgicas à estimulação de TLR (BAIN; 

MOWAT, 2014). 

 No intestino, os macrófagos possuem funções paradoxais, pois precisam 

manter a tolerância à microbiota comensal e aos diversos antígenos alimentares, 

mantendo a capacidade de resposta a possíveis microrganismos patogênicos 

(GRAINGER et al., 2017). Tais células controlam a inflamação excessiva em 

resposta a microrganismos comensais, favorecendo a expansão de células T reg, 

principalmente via produção de IL-10 (MOWAT, 2018). Os macrófagos intestinais 

também possuem as funções de limpeza, como remodelação de tecidos e remoção 

de células mortas ou senescentes (NAGASHIMA et al., 1996). São células capazes 

de produzir fatores solúveis que auxiliam na manutenção da integridade da barreira 

epitelial, como a PGE2 (GRAINGER et al., 2013). Macrófagos presentes nas 

camadas muscular e serosa são importantes na manutenção do peristaltismo 

(MULLER et al., 2014).  

Estas células apresentam importante papel na homeostase do intestino 

(BELKAID; HAND, 2014) porém, quando ativados, macrófagos inflamatórios 

intestinais produzem grandes quantidades de TNF, IL-1β, IL-6 e óxido nítrico, que 

podem levar à potencialização das lesões neste órgão (BAIN et al., 2013). A 

ativação do sistema imunológico para uma resposta inflamatória exacerbada é o que 
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caracteriza as doenças inflamatórias intestinais, e neste contexto, os macrófagos 

possuem um papel crucial na patogênese dessas doenças (LISSNER et al., 2015). 

 

1.6 Participação dos macrófagos e da IL-10 na colite 

 Macrófagos são células de extrema importância durante todo o processo 

inflamatório, estando presentes durante o início e progressão da inflamação, bem 

como no reparo (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013). 

 A migração e a ativação exacerbadas de macrófagos têm sido considerados 

fatores cruciais para a patogênese das DII em indivíduos geneticamente suscetíveis 

(WEBER; SAURER; MUELLER, 2009). O perfil de monócitos e macrófagos em um 

indivíduo saudável, em homeostase, é diferente do perfil de monócitos/macrófagos 

de pacientes com DII ativa (NA et al., 2019), como mostrado na Figura 5. 

 

Fonte: (NA et al., 2019) 

Figura 5: Alteração dos monócitos e macrófagos em pacientes com doenças inflamatórias intestinais. 

Durante a homeostase, os monócitos presentes no sangue (CCR2+: Receptor de quimiocina tipo 2) 

migram para a lâmina própria e se tornam tolerantes, produzindo IL-10 constitutivamente. Esses 

macrófagos maduros favorecem a expansão de células T regulatórias (Treg). Entretanto, esse 

processo é desregulado em pacientes com doenças inflamatórias intestinais (DII), o que resulta em 

um acúmulo de células pró-inflamatórias, dentre elas macrófagos no cólon inflamado. Essas células 

possuem a capacidade de induzir células T patogênicas auxiliares tipo 17 (Th17), que respondem 

secretando citocinas pró-inflamatórias, como IL-23, IL-17 e TNF. Monócitos circulantes de pacientes 

com DII ativa também são caracterizados por secreção aumentada de IL-23 e TNF. 

 

 A colite experimental murina, induzida por DSS, envolve principalmente 

células da imunidade inata, como neutrófilos, macrófagos e células dendríticas, uma 
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vez que a doença ocorre em camundongos deficientes em células T e B (ARRANZ 

et al., 2012; BERNDT et al., 2007; FAROOQ et al., 2009).  

 O DSS promove a ruptura direta da barreira epitelial, favorecendo a entrada 

de bactérias intestinais na mucosa lesada, culminando na perpetuação da 

inflamação da mucosa, com aumento do infiltrado inflamatório e produção excessiva 

de citocinas pró-inflamatórias, mimetizando a doença que ocorre em humanos 

(OKAYASU et al., 1990). A Figura 6 retrata a migração de monócitos 

Ly6ChiCX3CR1intMHCIIlow para o trato gastrointestinal e a diferenciação em 

macrófagos inflamatórios, após a administração de DSS. 

 

Fonte: Adaptado de (GRAINGER et al., 2017). 

Figura 6: Macrófagos na inflamação intestinal em quadro de colite induzida por dextrana sulfato de 

sódio (DSS). 

Em homeostase, os macrófagos residentes no intestino apresentam alta expressão de CX3CR1 

(CX3CR1hi). Entretanto no modelo experimental de inflamação intestinal induzida pelo DSS há a 

migração rápida de monócitos Ly6Chi (inflamatórios), que se diferenciam em macrófagos CX3CR1int 

no tecido. Essas células possuem um perfil pró-inflamatório, caracterizado pela produção de TNF, IL-

1, IL-6 e óxido nítrico sintase induzível (iNOS).  

 



35 
 

 Macrófagos apresentam papel fundamental na patogênese e de forma 

paradoxal, no controle das DII, visto que a depleção de fagócitos mononucleares 

intestinais, via a utilização de lipossomas contendo clodronato em camundongos 

C57BL/6 e BALB/c, está relacionada à gravidade da colite induzida por DSS, com 

aumento dos escores histopatológicos, maior perda de massa corporal, fezes mal 

formadas e diarreicas, sangramento retal e encurtamento do cólon (QUALLS et al., 

2006). 

 A IL-10 tem papel fundamental na manutenção da função dos macrófagos na 

mucosa gastrointestinal e na homeostase intestinal (HAYASHI et al., 2013; MALOY; 

POWRIE, 2011; MANTOVANI; MARCHESI, 2014; MAYNARD et al., 2007; 

SHOUVAL et al., 2014; ZIGMOND et al., 2014). Macrófagos provenientes de 

camundongos com deficiência do receptor de IL-10 apresentam aumento da 

expressão de mediadores pró-inflamatórios que resultam em colite espontânea, 

como iNOS, IL-23 e IL-12 (ZIGMOND et al., 2014). Similarmente, pacientes que 

apresentam polimorfismo no promotor de IL-10, apresentam níveis séricos reduzidos 

de IL-10, associados às DII (EDDIE IP et al., 2017; FRANKE et al., 2008).  

 Diversos são os exemplos de modelos experimentais que utilizam a IL-10 

como controle das DII. Hayashi et al. (2013) demonstraram que a administração de 

Clostridium butyricum em camundongos, induzia a produção de IL-10 pelos 

macrófagos, evitando o desenvolvimento de colite experimental. O trabalho de 

Steidler et al. (2000) mostrou que a liberação da IL-10, diretamente no intestino, por 

bactérias transgênicas da espécie Lactococcus lactis apresentou excelente resultado 

no controle da doença experimental. Na tentativa de realizar uma pesquisa 

translacional, a continuação deste trabalho foi publicada em 2006 com resultados 

promissores para a terapêutica das DII, ao tratar 10 pacientes com DC com L. lactis 

geneticamente modificado e observar que os pacientes apresentavam menor índice 

de atividade de doença, maior produção de IL-10 local e raros efeitos adversos 

(BRAAT et al., 2006). 

 O importante papel desempenhado pelos macrófagos intestinais na 

manutenção da homeostase, na evolução de doenças inflamatórias e sua intensa 

relação com a IL-10, nos direciona para a necessidade de estudos mais 

aprofundados nesta área, para um melhor entendimento das funções desta célula 

nos quadros de DII, assim como o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos 

para esse espectro de doenças até então incuráveis (GRAINGER et al., 2017). 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lactococcus-lactis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lactococcus-lactis
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2. JUSTIFICATIVA 

 As DII constituem um importante problema mundial de saúde pública com o 

significativo aumento de sua incidência e prevalência (MOLODECKY et al., 2012).  

 O aumento gradual da prevalência dessas doenças resultará dentro de um 

curto período de tempo em elevados custos de saúde, maiores até que os valores 

desprendidos para cuidados de pacientes portadores de asma, hipertensão e 

doença pulmonar obstrutiva crônica (GUNNARSSON et al., 2012). 

 Dados de mortalidade revelam um aumento no número de mortes a médio e 

longo prazo entre os pacientes com DII, sendo mais pronunciadas em crianças e 

adolescentes (JESS; FRISCH; SIMONSEN, 2013). 

 O diagnóstico das DII está associado a um impacto substancial na baixa 

qualidade de vida do paciente (bem-estar físico, social e emocional), no 

comprometimento da produtividade deste indivíduo no trabalho e no aumento do 

número de cirurgias e hospitalizações no Brasil (PARRA et al., 2019). 

 Somado a todos estes fatos, ainda temos as limitações inerentes ao 

tratamento dos pacientes, como efeitos adversos relacionados à utilização dos 

medicamentos convencionais e existência de pacientes refratários (PITHADIA; JAIN, 

2011). 

 Os estudos descritos na literatura, principalmente com modelo experimental 

em animais, têm descrito a importância dos macrófagos na patogênese da colite e 

nos processos de reparo (ANDERSON et al., 2013; ARRANZ et al., 2012; HAYASHI 

et al., 2013; HEINSBROEK; GORDON, 2009; HUNTER et al., 2010; LEUNG et al., 

2013; LIN et al., 2014), além de apontarem a IL-10 como promissora terapia para as 

DII (BARBARA et al., 2000; BRAAT et al., 2006; DUCHMANN et al., 1996; GROOL 

et al., 1998; SASAKI et al., 2005). Entretanto, a prática clínica tem apresentado 

muitas variações, sem resultados conclusivos de que a IL-10 seria realmente uma 

boa escolha (BICKSTON; COMINELLI, 2000; MANTOVANI; MARCHESI, 2014). 

 A proposta de induzir um fenótipo pré-resolutivo em macrófagos tem se 

apresentado como uma nova abordagem terapêutica para controlar a inflamação 

intestinal e restaurar a homeostase e a função tecidual (NA et al., 2019). Tal ideia é 

corroborada por evidências que mostram que a maioria das terapias clássicas das 

DII interferem com as funções dos macrófagos, como exemplo a mesalazina que 

atua inibindo vias de sinalização inflamatórias nos macrófagos (BANTEL et al., 

2000). 
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 Tendo em vista a plasticidade de ativação dos macrófagos e a possibilidade 

de se manipular populações individuais estimulando a indução de um perfil 

regulatório de produção de IL-10, a proposta do estudo em questão é a de elucidar 

melhor a função dos macrófagos na colite e avaliar o efeito do tratamento da DII 

experimental, através do uso de terapia celular autóloga, com macrófagos 

regulatórios, por nós denominada REMAC (Regulatory Macrophage Cell Therapy). 

Nossa hipótese é de que estas células serão atraídas ao local da lesão (intestino 

inflamado) e lá produzirão IL-10 localmente, aumentando desta forma a eficácia da 

terapia.   
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3. OBJETIVO 

 Estudar o papel dos macrófagos e avaliar o efeito da imunoterapia celular 

realizada com a administração destas células estimuladas para um perfil regulatório 

de produção de IL-10 na resposta inflamatória associada à colite em camundongos. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 Avaliar o papel de macrófagos sem estímulos, macrófagos classicamente 

ativados e da terapia imune celular com macrófagos regulatórios – REMAC 

(Regulatory Macrophage Cell Therapy) sobre os parâmetros descritos abaixo para 

avaliação de colite experimental. 

 

o Padronizar os estímulos para diferentes perfis de ativação de macrófagos; 

o Avaliar a eficácia do tratamento utilizando uma dose de macrófagos e duas 

doses da terapia celular; 

o Calcular o Índice de atividade da doença (perda de massa corporal, diarreia e 

sangramento nas fezes); 

o Realizar análises macroscópicas e histológicas do cólon; 

o Analisar os níveis de citocinas no soro dos camundongos; 

o Avaliar a migração de macrófagos do local da administração (peritôneo) para 

o cólon. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Animais 

 Camundongos SPF (Specific Pathogen Free), C57BL/6, selvagens, machos, 

entre 6-8 semanas de idade, e massa corporal entre 18 - 23g foram obtidos do 

Biotério Central da UFMG. 

Camundongos fluorescentes B6.129(Cg)-Gt(ROSA)26Sortm4(ACTB-tdTomato,-

EGFP)Luo/J (The Jackson Laboratory, código 007676), mantidos no backgroud 

C57BL/6, que expressam fluorescência vermelha (TdTomato), foram gentilmente 

cedidos pelo Prof. Alexander Birbrair do departamento de Patologia Geral.  

Os animais foram mantidos no biotério do departamento de Patologia Geral, 

sob condições controladas de temperatura (24°C) e luminosidade (ciclo claro/ escuro 

de 12h) com acesso à ração e água controlados durante todo experimento. 

 Esse trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG), com os números de 

protocolo: 212/2017 (Anexo 1) e 34/2020 (Anexo 2).  

 

4.2. ETAPA 1 – Isolamento e estímulos de macrófagos (Experimentos in 

vitro) 

 A primeira etapa desse trabalho foi elaborada com o objetivo de determinar o 

melhor perfil de ativação dos macrófagos para o perfil regulatório. Para o 

desenvolvimento desta primeira etapa foram utilizados 4 camundongos da linhagem 

C57BL/6. 

 

4.2.1. Cultivo de macrófagos derivados de medula óssea 

 O cultivo de macrófagos de medula óssea foi realizado de acordo com 

Gonçalves e Mosser (2015). Brevemente, progenitores de medula óssea do fêmur e 

da tíbia foram extraídos de camundongos C57BL/6 saudáveis. A extração foi 

realizada em capela de fluxo laminar e após a retirada das epífises ósseas, as 

células foram lavadas de dentro dos ossos com salina tamponada (PBS - 

phosphate buffered saline), suplementada com 50 UI/ml de penicilina (United States 

Biological, USA) e 50μg/ml de estreptomicina (United States Biological, USA). As 

células foram então centrifugadas a 350g por 10 minutos a 4°C e ressuspendidas 

em meio Dulbecco’s modified Eagle (DMEM, Sigma Aldrich, USA), suplementado 
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com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Cultilab, Brasil), 50 UI/ml de penicilina 

e 50μg/ml de estreptomicina e 20% de sobrenadante de cultura de fibroblastos L929 

contendo fator estimulador de colônia (M-CSF – Macrophage Colony Stimulating 

Factor), necessário para diferenciação das células precursoras da medula em 

macrófagos. As células foram mantidas em placas de petri (Corning, USA) e então 

acondicionadas em incubadora a 37°C, CO2 a 5% e umidade a 75%, por 7 – 10 dias 

(GONÇALVES; MOSSER, 2015).  

 Após a diferenciação, os macrófagos foram retirados das placas de petri com 

cellstripper® (Corning, USA), centrifugados a 300g por 10 minutos a 4°C e 

ressuspendidos em meio DMEM completo (sem sobrenadante de L929). As células 

foram contadas em câmera de Neubauer e a viabilidade foi avaliada pela coloração 

com azul de Tripan.  

  

4.2.2. Estímulo de macrófagos derivados de medula óssea 

 Após contagem em câmara de Neubauer os macrófagos foram plaqueados 

em placas de 24 poços (Biofil, Brasil) para realização dos diferentes estímulos 

propostos para ativação dessas células. 

 Para concluirmos este objetivo utilizamos o protocolo descrito por Mosser e 

Gonçalves (2015), com pequenas alterações. Resumidamente, 5x105 macrófagos 

foram distribuídos por poço num volume final de 0,5 ml de DMEM completo 

(MOSSER; GONÇALVES, 2015).  

Aos macrófagos do grupo controle (Mφ), compostos por macrófagos sem 

estímulo, foi adicionado somente DMEM completo.  

O segundo grupo de macrófagos foi ativado na presença de LPS 10ng/ml 

(Ultrapure LPS, E. coli 0111:B4; Invivogen, USA) (FLEMING et al., 2015), obtendo 

assim os macrófagos classicamente ativados (CAMφs).  

Para a polarização dos macrófagos para um perfil regulatório, três diferentes 

imunocomplexos em combinação com LPS foram testados. Para isso, testou-se qual 

seria melhor estímulo para produção de IL-10. Os seguintes imunocomplexos foram 

produzidos e testados: Beads de poliestireno adsorvidas a IgG de coelho (DELBY et 

al., 2020, no prelo), OVA/ IgG anti-OVA (MOSSER; GONÇALVES, 2015) e 

Prostaglandina E2 (PGE2) (FLEMING et al., 2015). 

 Até o presente momento, não há descrito na literatura marcadores específicos 

para macrófagos regulatórios, portanto o ensaio imunoenzimático (ELISA) tem sido a 
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melhor alternativa para identificar tais células, tendo em vista que macrófagos 

regulatórios produzem grandes quantidades de IL-10 e reduzem a produção de IL-

12/23(p40) (GERBER; MOSSER, 2001; MOSSER; ZHANG, 2008; PULL et al., 

2005). Portanto foi realizado o ELISA para quantificação de IL-10 e IL-12, para então 

comprovar e comparar a eficiência dos diferentes estímulos realizados. 

 

4.2.3. Produção de macrófagos regulatórios utilizando OVA/ IgG anti-OVA 

 A ligação entre ovoalbumina (OVA) e anticorpos IgG anti-OVA formam 

imunocomplexos solúveis que na presença do LPS polarizam os macrófagos para 

um perfil regulatório. Resumidamente, em um eppendorf de 1,5ml foram adicionados 

250µl de DMEM completo (sem sobrenadante de L929), 14µl (14µg) de OVA 

(Worthington Biochemical, USA) e por fim foi adicionado vagarosamente 50µl do 

anticorpo IgG anti-OVA (Novus Biologicals, USA), perfazendo o volume final de 

0,314ml. A mistura resultante foi colocada em homogeneizador por 30 minutos em 

temperatura ambiente. 

 Para ativar os macrófagos foi utilizada a concentração de 10ng/ml de LPS e 

50µl do imunocomplexo OVA/anti OVA por poço (5x105 macrófagos em um volume 

final de 0,5 ml de DMEM completo). 

 

4.2.4. Produção de macrófagos regulatórios utilizando Beads/IgG de coelho 

 A ligação entre as Beads de poliestireno e o anticorpo IgG de coelho (10 

mg/ml) foram utilizadas para a polarização de macrófagos regulatórios, de acordo 

com Delby et al. (2020, no prelo). Brevemente, as Beads de poliestireno, de 1,1µm, 

(Sigma Aldrich, USA) foram lavadas com PBS estéril três vezes e centrifugadas 

utilizando o programa de centrifugação: 680g, 5 minutos a 4C. Após preparo das 

Beads essas foram adicionadas ao IgG de coelho (Innovative Research, USA) e ao 

PBS estéril, na proporção de 10% (p/v), sendo 50µl das Beads de IgG, 66,7µl de 

Beads e 383,3µl de PBS. A mistura preparada foi mantida em rotor a 4C, overnight. 

No dia seguinte antes de sua utilização o imunocomplexo preparado foi centrifugado 

a 2.700g por 5 minutos a 4C, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido 

em 0,5ml de DMEM completo. Para ativar os macrófagos in vitro, 50µl do 

imunocomplexo em combinação com 10ng/ml de LPS foram utilizados por poço. Já 

para os experimentos in vivo, o protocolo terapêutico de imunoterapia dos animais 
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com colite, consistiu na administração de 1x106 macrófagos regulatórios ativados 

com 100µl de IC Beads + IgG em combinação com 10ng/ml de LPS, por animal. 

 

4.2.5. Produção de macrófagos regulatórios utilizando Prostaglandina (PGE2)  

 Para o terceiro estímulo de ativação dos macrófagos regulatórios foi utilizado 

200 nM PGE2 (Cayman Chemical, USA) em combinação 10ng/ml de LPS por poço. 

Brevemente, uma alíquota de PGE2 congelada e armazenada em álcool etílico 

absoluto, na concentração de 10mM, foi diluída em meio de cultura DMEM, para ser 

utilizada na concentração final de 200nM por poço. Primeiramente a PGE2 foi 

adicionada ao poço com 5x105 macrófagos, seguida pelo LPS (10ng/ml). 

  

4.2.6. Determinação dos níveis de IL-10 e IL-12 em sobrenadante de cultura 

(ELISA) 

 Níveis de IL-10 e IL-12 foram dosados no sobrenadante resultante da cultura 

de macrófagos estimulados com imunocomplexo OVA/anti-OVA + LPS; 

imunocomplexo Beads/IgG de coelho + LPS; Prostaglandina E2 + LPS; somente 

LPS; somente Beads/IgG e como controle macrófagos com DMEM completo. 

 A técnica foi realizada utilizando-se os kits de anticorpos adquiridos dos 

fabricantes R&D Systems e BD Biosciences, para dosagem de IL-10 e IL-12, 

respectivamente.  Seguiram-se os protocolos recomendados pelos fabricantes para 

as dosagens e o protocolo descrito por Hornbeck (2015).  

 O sobrenadante foi coletado aproximadamente 16 horas após os estímulos 

terem sido realizados, e as amostras foram mantidas a -20°C para posterior 

utilização no ELISA. 

 Os testes foram realizados em placas de 96 poços (R&D Systems, USA). As 

placas foram sensibilizadas com 100µl/poço de solução do anticorpo monoclonal 

anti-camundongo para a citocina em questão e incubadas a 4°C overnight. No dia 

seguinte foram realizadas três lavagens das placas com Tween 20 0,05% em PBS, 

pH 7,4. Posteriormente adicionou-se às placas o tampão de bloqueio – Reagente 

diluente (1% BSA em PBS, pH 7,4) e estas foram incubadas por 1 hora em 

temperatura ambiente. Após o tempo de incubação uma nova etapa de lavagem foi 

realizada. Adicionou-se 100µl/poço dos padrões (39-5000pg/ml) ou 100µl das 

amostras e incubou-se as placas por 2 horas em temperatura ambiente. Após mais 

uma lavagem das placas, adicionou-se 100µl/poço de solução de anticorpo 



43 
 

biotinilado anti-IL10 de camundongo diluído em reagente diluente e incubou-se as 

placas por mais 2 horas. Após nova lavagem foi pipetado 100µl/poço da solução de 

Streptoavidina - HRP também diluída em reagente diluente (1:40), seguida de 1 hora 

de incubação em temperatura ambiente. Foi realizada a última lavagem das placas e 

adicionado 100μL/poço do revelador TMB – tetrametilbenzidina (BD Biosciences, 

USA), e então incubado em temperatura ambiente por 20 minutos, ao abrigo da luz. 

Após o desenvolvimento da cor foi adicionado 50μL/poço de H2SO4 1M para parar a 

reação e por fim a leitura das placas foi realizada no leitor de ELISA (Epoch - Biotek) 

no comprimento de onda de 450nm.  

 

4.3. ETAPA 2 – Modelo experimental de doença inflamatória intestinal 

induzida pelo DSS 

 Para estabelecermos o melhor modelo de colite a ser utilizado em nosso 

estudo, nosso objetivo nessa etapa foi o de padronizar a concentração do DSS 

administrada por via oral para os animais.  

 A indução da colite foi realizada por meio da administração de dextrana 

sulfato de sódio em duas concentrações diferentes, ofertado na mamadeira, como 

única fonte líquida durante sete dias, segundo adaptação do protocolo proposto por 

Chassaing e colaboradores (2014). A solução de DSS era renovada e mensurada 

diariamente durante o período de 7 dias. Aos animais do grupo controle foi ofertada 

água autoclavada, também devidamente renovada e mensurada durante todo o 

experimento. 

 O DSS usado para a indução de colite foi do fabricante MP Biobedicals, com 

peso molecular de 36 – 50 kDa. 

 

4.3.1. Modelo de colite induzida por DSS em camundongos C57BL/6 

 O DSS foi administrado por 7 dias consecutivos, nas concentrações de 2,5% 

(KRIEGLSTEIN et al., 2001) e 3% (QUALLS et al., 2006). 

 Os camundongos, com idade entre 6-8 semanas e massa corporal de 

aproximadamente 20 gramas foram pesados e posteriormente separados de 

maneira homogênea em três grupos: Grupo controle (somente ingestão de água 

autoclavada); Grupo DSS 2,5% e Grupo DSS 3%. 

 Os animais foram monitorados todos os dias durante o protocolo de indução 

de colite. A solução de DSS ou a água e a ração foram mensuradas e completadas 
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diariamente. Ao final do sétimo dia de experimento, os animais foram anestesiados 

com isoflurano e posteriormente eutanasiados por deslocamento cervical.  

 

4.3.2. Delineamento experimental  

 Para o desenvolvimento desta etapa foram utilizados 15 camundongos 

machos da linhagem C57BL/6. 

 Os animais foram divididos em três grupos: Grupo controle (somente ingestão 

de água autoclavada), (n=5); Grupo 2,5% DSS, (n=5); Grupo 3% DSS, (n=5). 

Dia 1 Dia 2 Dia 4 Dia 6Dia 0 Dia 3 Dia 5 Dia 7

DSS 2,5% ou 3% 

Eutanásia

 

 

4.4. Avaliação dos sinais clínicos e determinação do índice de atividade da 

doença (IAD) 

 Os animais foram pesados e monitorados clinicamente, durante o período 

experimental, sempre na parte da manhã, a fim de evitar variações durante o dia. 

Para análise do desenvolvimento ponderal, a massa obtida no início da indução da 

colite (dia 0) foi considerada 100%, sendo as alterações diárias (perda ou ganho) 

computadas individualmente em relação à massa inicial e expressas em 

porcentagem. Após a pesagem dos animais, esses eram colocados individualmente 

em caixas de acrílico por cerca de 10 minutos para avaliação da consistência e da 

presença de sangue nas fezes. Para a análise da presença de sangue oculto, 

utilizou-se o kit de teste de sangue oculto Hexagon obscreen adquirido da 

distribuidora In Vitro, catálogo: 28220.  

 O IAD é um índice que tem por objetivo a avaliação clínica da progressão da 

colite. Este índice tem se mostrado de grande relevância na análise dos parâmetros 
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clínicos característicos da colite. Os parâmetros avaliados por este índice são 

análogos aos sintomas observados em humanos. Tal índice consiste na pontuação 

combinada entre a perda de massa corporal durante a colite em relação à massa 

inicial, a consistência das fezes e a presença de sangramento.  

 A porcentagem de massa corporal foi calculada através da diferença entre a 

massa inicial (primeiro dia do experimento) e a massa do dia da medição 

subsequente, seguindo-se desta forma, com medições todos os dias, até o último 

dia de experimentação. A diarreia foi observada pela presença de muco e/ou 

material fecal aderido à pele do ânus do animal. A presença da diarreia pôde ser 

confirmada pela ausência da formação de fezes bem formadas e/ou pela presença 

de material fecal fluido, contínuo no cólon após eutanásia e excisão do cólon. As 

pontuações do IAD foram atribuídas segundo parâmetros propostos por Kang e 

colaboradores (2006), como mostrado na Tabela 1 abaixo. 

 

Tabela 1: Pontuações dos sinais clínicos para cálculo do índice de atividade de doença (IAD). 

Pontuação Perda de massa (%) Diarreia Sangramento

0 Ausente Ausente Ausente

1 01-05%

2 05-10% Moderado Oculto

3 11-15%

4 ˃ 15% Severa Aparente
 

Fonte: (KANG et al., 2006) 

4.5. Comprimento do cólon 

 A mensuração do comprimento do cólon foi realizada com o auxílio de uma 

régua comum de 30 cm e os resultados obtidos foram utilizados para calcular a 

média de cada grupo. 

 

4.6. ETAPA 3 – Colite com Imunoterapia – Uma dose de macrófagos. 

Delineamento experimental 

 Num segundo momento, após a padronização do melhor modelo, iniciamos o 

primeiro protocolo de tratamento dos animais com colite. Nesse protocolo, 

propusemos a administração de uma dose de macrófagos com diferentes perfis de 

ativação no terceiro dia de colite. Os macrófagos foram ativados in vitro por 2 horas, 
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com os diferentes estímulos previamente padronizados, e então administrados por 

via intraperitoneal (IP) em cada animal. Os delineamentos desta etapa estão 

apresentados abaixo.  

 

Controle

Camundongos C57Bl/6  
machos

(N = 4 - 5/grupo)

Colite

DMEM (200 µL via ip)

Macrófagos sem estímulo (1 x 10⁶ células ip)

Macrófagos ativados com LPS (10ng/ml) 
(1 x 10⁶ células ip)

Macrófagos regulatórios ativados com
IC Beads + IgG + LPS (1 x 10⁶ células ip)

 

 

Dia 0 Dia 3 Dia 5 Dia 7

DSS 3%

Eutanásia

 

 

4.7. ETAPA 4 – Colite com Imunoterapia – Duas doses de macrófagos. 

Delineamento experimental 

No segundo protocolo de terapia celular, propusemos a administração das 

células em duas doses, no terceiro e no quinto dia de indução da colite. Novamente 

os macrófagos foram ativados in vitro por 2 horas, com os diferentes estímulos 

previamente padronizados, e então administrados por via intraperitoneal em cada 

animal. Para acompanhamento da evolução da colite e a eficácia dos tratamentos 

propostos, foram avaliados a massa corporal dos animais e o consumo alimentar 

durante os 7 dias de consumo do DSS. O delineamento desta etapa está 

apresentado abaixo. 
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Dia 0 Dia 3 Dia 5 Dia 7

DSS 3%

Eutanásia

 

 

4.8. Avaliação do consumo de ração  

 O consumo de dieta foi mensurado por meio da verificação do peso da sobra 

da ração na gaiola e do peso de ração ofertado no dia anterior. Assim sendo, foi 

realizada a avaliação do consumo de ração por grupo, dos animais submetidos ao 

modelo experimental de colite e/ou tratados com diferentes perfis de ativação de 

macrófagos, e os valores computados foram expressos em consumo (g)/ grupo/ dia.  

 

4.9. Coleta de sangue e soro 

 Os animais foram sedados com isoflurano e o sangue foi retirado do seio 

orbital, através da exérese do globo ocular com auxílio de uma pinça, e 

acondicionado em tubos eppendorfs de 1,5ml na ausência de anticoagulante, para 

posterior centrifugação (HOFF, 2000). Imediatamente após a coleta do sangue 

terminal, o animal foi eutanasiado por deslocamento cervical. Para a separação do 

soro, o sangue foi centrifugado a 3.000g por 10 minutos. Após a centrifugação, o 

soro foi coletado com o auxílio de uma pipeta e congelado a -80°C para posteriores 

análises de citocinas. 

 

4.10. Avaliação macroscópica do cólon 

No sétimo dia de indução da colite, os animais foram pesados, sedados e 

posteriormente eutanasiados. O cólon foi removido, pesado, medido, fotografado e 

aberto longitudinalmente sobre um papel filtro (em toda a extensão) e 

cuidadosamente limpo com PBS. As amostras de cólon dos diferentes grupos 

experimentais foram avaliadas macroscopicamente segundo metodologia adaptada 
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de Morris e colaboradores (1989) que leva em consideração a intensidade das 

principais lesões presentes na mucosa. Cada amostra recebeu uma pontuação de 0 

a 4, de acordo com o dano macroscópico visível (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Critérios para pontuação de lesões macroscópicas. 

Pontuação Critérios macroscópicos avaliados 

0 Ausência de lesões macroscópicas

1 Apenas eritema da mucosa 

2 Edema de mucosa e sangramento discretos ou pequenas erosões

3 Edema moderado, úlceras ou hemorragia

4 Ulceração/erosões graves, edema e necrose tecidual
 

Fonte: Adaptado de (MORRIS et al., 1989). 

 

4.11. Análises histológicas 

 Após criteriosa avaliação macroscópica, o cólon foi direcionado para o 

preparo histológico. Este foi estendido com a serosa em contato com o papel filtro e 

todo o seu conteúdo lavado delicadamente com PBS (pH 7,4), evitando-se danos à 

mucosa. Posteriormente os segmentos teciduais foram transferidos para a solução 

de Bouin contendo 2% de ácido acético glacial, na qual foram mantidos por 

aproximadamente 5 minutos. O cólon pré-fixado foi enrolado em espiral com a 

mucosa virada para o interior de modo a formar rolos da porção distal (ânus) para a 

extremidade proximal (ceco) (ARANTES; NOGUEIRA, 1997). Este procedimento 

permite mostrar a totalidade do comprimento do cólon, evidenciando as lesões 

presentes em toda extensão do órgão, o que nos permite um maior detalhamento 

das lesões histológicas presentes, quando comparado com análises realizadas em 

cortes transversais ou longitudinais do cólon. Os rolos foram mantidos em formol 4% 

por aproximadamente 5 dias, sendo que a solução foi trocada após as primeiras 

24horas. O material foi então processado rotineiramente para inclusão em parafina. 

Foram feitos cortes histológicos de 3 – 5 micrômetros que foram corados em 

Hematoxilina e Eosina (H&E) (Figura 7), Tricrômico de Masson e coloração de ácido 

periódico de Schiff (PAS) e Alcian Blue para análises histopatológicas. Todas as 

lâminas foram analisadas pela profa. Dra. Rosa Maria Esteves Arantes 

(Departamento de Patologia Geral/UFMG) que não teve acesso aos códigos das 
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mesmas. As amostras foram decodificadas somente após o laudo ter sido emitido 

pela patologista.  

 

 

Figura 7: Rolo do intestino grosso (cólon). 

Imagem digitalizada de um corte histológico do rolo de cólon corado com hematoxilina e eosina 

(H&E). 

 

 A atribuição de escore às análises histológicas foi realizada através da soma 

de cinco parâmetros: destruição da camada mucosa, inflamação, espessamento da 

camada muscular, presença/ausência de abscessos de criptas e células 

caliciformes. Sendo a pontuação máxima 11 (MCCAFFERTY et al., 2000). Os cinco 

parâmetros avaliados foram analisados da seguinte forma: Extensão da destruição 

da arquitetura da camada mucosa, 0–3 [0, ausente; 1, discreta; 2, moderada; 3, 

dano intenso]; Presença e grau de infiltração celular, 0–3 [0, ausente; 1, discreta; 2, 

moderada; 3, infiltrado transmural]; Extensão do espessamento da camada 

muscular, 0–3 [0, ausente; 1, discreta; 2, moderada; 3, espessamento intenso]; 

Presença ou ausência de abscessos das criptas [0, ausente; 1, presente]; Presença 

ou ausência de depleção das células caliciformes [0, ausente; 1, presente] (Tabela 

3). 
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Tabela 3: Critérios para pontuação de lesões microscópicas. 

Parâmetro Pontuação

Extensão da destruição da camada 

mucosa
0 - Ausente

1 - Discreta

2 - Moderada

3 - Destruição das criptas e lesão 

do epitélio

Presença e grau de infiltração celular 0 - Ausente

1 - Discreta

2 - Moderada

3 - Inflamação transmural

Espessamento da camada muscular 0 - Ausente

1 - Discreta

2 - Moderada

3 - Espessamento intenso

Presença ou ausência de abscessos 

das criptas
0 - Ausente

1 - Presente

Presença ou ausência de depleção de 

células caliciformes
0 - Ausente

1 - Presente
 

Fonte: Adaptado de (MCCAFFERTY et al., 2000). 

 

 As lâminas com os cortes histológicos de cólon foram fotografadas em 

microscópio óptico Olympus B×51 (Japão) equipado com câmera SNAP-Proof Color 

(Media Cybernetics, Bethesda, USA) através do software Image-Pro Express 4.0 

(Media Cybernetics, USA).  

 

4.12.   Detecção de citocinas no soro por citometria de fluxo 

 O soro coletado foi utilizado para a determinação quantitativa de citocinas. O 

procedimento foi realizado através de citometria de fluxo em ensaios multiplex 

Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit (BD Biosciences, USA), de 

acordo com as instruções do fabricante. O kit inflamatório CBA contempla as 
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citocinas IL-12p70, TNF, IFN-, Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) (CCL-

2), IL-10 e IL-6. As análises foram conduzidas no citômetro de fluxo FACS Verse 

system (BD Bioscience, USA) e os dados analisados através do software FCAP 

Array V3.0. Brevemente, para a avaliação das citocinas, as amostras devidamente 

identificadas e acondicionadas em eppendorfs de 1,5ml foram primeiramente 

descongeladas em banho maria por 5 minutos e logo em seguida centrifugadas a 

14.000g por 7 minutos. Os procedimentos adotados incluíram as etapas de 

preparação das curvas padrão para cada citocina utilizada, a mistura das 

microesferas com as amostras de soro dos animais e por fim a incubação com os 

reagentes de detecção. A detecção das citocinas é realizada através da adição de 

anticorpos específicos conjugados com fluorescência. A quantificação em pg/mg de 

cada citocina é baseada em uma curva padrão, realizada com nove concentrações 

conhecidas. As análises foram realizadas em colaboração com o laboratório Grupo 

Integrado de Pesquisas em Biomarcadores (GIPB) sob os cuidados da Dra. Elaine 

Speziali de Faria e da Plataforma de citometria de Fluxo da FIOCRUZ – Minas 

Gerais, com o auxílio das pesquisadoras Dra. Ana Beatriz Ribeiro de Queiroz e Dra. 

Dayane Andriotti Otta.  

 

4.13. ETAPA 5 – Avaliação da migração de macrófagos regulatórios para o 

intestino 

 Para avaliação da migração dos macrófagos regulatórios do peritôneo para o 

intestino inflamado foi realizado um novo experimento onde macrófagos foram 

isolados da medula óssea de camundongos transgênicos, TdTomato, como descrito 

por Gonçalves e Mosser (2015). Os camundongos TdTomato, apresentam 

expressão “membrane-targeted tandem dimer Tomato” (uma proteína fluorescente 

vermelha). Após 7 dias em cultura os macrófagos foram estimulados com 

imunocomplexo (Beads/IgG de coelho) em combinação com o LPS 10ng/ml, com o 

intuito de ativar esses macrófagos para o perfil regulatório. Camundongos C57BL/6 

selvagens foram submetidos ao modelo de colite induzida por DSS na concentração 

de 3% por 7 dias e ao protocolo de imunoterapia com duas doses de macrófagos 

regulatórios fluorescentes, nos dias 3 e 5 da colite, exatamente como realizado no 

experimento da ETAPA 4, como mostrado no desenho experimental abaixo. 
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A análise de fluorescência foi realizada em cortes de cólon congelados. 

Resumidamente, após a eutanásia dos animais o cólon foi coletado e 

cuidadosamente enrolado, mantendo sua integridade, e fixado em paraformaldeído 

(PFA) 4% overnight. O cólon foi lavado em PBS e então transferido para a solução 

de sacarose 30% overnight a 4˚C. Posteriormente as amostras de cólon foram 

submetidas ao congelamento rápido por isopentano (Merck, EUA), e montadas em 

suporte com tissue-teck, (O.C.T. Compound, Sakura, EUA). Cortes de 20μm foram 

realizados em micrótomo de congelação (Leica, EUA). Após a lavagem com PBS as 

lâminas foram marcadas com marcador fluorescente, para núcleo, DAPI (4’,6-

diamino-2-fenilindol) (Sigma Aldrich, USA) - 1µg/ml) por 5 minutos. Por fim, as 

lâminas foram fotografadas em microscópio de fluorescência (Zeiss AxioVision 2.0) e 

as imagens analisadas usando ImageJ (v. 1.47f, Wayne Rasband/National Institutes 

of Health, Bethesda, MD, USA). 

 

4.14. Análises estatísticas 

 Os dados foram avaliados quanto à distribuição das variáveis utilizando os 

algoritmos disponíveis no software GraphPad Prism v5.0. Os dados que passaram 

no teste de normalidade foram analisados pelo One Way ANOVA seguido pelo pós-

teste de Tukey e expressos em média ± desvio padrão. Os dados que não passaram 

no teste de normalidade foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do 

pós-teste de Dunn e expressos pela mediana, valor máximo e valor mínimo. Já para 

a avaliação da perda de massa corporal e consumo de ração, foi realizado o teste 
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Two-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p<0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. ETAPA 1 – Determinação dos níveis de IL-10 e IL-12 em sobrenadante de 

cultura de macrófagos 

 Na avaliação do perfil de ativação dos macrófagos com diferentes estímulos 

in vitro, foi realizada a cultura dessas células com seus devidos estímulos, em placas 

de 24 poços, overnight. Essa análise tinha como intuito a validação do protocolo de 

ativação dos macrófagos, para posterior utilização dessas células nas terapias 

propostas. As concentrações de IL-10 e IL-12 foram dosadas no sobrenadante 

resultante da cultura de macrófagos estimulados com: imunocomplexo OVA/anti-

OVA + LPS; imunocomplexo Beads/IgG de coelho + LPS; Prostaglandina E2+ LPS; 

somente LPS; somente imunocomplexo Beads/IgG de coelho; e como controle 

macrófagos somente com DMEM completo (sem estímulo - Mφ). Os macrófagos 

estimulados com imunocomplexo Beads/IgG de coelho + LPS 10ng/ml, foram os que 

apresentaram melhor perfil regulatório, produzindo maiores quantidades de IL-10 e 

pouca IL-12 (Figura 8 A e B).  

 Diante deste resultado de confirmação do protocolo de estímulo in vitro na 

polarização dos macrófagos para um perfil regulatório ou classicamente ativado, 

padronizou-se a utilização destes estímulos para posteriores passos do trabalho. 
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Figura 8: Dosagens de IL-10 (A) e IL-12 (B) no sobrenadante de cultura de macrófagos submetidos a 

diferentes estímulos. 

As citocinas foram quantificadas através do ensaio imunoenzimático (ELISA). Os dados foram 

avaliados pelo teste de Kruskal Wallis, seguido do pós teste de Dunn. Os resultados representam a 

mediana, valor máximo e valor mínimo. Diferenças significativas em relação ao grupo controle são 

representadas por dois asteriscos (**) quando o p< 0,01. (n =3 - 4). CTR: Controle; Mφ: Macrófagos 

sem estímulo; Mφ + LPS: Macrófagos estimulados com LPS (10ng/ml); IC Beads + IgG: Macrófagos 

estimulados apenas com imunocomplexo Beads de poliestireno adsorvidas com IgG de coelho; IC 

Beads + IgG + LPS: Macrófagos estimulados com imunocomplexo Beads de poliestireno adsorvidas 

com IgG de coelho em combinação com o LPS (10ng/ml); IC OVA/anti OVA + LPS: Macrófagos 

estimulados com imunocomplexo OVA/ IgG anti-OVA em combinação com o LPS (10ng/ml); PGE2 + 

LPS: Macrófagos estimulados com prostaglandina E2 em combinação com o LPS (10ng/ml).      

 

5.2.  ETAPA 2 – Padronização do modelo de colite 

 Duas concentrações distintas de DSS foram utilizadas para padronização do 

melhor modelo de colite para o trabalho em questão. A padronização foi idealizada 

ao notarmos que na literatura concentrações entre 1% e 5% de DSS, administradas 

por via oral, no período compreendido entre 4 e 9 dias, são eficazes em induzir colite 

aguda em camundongos C57BL/6 (KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO, 2000; 

OKAYASU et al., 1990; TAGHIPOUR et al., 2016). O resultado de tal padronização e 

escolha do modelo estão representados nos sub-itens abaixo. 
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5.2.1. Avaliação da perda de massa corporal 

 Os animais pertencentes aos dois grupos colite avaliados, 2,5% DSS e 3% 

DSS, apresentaram perda de massa corporal em relação ao controle. O que 

corrobora com os resultados observados por Krieglstein et al. (2001) e Qualls et al. 

(2006). Porém também observamos uma redução da massa corporal dos animais do 

grupo colite 3% DSS em relação ao grupo 2,5% DSS, nos dias 5, 6 e 7. A Figura 9 

representa a medição diária da massa corporal dos três grupos avaliados. 

 

Figura 9: Avaliação da massa corporal. 

Os camundongos foram submetidos a dois protocolos distintos de indução de colite (2,5% e 3% de 

DSS) por 7 dias. Os dados foram avaliados pelo teste Two-way ANOVA, seguido do pós teste de 

Bonferroni. Diferenças significativas em relação ao grupo controle são representadas pela letra “a” (a) 

e diferenças em relação ao grupo 2,5% DSS são representadas pela letra “b” (b). O nível de 

significância mínimo aceito foi p<0,05. (n=5). CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato de 

sódio. Colite 2,5% DSS: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na 

concentração de 2,5%. Colite 3% DSS: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio 

na concentração de 3%.  

   

5.2.2. Comprimento do cólon 

 Após eutanásia, o intestino foi isolado e o colón separado do restante do 

órgão para avaliação de lesões macroscópicas e microscópicas, aspecto das fezes e 
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para medição do seu comprimento. A redução do tamanho do cólon dos animais 

colite está relacionada com a intensa inflamação aguda do órgão (CHASSAING et 

al., 2014). Como representado na Figura 10, a administração de DSS na 

concentração de 3% levou ao encurtamento do cólon quando comparado ao grupo 

controle, enquanto os animais que receberam a concentração de 2,5% não 

apresentaram diferenças significativas. 

 

Figura 10: Comprimento do cólon. 

O tamanho do cólon foi mensurado com uma régua a partir da base do cólon até o início do reto. As 

medidas foram expressas em centímetros (cm). Os dados foram avaliados pelo teste One-way 

ANOVA, seguido do pós teste de Tukey e expressos em média ± desvio padrão. Diferenças 

significativas em relação ao grupo controle são representadas por um asterisco (*) quando o p<0,05. 

(n=5). CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato de sódio. DSS 2,5%: Animais que foram 

desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 2,5%. DSS 3%: Animais que foram 

desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3%.  

 

5.2.3. Índice de atividade da doença (IAD) 

 O IAD foi calculado a partir das pontuações atribuídas aos sinais clínicos, 

utilizando a fórmula: IAD = (pontuação da perda de massa corporal) + (pontuação da 

consistência das fezes) + (pontuação da presença de sangue nas fezes). Quanto 

maior o IAD, maior a gravidade da colite (KANG et al., 2006). Tanto o grupo colite 

2,5% DSS quanto o grupo colite 3% DSS apresentaram IAD significativamente maior 

que o IAD do grupo controle, como mostrado na Figura 11. 
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Figura 11: Índice de atividade de doença (IAD). 

Índice calculado através de pontuações atribuídas aos três parâmetros clínicos avaliados: pontuação 

da perda de massa corporal + pontuação da consistência das fezes + pontuação da presença de 

sangue nas fezes. Os dados foram avaliados pelo teste de Kruskal Wallis, seguido do pós teste de 

Dunn. Os resultados representam a mediana, valor máximo e valor mínimo. Diferenças significativas 

em relação ao grupo controle são representadas por um asterisco (*) quando o p< 0,05 e por dois 

asteriscos (**) quando o p< 0,01. (n =5). CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato de sódio. 

DSS 2,5%: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 2,5%. 

DSS 3%: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3%. 

 

5.2.4. Avaliações histopatológicas 

 Para avaliação histopatológica do cólon, foram analisadas 5 lâminas de cada 

grupo experimental. As lâminas foram avaliadas por microscopia ótica em cortes 

corados por hematoxilina e eosina. Nos animais do grupo controle observamos que 

as camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa apresentavam arquitetura 

normal, com as criptas e células caliciformes preservadas e sem infiltrado 

inflamatório.  

 A administração do DSS alterou a morfologia do cólon, originando 

acometimento predominantemente das camadas mucosa e submucosa. No grupo 

colite 2,5% DSS, os animais apresentaram lesões focais nas regiões da mucosa e 

submucosa, mantendo as camadas muscular e serosa relativamente preservadas. 

Foram observadas áreas de infiltrado inflamatório na camada mucosa, infiltrado este 

composto predominantemente por polimorfonucleares, com infiltração leucocitária 

interepitelial e alterações do epitélio de revestimento. Também foram observadas 

áreas com erosão e/ou fusão de criptas. Na camada submucosa foram observadas 
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áreas de edema e infiltrado inflamatório. As mesmas alterações foram observadas 

no grupo colite 3% DSS, porém com padrões de intensidade e extensão de lesões 

de maior grau, além do acometimento intenso das camadas mucosa e submucosa e 

em menor grau, da camada muscular. As fotos representativas das lâminas de 

camundongos pertencentes aos três grupos experimentais estão representadas na 

Figura 12. 
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Figura 12: Histologia do cólon. 

Cortes histológicos de cólon de camundongos submetidos a dois diferentes protocolos de indução de colite por dextrana sulfato de sódio (DSS). (A & D) 

Grupo controle; (B & E) Grupo colite 2,5% DSS; (C & F) Grupo colite 3% DSS. Infiltrado inflamatório (seta preta). Edema na submucosa (asterisco). 

Coloração: Hematoxilina e Eosina (H&E). 
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5.3. ETAPA 3 – Avaliação do protocolo de terapia celular – Uma dose de 

macrófagos 

 Após a padronização do melhor modelo de colite para nossos estudos, foi 

proposto o primeiro protocolo terapêutico. Nesse primeiro protocolo administramos 

uma única dose de macrófagos: Macrófagos sem estímulo (Mφ), macrófagos 

classicamente ativados (CAMφs) ou macrófagos regulatórios (RMφ), no terceiro dia 

de indução da colite, nos diferentes grupos de estudo propostos.  

 Apresentamos os resultados dos experimentos separadamente nos sub-itens 

abaixo: 

 

5.3.1. Avaliação da perda de massa corporal 

 A massa corporal dos animais foi medida diariamente. Todos os animais 

pertencentes aos grupos tratados com macrófagos, independente do perfil de 

ativação, tiveram perda de massa corporal significativa em relação ao controle. A 

Figura 13 representa a perda de massa corporal dos cinco grupos avaliados, durante 

7 dias. 

 

 

Figura 13: Avaliação da massa corporal. 
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Os dados foram avaliados pelo teste Two-way ANOVA, seguido do pós teste de Bonferroni. 

Diferenças significativas em relação ao grupo controle (CTR) são representadas pela letra “a” (a) e 

diferenças em relação ao grupo colite (DSS) são representadas pela letra “b” (b). O nível de 

significância mínimo aceito foi p<0,05. A seta vermelha indica o dia em que a administração dos 

macrófagos foi realizada. CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato de sódio e não tratados. 

DSS: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e não 

tratados. DSS + Mφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração 

de 3% e tratados com macrófagos sem estímulo. DSS + CAMφs: Animais que foram desafiados com 

dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com macrófagos classicamente ativados. 

DSS + RMφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e 

tratados com macrófagos regulatórios. 

 

5.3.2. Comprimento do cólon 

 Como representado na Figura 14, nenhum dos grupos avaliados apresentou 

encurtamento do cólon em relação ao grupo controle. 

 

Figura 14: Comprimento do cólon. 

O tamanho do cólon foi mensurado com uma régua a partir da base do cólon até o início do reto. 

Medida expressa em centímetros (cm). Os dados foram avaliados pelo teste de Kruskal Wallis, 

seguido do pós teste de Dunn. Os resultados representam a mediana, valor máximo e valor mínimo. 

(n =4). CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato de sódio e não tratados. DSS: Animais 

que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e não tratados. DSS + 

Mφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados 

com macrófagos sem estímulo. DSS + CAMφs: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato 

de sódio na concentração de 3% e tratados com macrófagos classicamente ativados. DSS + RMφ: 

Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com 

macrófagos regulatórios. 
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5.3.3. Índice de atividade da doença (IAD) 

 Os camundongos foram avaliados quanto aos parâmetros que determinam o 

IAD, após a terapia com uma única dose de macrófagos. Os animais pertencentes 

aos grupos tratados com macrófagos sem estímulo e macrófagos classicamente 

ativados apresentaram IAD significativamente maior que o IAD do grupo controle, 

como mostrado na Figura 15. 

 

Figura 15: Índice de atividade de doença (IAD). 

Índice calculado através de pontuações atribuídas aos três parâmetros clínicos avaliados: pontuação 

da perda de massa corporal + pontuação da consistência das fezes + pontuação da presença de 

sangue nas fezes. Os dados foram avaliados pelo teste de Kruskal Wallis, seguido do pós teste de 

Dunn. Os resultados representam a mediana, valor máximo e valor mínimo. Diferenças significativas 

em relação ao grupo controle são representadas por um asterisco (*) quando o p< 0,05 e dois 

asteriscos (**) quando o p< 0,01. (n =4). CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato de sódio 

e não tratados. DSS: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração 

de 3% e não tratados. DSS + Mφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na 

concentração de 3% e tratados com macrófagos sem estímulo. DSS + CAMφs: Animais que foram 

desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com macrófagos 

classicamente ativados. DSS + RMφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na 

concentração de 3% e tratados com macrófagos regulatórios. 

 

5.3.4. Avaliações histopatológicas 

 Todos os animais de cada grupo tiveram o cólon coletado e preparado para 

avaliação histológica. Observamos que os animais pertencentes aos grupos colite 

3% DSS e colite tratados com macrófagos com diferentes perfis de ativação 

apresentaram diferenças histológicas em relação ao grupo controle, porém não 

observamos alterações histológicas significativas entre os grupos colite e colite 



64 
 

tratados com diferentes perfis de ativação de macrófagos, como evidenciado na 

Figura 16. Foram observadas extensas áreas de acometimento do cólon. As 

principais lesões histológicas foram o intenso edema inflamatório presente na 

submucosa, áreas de erosão e fusão de criptas, infiltrado inflamatório transmural, 

infiltração leucocitária interepitelial, presença de abscessos e depleção de células 

caliciformes, resultando em perda da arquitetura do órgão. 
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Figura 16: Histologia do cólon. 

Cortes histológicos de cólon corados em hematoxilina e eosina após tratamento da colite induzida por dextrana sulfato de sódio (DSS) com uma dose de 

macrófagos em comparação com o grupo controle. (A & F) Grupo controle; (B & G) Grupo colite - DSS; (C & H) Grupo colite tratado com macrófagos sem 

estímulo – DSS+ Mφ; (D & I) Grupo colite tratado com macrófagos classicamente ativados – DSS+ CAMφs; (E & J) Grupo colite tratado com macrófagos 

regulatórios – DSS+ RMφ. Infiltrado inflamatório (seta preta), edema (asterisco), destruição das criptas (seta branca), fusão de criptas (seta vermelha). 

Micrografias (A, B, C, D & E) com aumento de 40x e Micrografias (F, G, H, I & J) com aumento de 100X. Coloração: Hematoxilina e Eosina (H&E). 



66 
 

5.4.  ETAPA 4 – Avaliação do protocolo de terapia celular – Duas doses de 

macrófagos 

 O insucesso da terapia com somente uma dose de macrófagos, nos levou a 

investigar um novo protocolo mais eficaz no controle da doença. O segundo 

protocolo terapêutico proposto foi constituído pela administração de duas doses de 

macrófagos: Macrófagos sem estímulo (Mφ), macrófagos classicamente ativados 

(CAMφs) ou macrófagos regulatórios (RMφ) no terceiro e no quinto dia de indução 

da colite.  

 Apresentamos os resultados dos experimentos separadamente nos sub-itens 

abaixo: 

 

5.4.1. Avaliação da perda de massa corporal 

 A massa dos animais foi medida diariamente por 7 dias. Os animais 

pertencentes ao grupo colite (DSS) apresentaram perda de massa corporal 

significativa em relação ao grupo controle, nos dias 5, 6 e 7. Os animais do grupo 

colite tratados com macrófagos sem estímulo (DSS + Mφ) também apresentaram 

perda de massa corporal significativa em relação ao controle, nos dias 5, 6 e 7 e no 

dia 7 apresentaram diferença em relação ao grupo colite, apresentando um pior 

quadro clínico quando comparado aos animais do grupo colite sem tratamento. Já os 

animais do grupo colite tratados com macrófagos classicamente ativados (DSS + 

CAMφs) apresentaram uma acentuada redução da massa corporal em relação ao 

grupo controle já a partir do quarto dia, seguindo-se pelos dias 5, 6 e 7 e ao grupo 

colite no dia 7, também demonstrando um efeito de piora no quadro clínico. Os 

animais tratados com macrófagos regulatórios (DSS + RMφ), no entanto, 

apresentaram diferença em relação ao grupo controle apenas nos dias 6 e 7. Esses 

animais do grupo colite tratados com RMφ apresentaram recuperação da massa 

corporal, com diferença significativa em relação aos grupos colite e colite tratados 

com macrófagos sem estímulo, nos dias 5, 6 e 7 e com relação ao grupo tratado 

com CAMφs nos dias 4, 5, 6 e 7 (Figura 17). 
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Figura 17: Avaliação da massa corporal. 

Dados avaliados pelo teste Two-way ANOVA, seguido do pós teste de Bonferroni. Diferenças 

significativas em relação ao grupo controle (CTR) são representadas pela letra “a” (a), diferenças em 

relação ao grupo colite (DSS) são representadas pela letra “b” (b) e diferenças em relação ao grupo 

colite tratados com macrófagos regulatórios (DSS + RMφ) são representadas pela letra “c” (c). O nível 

de significância mínimo aceito foi p<0,05. (n = 6 – 8 ). As setas vermelhas indicam os dias em que as 

administrações dos macrófagos foram realizadas. CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato 

de sódio e não tratados. DSS: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na 

concentração de 3% e não tratados. DSS + Mφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato 

de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de macrófagos sem estímulo. DSS + 

CAMφs: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e 

tratados com duas doses de macrófagos classicamente ativados. DSS + RMφ: Animais que foram 

desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de 

macrófagos regulatórios. 

  

Com o intuito de melhor representarmos a perda da massa corporal dos 

animais nos diferentes grupos analisados, evidenciamos a variação da massa dos 

camundongos no dia da eutanásia (dia 7). Como mostrado na Figura 18, podemos 

observar que os animais dos grupos colite (DSS), grupo colite tratado com 
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macrófagos sem estímulo (DSS + Mφ) e macrófagos classicamente ativados (DSS + 

CAMφs) apresentaram redução da massa corporal significativa em relação ao grupo 

controle e em relação ao grupo colite tratado com macrófagos regulatórios (DSS + 

RMφ). Importante relatar que não houve diferença significativa na perda de massa 

corporal dos camundongos do grupo controle e do grupo colite tratado com RMφ, 

quando avaliados somente no sétimo dia.  

 

Figura 18: Variação da massa corporal. Comparação entre o dia 7 e o dia 0. 

Dados avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós teste de Tukey e expressos em média 

± desvio padrão. Diferenças significativas em relação ao grupo controle (CTR) são representadas por 

três asteriscos (***) quando o p< 0,001. Diferenças significativas em relação ao grupo colite tratado 

com macrófagos regulatórios (DSS + RMφ) são representadas por um hashtag (#) quando o p< 0,05 e 

por três hashtags (###) quando o p< 0,001. (n = 6 - 8). CTR: Animais não desafiados com dextrana 

sulfato de sódio e não tratados. DSS: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na 

concentração de 3% e não tratados. DSS + Mφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato 

de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de macrófagos sem estímulo. DSS + 

CAMφs: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e 

tratados com duas doses de macrófagos classicamente ativados. DSS + RMφ: Animais que foram 

desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de 

macrófagos regulatórios. 

 

5.4.2. Avaliação do consumo alimentar 

 O consumo de ração foi avaliado diariamente em todos os grupos estudados. 

Foram observadas diferenças significativas no consumo de ração no grupo colite 

(DSS), grupo colite tratado com macrófagos sem estímulo (DSS + Mφ) e colite 

tratado com macrófagos classicamente ativados (DSS + CAMφs) com relação ao 
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grupo controle (CTR). Interessante observar que não houve diferença significativa do 

consumo de ração do grupo controle com o consumo dos animais tratados com 

macrófagos regulatórios (DSS + RMφ) (Figura 19). 

 

Figura 19: Medida do consumo de ração. 

O consumo de dieta foi obtido por meio da diferença entre a quantidade ofertada e a sobra na gaiola, 

diariamente. Os dados foram avaliados pelo teste Two-way ANOVA, seguido do pós teste de 

Bonferroni. Diferenças significativas em relação ao grupo controle (CTR) são representadas pela letra 

“a” (a). O nível de significância mínimo aceito foi p<0,05. (n=5 animais por caixa). CTR: Animais não 

desafiados com dextrana sulfato de sódio e não tratados. DSS: Animais que foram desafiados com 

dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e não tratados. DSS + Mφ: Animais que foram 

desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de 

macrófagos sem estímulo. DSS + CAMφs: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de 

sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de macrófagos classicamente ativados. 

DSS + RMφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e 

tratados com duas doses de macrófagos regulatórios. 

 

5.4.3. Avaliação macroscópica do cólon 

 O intestino dos camundongos foi retirado após a eutanásia e o colón foi 

isolado para avaliação de lesões macroscópicas, bem como do aspecto das fezes e 

para a medida do seu comprimento.  

 Como representado nas Figuras 20 e 21, todos os grupos analisados, exceto 

o grupo tratado com macrófagos regulatórios, apresentaram encurtamento do cólon 

quando comparados ao grupo controle. Além disso, podemos observar na Figura 21, 

o aspecto hemorrágico do ceco e do cólon, bem como as fezes malformadas ou 

ausência de fezes, no cólon representativo dos animais do grupo colite (DSS), grupo 
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colite tratado com macrófagos sem estímulo (DSS + Mφ) e grupo colite tratado com 

macrófagos classicamente ativados (DSS + CAMφs). Pode-se observar que os 

animais do grupo colite tratados com macrófagos regulatórios (DSS + RMφ), já 

apresentam aspectos mais normais na formação de fezes no final do intestino além 

de um ceco de aspecto muito semelhante ao normal (CTR).  

 

Figura 20: Comprimento do cólon. 

O tamanho do cólon foi medido com uma régua a partir da base do cólon até o início do reto. As 

medidas em centímetros foram compiladas e avaliadas pelo teste de Kruskal Wallis, seguido do pós 

teste de Dunn. Os resultados representam a mediana, valor máximo e valor mínimo. Diferenças 

significativas em relação ao grupo controle são representadas por um asterisco (*) quando o p< 0,05, 

por dois asteriscos (**) quando o p< 0,01 e por três asteriscos (***) quando o p< 0,001. (n = 6 - 8). 

CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato de sódio e não tratados. DSS: Animais que foram 

desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e não tratados. DSS + Mφ: Animais 

que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas 

doses de macrófagos sem estímulo. DSS + CAMφs: Animais que foram desafiados com dextrana 

sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de macrófagos classicamente 

ativados. DSS + RMφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração 

de 3% e tratados com duas doses de macrófagos regulatórios. 
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Figura 21: Aspectos macroscópicos do cólon. 

CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato de sódio e não tratados. DSS: Animais que foram 

desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e não tratados. Mφ: Animais que 

foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses 

de macrófagos sem estímulo. CAMφs: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio 

na concentração de 3% e tratados com duas doses de macrófagos classicamente ativados. RMφ: 

Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com 

duas doses de macrófagos regulatórios. 

 

 Na avaliação quantitativa das lesões, levou-se em consideração a presença 

de eritema, edema, hemorragia, erosões na mucosa como parâmetros na 

determinação de um escore macroscópico. Desta forma os dados analisados foram 

compilados e mostrados na Figura 22. Os animais dos grupos colite, colite tratado 

com macrófagos sem estímulo e colite tratado com macrófagos classicamente 

ativados apresentaram índice de lesões macroscópicas significativamente maior que 

o grupo controle. As lesões observadas eram muito semelhantes em todos estes 

grupos, variando muito pouco quanto à intensidade. Em geral o cólon se 

apresentava hiperêmico e hemorrágico, contraído em seu comprimento, mas 

tambem em largura (circunferência). Por vezes o cólon apresentava-se edemaciado 
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e de aspecto brilhante. Ausência de fezes ou de resquícios de fezes, chamou a 

atenção nestes grupos. O ceco apresentava-se tambem alterado, de aspecto mais 

escuro, o que pode estar relacionado com o processo hemorrágico. O grupo colite 

tratado com macrófagos classicamente ativados também apresentou escore 

macroscópico maior que o grupo colite tratado com macrófagos regulatórios. Por 

outro lado, o cólon e o ceco dos animais pertencentes ao grupo colite tratado com 

macrófagos regulatórios, apresentaram um aspecto mais conservado, com menos 

lesões e mais parecido com o cólon e o ceco do grupo controle. Não houve 

diferença entre o escore de lesões macroscópicas do grupo controle e do grupo 

colite tratado com RMφ.  

 

 

Figura 22: Avaliação macroscópica do cólon. 

Os dados foram avaliados pelo teste de Kruskal Wallis, seguido do pós teste de Dunn. Os resultados 

representam a mediana, valor máximo e valor mínimo. Diferenças significativas em relação ao grupo 

controle são representadas por um asterisco (*) quando o p< 0,05. Diferença significativa em relação 

ao grupo colite tratado com macrófagos regulatórios é representada por um hashtag (#) quando o p< 

0,05. (n = 5). CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato de sódio e não tratados. DSS: 

Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e não tratados. 

DSS + Mφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e 

tratados com duas doses de macrófagos sem estímulo. DSS + CAMφs: Animais que foram 

desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de 

macrófagos classicamente ativados. DSS + RMφ: Animais que foram desafiados com dextrana 

sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de macrófagos regulatórios. 
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5.4.4.  Índice de atividade da doença (IAD) 

  Todos os grupos estudados após o tratamento com duas doses de 

macrófagos, foram avaliados quanto ao IAD. Todos os grupos com colite 

apresentaram IAD significativamente maior que o IAD do grupo controle, exceto o 

grupo colite tratado com macrófagos regulatórios (DSS + RMφ). Observou-se ainda 

que o grupo colite tratado com macrófagos ativados classicamente (DSS + CAMφs) 

apresentou IAD maior que o grupo colite tratado com RMφ (Figura 23). Não houve 

diferença entre o IAD do grupo controle e do grupo colite tratado com RMφ.  

 

Figura 23: Índice de atividade de doença (IAD). 

Índice calculado através de pontuações atribuídas aos três parâmetros clínicos avaliados: pontuação 

da perda de massa corporal + pontuação da consistência das fezes + pontuação da presença de 

sangue nas fezes. Os dados foram avaliados pelo teste de Kruskal Wallis, seguido do pós teste de 

Dunn. Os resultados representam a mediana, valor máximo e valor mínimo. Diferenças significativas 

em relação ao grupo controle são representadas por dois asteriscos (**) quando o p< 0,01 e por três 

asteriscos (***) quando o p< 0,001. Diferença significativa em relação ao grupo colite tratado com 

macrófagos regulatórios é representada por um hashtag (#) quando o p< 0,05. (n = 6 - 8). CTR: 

Animais não desafiados com dextrana sulfato de sódio e não tratados. DSS: Animais que foram 

desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e não tratados. DSS + Mφ: Animais 

que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas 

doses de macrófagos sem estímulo. DSS + CAMφs: Animais que foram desafiados com dextrana 

sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de macrófagos classicamente 

ativados. DSS + RMφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração 

de 3% e tratados com duas doses de macrófagos regulatórios. 
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5.4.5. Avaliações histopatológicas 

 Como demonstrado até aqui, o tratamento da colite experimental induzida por 

DSS com macrófagos em diferentes perfis de ativação, resultou em diferenças 

clínicas significativas entre os grupos, onde os animais do grupo tratado com RMφ 

apresentaram importante melhora clínica, enquanto os animais dos grupos tratado 

com Mφ ou com CAMφs apresentaram piora significativa. Os dados de avaliação 

ponderal, IAD, consumo de ração e macroscopia do cólon, confirmam estas 

diferenças e nos levam a pensar no importante e paradoxal papel dos macrófagos 

nas DII. Sendo assim, decidimos avaliar se estas diferenças clínicas refletiram em 

diferenças nas lesões intestinais. Para isso, o cólon dos animais foi coletado e 

analisado microscopicamente. 

Em geral, as lesões observadas em todos os grupos tratados com DSS, eram 

as mesmas, variando quanto à intensidade, exceto o grupo tratado com macrófagos 

regulatórios, que apresentou um quadro diferente, com poucas lesões discretas e 

perfil histológico em geral, muito semelhante ao normal (controle).  

Os grupos DSS, DSS+Mφ e DSS+CAMφs apresentaram lesões semelhantes, 

variando em intensidade. Em geral, observou-se intenso infiltrado inflamatório 

transmural, presença de abscessos de criptas, erosão e fusão das criptas, depleção 

de células caliciformes, resultando em perda da arquitetura da camada mucosa. 

Além de extensas áreas de edema inflamatório na submucosa (Figura 24 B, C, D, G, 

H e I). No grupo colite tratado com duas doses de macrófagos regulatórios, 

observamos arquitetura do cólon preservada, com poucas áreas de lesões discretas 

da mucosa e submucosa. Quando as lesões estavam presentes, se encontravam 

restritas ao terço inferior da camada mucosa, com presença discreta de edema na 

submucosa. Boa diferenciação epitelial, com raras lesões intraepiteliais, bem como 

extensas e preservadas áreas de criptas (Figura 24 E e J), condizentes com a 

estrutura histológica normal do cólon.  

Na camada mucosa do cólon dos animais pertencentes aos grupos colite 

tratados com macrófagos sem estímulo e tratados com macrófagos classicamente 

ativados podemos observar áreas com maiores deposições de tecido conjuntivo, 

sugerindo o remodelamento tecidual da mucosa, associado à fibrose, evidenciado 

pela coloração de Tricrômico de Masson (Figura 25 C, D, H e I). No grupo colite 

tratado com CAMφs observamos todas essas alterações com maior intensidade, e 
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ainda, a presença de células caliciformes hipertrofiadas, evidenciadas pela 

coloração de PAS/Alcian Blue (Figura 26 D e I). Este achado não foi encontrado em 

nenhum outro grupo.  

Não foram observadas alterações significativas do colágeno nem das células 

caliciformes nos animais do grupo colite tratados com RMφ. As lâminas coradas em 

Tricrômico de Masson e PAS/Alcian Blue mostraram áreas normais de deposição de 

tecido conjuntivo (Figura 25 E e J) e manutenção do padrão de células caliciformes 

(Figura 26 E e J), semelhantes ao grupo controle (Figuras 25A/F e 26A/F, 

respectivamente).  
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Figura 24: Histologia do cólon. 

Cortes histológicos de cólon corados em hematoxilina e eosina, após tratamento da colite induzida por DSS com duas doses de macrófagos com diferentes 

perfis de ativação. (A & F) Grupo controle; (B & G) Grupo colite - DSS; (C & H) Grupo colite tratado com macrófagos sem estímulo – DSS+ Mφ; (D & I) Grupo 

colite tratado com macrófagos classicamente ativados – DSS+ CAMφs; (E & J) Grupo colite tratado com macrófagos regulatórios – DSS+ RMφ. Infiltrado 

inflamatório (seta preta), edema (asterisco), destruição das criptas (seta branca), fusão de criptas (seta vermelha) e célula caliciforme hipertrófica (cabeça de 

seta preta). Micrografias (A, B, C, D & E) com aumento de 40x e Micrografias (F, G, H, I & J) com aumento de 100X. Coloração: Hematoxilina e Eosina 

(H&E). 
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Figura 25: Histologia do cólon. 

Cortes histológicos de cólon corados em Tricrômico de Masson, após tratamento da colite induzida por DSS com duas doses de macrófagos com diferentes 

perfis de ativação. (A & F) Grupo controle; (B & G) Grupo colite - DSS; (C & H) Grupo colite tratado com macrófagos sem estímulo – DSS+ Mφ; (D & I) Grupo 

colite tratado com macrófagos classicamente ativados – DSS+ CAMφs; (E & J) Grupo colite tratado com macrófagos regulatórios – DSS+ RMφ. Deposição 

de colágeno na camada mucosa (estrela). Micrografias (A, B, C, D & E) com aumento de 100x e Micrografias (F, G, H, I & J) com aumento de 200X. 

Coloração: Tricrômico de Masson. 

.
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Figura 26: Histologia do cólon. 

Cortes histológicos de cólon corados em ácido periódico de Schiff (PAS) / Alcian Blue, após tratamento da colite induzida por DSS com duas doses de 

macrófagos com diferentes perfis de ativação. (A & F) Grupo controle; (B & G) Grupo colite - DSS; (C & H) Grupo colite tratado com macrófagos sem 

estímulo – DSS + Mφ; (D & I) Grupo colite tratado com macrófagos classicamente ativados – DSS + CAMφs; (E & J) Grupo colite tratado com macrófagos 

regulatórios – DSS + RMφ. Depleção de células caliciformes (asterisco). Célula caliciforme hipertrófica (seta preta). Micrografias (A, B, C, D & E) com 

aumento de 40x e Micrografias (F, G, H, I & J) com aumento de 100X. Coloração: Ácido periódico de Schiff (PAS) / Alcian Blue. 
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 Em relação ao índice histológico, observamos um maior índice dos grupos 

colite, colite tratado com macrófagos sem estímulo e tratado com macrófagos 

classicamente ativados em relação ao grupo controle. Também foi observado um 

menor escore histológico do grupo colite tratado com macrófagos regulatórios em 

relação ao grupo colite tratado com macrófagos classicamente ativados. Não houve 

diferença significativa entre o indíce histológico do grupo controle e grupo colite 

tratado com RMφ (Figura 27). 

 

Figura 27: Índice histológico. 

Índice calculado através de pontuações atribuídas às alterações histológicas do cólon. Os parâmetros 

avaliados foram: destruição da camada mucosa, infiltrado inflamatório, espessamento da camada 

muscular, presença de abscessos nas criptas e depleção de células caliciformes. Os dados foram 

avaliados pelo teste de Kruskal Wallis, seguido do pós teste de Dunn. Os resultados representam a 

mediana, valor máximo e valor mínimo. Diferenças significativas foram representadas por um 

asterisco (*) quando o p< 0,05 e por três asteriscos (***) quando o p< 0,001. Diferença significativa 

em relação ao grupo colite tratado com macrófagos regulatórios é representada por um hashtag (#) 

quando o p< 0,05. (n = 5). CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato de sódio e não 

tratados. DSS: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% 

e não tratados. DSS + Mφ: Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na 

concentração de 3% e tratados com duas doses de macrófagos sem estímulo. DSS + CAMφs: 

Animais que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com 

duas doses de macrófagos classicamente ativados. DSS + RMφ: Animais que foram desafiados com 

dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de macrófagos 

regulatórios. 
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5.4.6. Avaliação do perfil de citocinas no soro 

 No intuito de se caracterizar melhor o efeito do tratamento da colite com 

macrófagos regulatórios, avaliamos o perfil de algumas citocinas e uma quimiocina 

no soro dos animais do grupo controle (CTR), grupo colite sem tratamento (DSS) e 

grupo colite tratado com duas doses de macrófagos regulatórios (DSS + RMφ).  

 No decurso das DII sabe-se que os pacientes apresentam forte resposta pró-

inflamatória, descontrolada e mediada por muitas citocinas produzidas por 

macrófagos ativados no intestino (GREN; GRIP, 2016; HEINSBROEK; GORDON, 

2009; WALLACE et al., 2014). Modelos experimentais de indução de colite, como 

exemplo, a administração de DSS, também apresentam um perfil de citocinas pró-

inflamatórias detectáveis no soro (JEENGAR et al., 2017; XIAO et al., 2016). Desta 

forma, pesquisamos alterações neste perfil de citocinas, após o tratamento da colite 

com os macrófagos regulatórios. Foram avaliados: IL-12, TNF, IFN-, MCP-1 

(CCL2), IL-10 e IL-6 no soro. 

 Os animais do grupo colite apresentaram níveis elevados de TNF em relação 

ao grupo controle e ao grupo colite tratado com RMφ (Figura 28 B), além de 

apresentarem maiores concentrações de IL-6 em relação ao grupo controle (Figura 

28 F). Os animais do grupo colite tratados com duas doses de RMφ apresentaram 

aumento na concentração de IL-10, quando comparados aos níveis encontrados nos 

animais do grupo controle (Figura 28 E). 

 Não foram observadas diferenças significativas na dosagem sérica das 

demais citocinas analisadas. 
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Figura 28: Concentração de citocinas no soro de camundongos. 

A concentração das citocinas foram avaliadas após sete dias de indução da colite por dextrana sulfato de sódio (DSS) com a administração de duas doses 

de imunoterapia composta por macrófagos regulatórios. As citocinas foram mensuradas no soro dos camundongos através de citometria de fluxo em ensaios 

multiplex Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit. (A) Concentração de IL-12p70; (B) Concentração de TNF; (C) Concentração de INF-; (D) 

Concentração de MCP-1/CCL-2; (E) Concentração de IL-10; (F) Concentração de IL-6. Os dados foram avaliados pelo teste de Kruskal Wallis, seguido do 

pós teste de Dunn. Os resultados representam a mediana, valor máximo e valor mínimo. Diferenças significativas foram representadas por um asterisco (*) 

quando o p< 0,05 e dois asteriscos (**) quando o p< 0,01. (n =5). CTR: Animais não desafiados com dextrana sulfato de sódio e não tratados. DSS: Animais 

que foram desafiados com dextrana sulfato de sódio na concentração de 3% e não tratados. DSS + RMφ: Animais que foram desafiados com dextrana 

sulfato de sódio na concentração de 3% e tratados com duas doses de macrófagos regulatórios. 
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5.5. ETAPA 5 – Avaliação da migração de macrófagos regulatórios para o 

intestino inflamado 

 Nosso trabalho teve como objetivo observar os efeitos gerados pela terapia 

com macrófagos em diferentes estados de ativação, na colite experimental por DSS 

em camundongos. Observamos assim, que houve um efeito paradoxal no resultado 

da doença experimental onde os macrófagos classicamente ativados induziram uma 

doença mais severa, representada por alterações clinicas e patológicas, enquanto 

que os macrófagos regulatórios apresentaram um papel de controle da doença, com 

discretas lesões macro e microscópicas importantes no cólon e redução significativa 

nos parâmetros clínicos avaliados, como o IAD.  

 Neste sentido, sobressai-se a ideia do uso de macrófagos regulatórios como 

uma possível terapia no controle das DII.  

 No caso do trabalho aqui apresentado, optamos pelo uso de macrófagos 

reprogramados in vitro e injetados via IP nos camundongos com colite. Os 

resultados foram promissores, porém fica a pergunta: como essas células agiram no 

controle da doença? 

 Havia duas hipóteses prováveis: os macrófagos ficariam na cavidade 

peritoneal produzindo IL-10 que agiria no intestino ali adjacente; ou, os macrófagos 

transferidos, migrariam para o tecido, provavelmente atraídos por quimiocinas 

liberadas pelo intestino inflamado.  

 Visando responder a essas perguntas, decidimos submeter os animais a um 

novo experimento de indução de colite com DSS, porém agora realizando o 

tratamento com macrófagos fluorescentes provenientes de camundongos 

transgênicos TdTomato. Os macrófagos foram isolados, como já descrito, da medula 

óssea e cultivados in vitro por 7 dias. A sua diferenciação e fluorescência foram 

confirmadas através de análise das placas de cultura observadas em microscópio de 

fluorescência (Evos XL-Core, ThermoFisher). Os macrófagos se apresentavam 

fortemente aderidos às placas, espraiados, como morfologia condizente com 

macrófagos de camundongos selvagens e apresentavam forte fluorescência 

vermelha.  

 Essas células diferenciadas, foram então estimuladas in vitro com 

imunocomplexo (Beads/IgG de coelho) + LPS (10ng/ml) e injetadas na cavidade 

peritoneal dos camundongos com colite induzida por DSS, repetindo-se assim 

exatamente o mesmo protocolo utilizado em todos os experimentos anteriores, ao 
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terceiro e quinto dias de experimentação. No sétimo dia, os camundongos foram 

eutanasiados e o colón coletado. 

 Após o devido processamento do material, os rolinhos foram cortados e as 

lâminas preparadas foram coradas com DAPI, para evidenciação dos núcleos das 

células. 

  A Figura 29 mostra o resultado da análise de microscopia após o uso de 

macrófagos regulatórios fluorescentes, provenientes de camundongos transgênicos 

TdTomato, no cólon de camundongos selvagens submetidos à colite. 

  

DAPI
TdTomato

DAPI
TdTomatoDAPI TdTomato

 

Figura 29: Macrófagos regulatórios presentes no intestino inflamado. 

Camundongos selvagens com colite induzida por DSS, tratados com duas doses de macrófagos 

provenientes de camundongos TdTomato, ativados para o perfil regulatório, por via intraperitoneal. O 

cólon foi removido no sétimo dia de indução da colite. Imagem representativa do cólon de 

camundongos com os macrófagos marcados com fluorescência TdTomato (vermelho) e os núcleos 
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corados por DAPI (azul). A imagem ampliada destaca a presença dessas células na submucosa e na 

mucosa do cólon. Barra de 50µm na foto com aumento de 200x e 20 µm na ampliação. 
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6. DISCUSSÃO 

 O presente estudo objetivou avaliar o papel de diferentes perfis de ativação 

de macrófagos na patogênese e no controle da colite experimental induzida por 

DSS. Primeiramente diferentes estímulos de ativação de macrófagos para o perfil 

regulatório foram testados in vitro para a padronização do melhor estímulo de 

produção de IL-10, importante citocina anti-inflamatória, e redução de citocinas pró-

inflamatórias, como a IL-12. Posteriormente tais macrófagos foram administrados 

como terapia celular em dois protocolos de tratamento distintos e sua eficácia no 

controle da colite experimental foi avaliada.  

 Macrófagos provenientes da medula óssea têm sido comumente utilizados em 

pesquisas devido à sua homogeneidade, capacidade de serem transfectados, 

facilidade de proliferação e vida útil prolongada (WANG et al., 2013). O isolamento 

de macrófagos de medula óssea foi realizado seguindo o protocolo previamente 

descrito por Mosser e Gonçalves (2015). 

 Para a ativação de macrófagos classicamente ativados foi utilizado somente 

LPS na concentração de 10ng/ml. Resultando na detecção de altas concentrações 

de IL-12 e baixas concentrações de IL-10 após 16 horas de estímulo. O LPS 

utilizado sozinho ou em associação com o IFN- promove a ativação de monócitos e 

macrófagos resultando na síntese de citocinas pró-inflamatórias e no 

remodelamento da matriz extracelular (MANTOVANI et al., 2004). Nosso trabalho 

corrobora com os resultados encontrados por Fleming et al. (2015) que observaram 

que macrófagos estimulados com apenas 10ng/ml de LPS apresentaram um perfil 

inflamatório de ativação, secretando altas concentrações de IL-12 e baixas 

concentrações de IL-10. 

 Macrófagos ativados na presença de imunocomplexos + LPS polarizam para 

um perfil fenotípico caracterizado pelo aumento dos níveis de IL-10 e redução das 

concentrações de IL-12 (SUTTERWALA et al., 1998). Em nosso trabalho decidimos 

utilizar a ativação de macrófagos regulatórios por Beads + IgG de coelho em 

combinação com LPS, pois foi o que apresentou os melhores resultados de 

produção de IL-10. Este protocolo mimetiza a formação de imunocomplexos 

(immunocomplex-like), ao colocar as porções Fc da IgG próximas o bastante umas 

das outras, para gerar nos macrófagos o chamado cross-linking com os receptores 

Fc da IgG (FcR). O cross-linking é necessário para atuar como segundo sinal na 

ativação dessas células (GERBER; MOSSER, 2001). Isso se dá pela propriedade 
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dos plásticos de adsorver proteínas em sua superfície (FAIR; JAMIESON, 1980), 

fazendo desta forma, com que as beads de poliestireno fiquem repletas de 

anticorpos adsorvidos ao seu redor, e até mesmo se agreguem, mimetizando o que 

acontece em uma reação antígeno/anticorpo.  

 A segunda etapa do trabalho foi realizada com o intuito de padronizar e 

comprovar a eficácia do DSS como agente químico indutor de colite. O modelo 

agudo de colite é comumente induzido pela administração contínua do DSS em 

concentrações que variam entre 1 a 5%, por um período de 4 a 9 dias (KITAJIMA; 

TAKUMA; MORIMOTO, 2000; PERŠE; CERAR, 2012; SOLOMON et al., 2010; 

TAGHIPOUR et al., 2016). Sendo assim, duas concentrações diferentes de DSS 

foram avaliadas no tempo fixo de 7 dias. Os melhores resultados de perda de massa 

corporal, encurtamento do cólon, IAD e aspectos histopatológicos foram observados 

no modelo contínuo de indução de colite por 7 dias com a concentração de 3% de 

DSS. Esse protocolo de indução de colite foi adequado para o desenvolvimento de 

lesões representativas da RCU humana, sem provocar letalidade aos animais.  

 O modelo de indução de colite em camundongos utilizando DSS foi 

desenvolvido por Okayasu et al. (1990) e desde então tem sido utilizado em 

inúmeras publicações (CHASSAING et al., 2014; EGGER et al., 2000; KAYAMA et 

al., 2018; KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO, 2000; MELGAR et al., 2008; MELGAR; 

KARLSSON; MICHAËLSSON, 2005; QUALLS et al., 2006; SASAKI et al., 2003; 

SOLOMON et al., 2010; TAGHIPOUR et al., 2016; YAN et al., 2009), tendo em vista 

que tal modelo é o que melhor mimetiza a RCU observada em humanos, além de 

ser um modelo muito bem estabelecido no teste de eficácia de diferentes protocolos 

terapêuticos (OKAYASU et al., 1990). 

A colite induzida por DSS apresenta manifestações clínicas como: diarreia, 

sangue oculto ou até visível nas fezes, perda de massa corporal, diminuição do 

apetite e piloereção (pêlos arrepiados) (SOLOMON et al., 2010). 

 Os bons resultados do protocolo de indução de colite por DSS estão 

relacionados a fatores como: o peso molecular do DSS, a concentração utilizada, o 

tempo de administração desse agente químico, a linhagem do camundongo, a idade, 

o gênero, a massa corporal inicial do animal, além das condições higiênicas de 

criação e da microbiota (NELL; SUERBAUM; JOSENHANS, 2010; PERŠE; CERAR, 

2012). 



88 
 

 A faixa etária dos animais escolhida para indução da colite variou entre 6 e 8 

semanas, já que estudos anteriores mostraram que nessa idade a indução do 

modelo é bem-sucedida e de grande reprodutibilidade (CHASSAING et al., 2014; 

SAMBASIVARAO, 2013). O gênero também possui relevância na padronização do 

modelo, e por isso, optamos por trabalhar com camundongos machos, pois de 

acordo com a literatura camundongos machos desenvolvem a colite mais 

rapidamente e de forma mais intensa quando comparado às fêmeas (CHASSAING 

et al., 2014). 

 O encurtamento do cólon é uma característica comum encontrada no modelo 

experimental de indução de colite por DSS, bem como na RCU humana. A redução 

do tamanho do cólon está diretamente associada à inflamação e à severidade da 

doença (CHASSAING et al., 2014). O encurtamento do cólon tem sido listado como 

uma das causas de diarreia em pacientes com RCU,  devido à redução do tempo de 

trânsito intestinal (CIANCIO; CHANG, 1992). Ao correlacionarmos os demais 

achados macroscópicos e microscópicos com os dados de comprimento do cólon, 

acreditamos que a presença de inflamação e edema no cólon dos camundongos 

com colite (DSS) está diretamente relacionada à redução do comprimento do cólon.  

 As análises histopatológicas do cólon dos camundongos após 7 dias de 

administração de DSS, nas concentrações de 2,5% e 3%, confirmaram que o 

modelo foi efetivo ao apresentar lesões em toda extensão do cólon dos animais, 

sendo essas lesões mais evidentes e intensas na porção distal, corroborando com 

os achados de Yan et al. (2009) e Azuma et al. (2008) que evidenciaram que o cólon 

distal é a região mais afetada pelo tratamento com DSS (AZUMA et al., 2008; YAN 

et al., 2009). 

 Após estabelecimento do melhor modelo de indução de colite, administração 

de DSS na concentração de 3% por 7 dias aos camundongos C57BL/6, a terceira 

etapa do trabalho foi elaborada para avalição de uma proposta de terapia celular 

pautada na administração de uma dose de macrófagos com diferentes perfis de 

ativação, injetada intraperitonealmente, no dia 3 da indução da colite. 

 Os resultados deste protocolo de terapia celular não foram promissores, tendo 

em vista que todos os animais com colite, tratados ou não com macrófagos sem 

estímulo, macrófagos classicamente ativados e macrófagos regulatórios 

apresentaram redução da massa corporal de forma semelhante. Os animais 

pertencentes a esses grupos também não apresentaram diferença significativa no 
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comprimento do cólon. Os animais dos grupos colite tratados com Mφ e colite 

tratados com CAMφs apresentaram aumento significativo no IAD quando 

comparados ao grupo controle. Com relação aos aspectos histopatológicos, os 

animais pertencentes ao grupo colite e colite tratados com diferentes perfis de 

ativação de macrófagos apresentaram morfologia do cólon alterada, com 

acometimento de toda extensão do órgão. Foram observadas áreas de erosão e 

fusão de criptas, presença de intenso infiltrado inflamatório e infiltração leucocitária 

interepitelial. Além de intenso edema presente na submucosa. O acometimento do 

cólon nos animais de todos esses grupos foi caracterizado pela perda da arquitetura 

do órgão. 

 Na quarta etapa do trabalho realizamos uma nova proposta de terapia celular 

baseada na administração de diferentes perfis de ativação de macrófagos, nos dias 

3 e 5 de indução da colite. 

 Os resultados obtidos confirmam os efeitos paradoxais dos macrófagos, 

quando ativados de formas diferentes. Enquanto os macrófagos classicamente 

ativados pioram as lesões, os macrófagos regulatórios controlam a inflamação e têm 

a capacidade de restaurar a homeostase no intestino lesado. 

 Diversos são os trabalhos que mostram a importância dos macrófagos na 

patogênese das DII (HAYASHI et al., 2013; HEINSBROEK; GORDON, 2009; NA et 

al., 2019; WEBER; SAURER; MUELLER, 2009; WYNN; CHAWLA; POLLARD, 

2013). Paradoxalmente, essas células também são consideradas as responsáveis 

por manter a homeostase intestinal, bem como por coordenar a cura (BAIN; 

MOWAT, 2014; GRAINGER et al., 2017).  

 Os macrófagos possuem papel central na patogênese das DII. Ao serem 

ativados por PAMPS ou DAMPS, essas células apresentam um perfil pró-

inflamatório com a produção de citocinas inflamatórias, produção de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio e quimiocinas que atraem mais células 

inflamatórias para o local e potencializam a lesão (MAHIDA, 2000).  

 Diferentemente da ação dos macrófagos classicamente ativados, os 

macrófagos regulatórios foram capazes de controlar a doença, com menos sinais 

clínicos e evitando lesões. Isto se deve em função do seu perfil produtor de IL-10. 

Macrófagos regulatórios produzem elevadas concentrações de IL-10, o que tem 

como efeito, a supressão da inflamação e a restauração da homeostase. Somado à 

função de alta produção de IL-10 (citocina anti-inflamatória), essas células também 
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desligam sua produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (Figura 8) e com 

isso não atraem mais células inflamatórias para o local, evitando assim o maior 

problema das DII que é a intensa inflamação que destrói os tecidos 

(CHANDRASEKARAN et al., 2019; CIRACI et al., 2016; JANCZY et al., 2014). Além 

disso existe uma importante evidência de que estas células induzam a cura de 

processos inflamatórios pelaa produção de fatores de crescimento que levam a 

formação de novos vasos sanguíneos, ativação de fibroblastos, gerando cicatrização 

e regeneração dos tecidos lesados (FLEMING et al., 2015). 

Os macrófagos apresentam múltiplas possibilidades de ativação, 

caracterizando sua plasticidade, de acordo com o estímulo gerado no microambiente 

tecidual (MOSSER; EDWARDS, 2008; MURRAY et al., 2014; SICA; MANTOVANI, 

2012). Muitos leucócitos apresentam esta característica de plasticidade, porém, em 

nenhum isso é tão evidente quanto nos macrófagos. Essa característica marcante 

de plasticidade pode explicar os papéis completamente antagônicos dos macrófagos 

observados no curso das DII.  

Acreditamos que cada estado de ativação determina um importante papel 

desta célula em cada momento de um processo inflamatório. No início da agressão, 

não importa o agente agressor, é importante que essas células reajam inflamando, 

protegendo os tecidos de infecções, fagocitando restos celulares e atraindo outras 

células para o local. Papel esse desempenhado pelos macrófagos classicamente 

ativados. Logo em seguida, assim que o agente agressor foi controlado e não há 

mais risco para o organismo, essas células são reprogramadas para um perfil de 

“desinflamação”, no intuito de interromper o processo inflamatório, para que o tecido 

possa ser reconstruído. Função essa desempenhada pelos macrófagos regulatórios. 

 Alguns perfis de ativação de macrófagos têm sido estudados em modelos de 

colite experimental em camundongos. Hunter et al. (2010) evidenciaram a 

importância de diferentes perfis de ativação de macrófagos no tratamento da colite 

induzida pelo modelo de administração retal de ácido dinitrobenzeno sulfônico 

(DNBS). Assim, foram os pioneiros a mostrar que a administração intraperitoneal de 

AA-Mφ, provenientes do peritôneo de camundongos, 6 horas após a indução da 

colite, foi eficaz em reduzir o IAD e o escore histológico quando comparado ao grupo 

colite, entretanto esses mesmos animais tratados com AA-Mφ apresentaram 

significativo aumento do IAD e do escore histológico em relação ao grupo controle.  
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 Leung et al. (2013) testaram dois protocolos terapêuticos para camundongos 

BALB/c com colite induzida por DNBS. O primeiro deles foi realizado pela 

administração de uma única dose de macrófagos derivados de medula óssea, 

ativados por via alternativa (IL-4 e IL-13, concentração de 20ng/ml), 48 horas antes 

da indução da colite por DNBS. No segundo protocolo terapêutico o DNBS foi 

administrado três vezes, por via retal, com intervalo de 2 semanas entre cada 

administração e foram realizadas 3 doses do tratamento, 6 horas após cada 

administração do DNBS. No primeiro protocolo foi observada a redução significativa 

do IAD e a preservação do comprimento do cólon do grupo tratado com macrófagos 

alternativamente ativados em relação ao grupo colite, porém não foi observada 

diferença no índice histológico. Entretanto vale ressaltar que o grupo tratado com os 

AA-Mφ apresentou maior IAD e redução do comprimento do cólon em relação ao 

grupo controle. No segundo protocolo terapêutico foi também observada a redução 

significativa do IAD do grupo tratado com AA-Mφ, quando comparado ao IAD do 

grupo colite. Entretanto, neste mesmo protocolo de tratamentos múltiplos, os 

animais tratados não apresentaram diferenças no índice histológico em relação ao 

grupo colite.  

 A administração de macrófagos alternativamente ativados melhora 

parcialmente alguns parâmetros da doença, mas foi incapaz de controlar as 

alterações histológicas, por exemplo. Além de apresentarem piora dos parâmetros 

clínicos e histológicos com relação ao grupo controle. Isto talvez se deva em função 

da diferença funcional apresentada pelos AA-Mφ, quando comparados aos 

macrófagos regulatórios, que foram o cerne dos nossos experimentos.  

 A principal função dos macrófagos regulatórios é modular as respostas 

imunes inflamatórias e, assim, limitar os danos teciduais, contribuindo para a 

homeostase. Recentemente foi descrita uma nova função atribuída aos RMφ, a de 

inibir a ativação alternativa dos macrófagos e assim controlar a resposta pró fibrótica 

dessas células (CHANDRASEKARAN et al., 2019). 

 Smith et al. (2007) mostraram que camundongos infectados com Schistosoma 

mansoni são resistentes à colite induzida por DSS. Os autores estudaram os 

mecanismos envolvidos nessa resistência e observaram que esses não estavam 

associados com a modulação da resposta Th2 ou com a ativação de linfócitos Treg, 

e sim com a migração de macrófagos (F4/80+CD11b+CD11-) para a lâmina própria 
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dos camundongos. Entretanto também evidenciaram que a resistência à colite não 

se dava pela ação de macrófagos alternativamente ativados, mas na ocasião os 

autores não chegaram a levantar a hipótese de algum outro perfil de ativação de 

macrófagos responsável por tal modulação.  

 Anderson et al. (2013) mostraram que macrófagos derivados da medula 

óssea de camundongos, cultivados com células estromais mesenquimais derivadas 

de tecido adiposo (ASCs), isoladas de gordura epididimal e inguinal de 

camundongos e de lipoaspiração de humanos, possuem características fenotípicas 

diferentes dos macrófagos classicamente ativados e dos macrófagos 

alternativamente ativados, compartilhando características comuns aos macrófagos 

regulatórios, como a produção de elevadas concentrações de IL-10. Os autores 

também avaliaram a eficácia terapêutica dessas células no tratamento da colite 

experimental. Foi observado menor perda de massa corporal e redução dos níveis 

de citocinas pró-inflamatórias no cólon e no soro. Entretanto não foi observado 

aumento na concentração de IL-10 no cólon, importante citocina imonumodulatória 

produzida pelos RMφ. Os autores também mostraram que camundongos 

submetidos à colite e tratados com macrófagos sem estímulo apresentaram 

aumento no IAD e maior perda de massa corporal, porém não houve diferença no 

comprimento do cólon com relação ao grupo controle ou grupo colite (ANDERSON 

et al., 2013).  

 O consumo de alimentos é um fator importante no decurso das doenças 

inflamatórias intestinais. Pacientes com DII ativa, apresentam problemas de 

desnutrição relacionados principalmente a redução da ingestão de alimentos 

(DIELEMAN; HEIZER, 1998), o que pode agravar ainda mais a situação clínica dos 

mesmos. A perda de massa corporal observada nessas doenças tem sido associada 

a fatores como aumento do catabolismo gerado pelo quadro inflamatório, má-

absorção de macro e micronutrientes, sinais e sintomas que prejudicam a ingestão 

de alimentos e diarreia (ELSHERIF; ALEXAKIS; MENDALL, 2014). 

 Os sintomas gastrintestinais característicos das DII podem levar a desnutrição 

com perda de massa corporal, deficiência de proteínas, vitaminas, minerais e 

elementos traço, comuns na fase aguda da DC. Entretanto, pacientes com DC em 

fase de remissão, apresentam estado nutricional aparentemente normal. Pacientes 

com RCU ativa apresentam desnutrição com deficiências específicas, como anemia 

por ferro ou folato (BISCHOFF et al., 2020). No geral, pacientes com DII podem 
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apresentar deficiências nutricionais graves, associadas à deficiência de digestão ou 

absorção de nutrientes, em virtude das lesões na mucosa, bem como pela 

inapetência gerada pela forte inflamação local e pelo sangramento (CAMPOS et al., 

2002).  

 A redução do consumo alimentar e provavelmente a diarreia, refletiram na 

perda de massa corporal dos animais. Os animais pertencentes aos grupos colite e 

colite tratados com macrófagos sem estímulo ou macrófagos classicamente 

ativados, apresentaram alteração no consumo alimentar e diarreia com sangue. 

Entretanto os animais do grupo colite tratados com macrófagos regulatórios não 

apresentaram diferença no consumo alimentar durante os 7 dias de experimentação, 

além de apresentarem fezes relativamente bem formadas. Isso significa que a ação 

dos macrófagos regulatórios de reduzir e controlar a inflamação local e as lesões no 

cólon, propiciou menor desconforto nos animais, que desta forma continuam a 

apresentar apetite, colaborando, consequentemente, na sua recuperação.  

 No cólon as camadas de muco possuem importantes funções de auxiliar a 

progressão do conteúdo fecal, promover proteção química contra agressões 

ocasionadas por antígenos luminais, toxinas e enzimas digestivas e impedir a 

translocação bacteriana para dentro do intestino (CORFIELD et al., 2000; GAUDIER 

et al., 2009; HOEBLER et al., 2006). 

 Modificações na composição, secreção e padrão de distribuição das mucinas 

nas criptas intestinais têm sido observadas em diferentes doenças inflamatórias que 

acometem o intestino, dentre elas a DC e a RCU (FILIPE, 1969; MOEHLE et al., 

2006; YAMAMOTO-FURUSHO; MENDIVIL-RANGEL; FONSECA-CAMARILLO, 

2012).  

 Mello et al. (2012) desenvolveram um modelo de análise de cólons de ratos 

Wistar, com e sem trânsito fecal, com o objetivo de quantificar o número de células 

caliciformes e correlacionar com a espessura das criptas, na presença ou ausência 

de trânsito intestinal. O estudo em questão reforçou que a manutenção do trânsito 

fecal está diretamente relacionada com o adequado desenvolvimento das criptas 

colônicas. A exclusão do trânsito intestinal reduz o tamanho das criptas e diminui a 

população de células caliciformes no intestino. Os autores por fim concluem que a 

conservação da massa corporal dos animais pode estar relacionada ao aumento da 

espessura das criptas e, consequentemente, do número de células caliciformes 

(MELLO et al., 2012). Os resultados obtidos nesse estudo corroboram com os 
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nossos resultados, tendo em vista que os animais submetidos à colite e tratados 

com macrófagos regulatórios tiveram a preservação das criptas, bem como das 

células caliciformes ao longo do cólon, além de apresentaram ganho ponderal e 

melhores aspectos macroscópicos do cólon, com formação do bolo fecal, quando 

comparados aos animais com colite induzida. 

 O perfil de citocinas presente nas DII desempenha um importante papel na 

regulação das respostas imunes inata e adaptativa da mucosa intestinal. A resposta 

imunológica desregulada a antígenos comensais é caracterizada por um 

desequilíbrio no perfil de produção de citocinas em diferentes estágios do processo 

da doença (PIZARRO; COMINELLI, 2007).  

 O DSS é um agente químico que possui uma capacidade intrínseca de 

romper a barreira celular epitelial, levando a ativação de macrófagos da mucosa 

intestinal perante a presença de antígenos luminais, resultando na produção de 

citocinas (KITAJIMA; TAKUMA; MORIMOTO, 1999). 

 Pacientes com RCU e DC ativas e modelos experimentais de colite, 

apresentam aumento no número de macrófagos inflamatórios na mucosa intestinal 

(GRIMM et al., 1995; TOKUYAMA et al., 2005). Esses macrófagos recrutados são 

fenotipicamente diferentes da população de macrófagos residentes e desempenham 

um papel importante na mediação da inflamação crônica da mucosa (BAIN et al., 

2013). Essas células ativadas secretam importantes citocinas pró-inflamatórias, 

como a 1L-, IL-6, IL-8, IL-23, IL-18 e TNF (MAHIDA, 2000). Em nosso trabalho 

observamos o aumento na concentração sérica das citocinas TNF e IL-6, 

corroborando com a ideia de que o modelo de DSS é um importante modelo 

experimental de colite.  

 As citocinas pró-inflamatórias não estão apenas relacionadas com a 

inflamação intestinal e com sinais clínicos das DII, como a diarreia (STROBER; 

FUSS; BLUMBERG, 2002), essas também estão associadas a manifestações de 

doenças extra intestinais, como a artralgia (PEYRIN-BIROULET et al., 2011; 

RUFFOLO et al., 2010) e a efeitos sistêmicos, como a caquexia, relacionada 

principalmente à ação de TNF, IL-6 e IL-1 (KLEIN et al., 2013). Neste contexto a 

liberação de IL-10, bem como a diminuição da liberação de citocinas pró-

inflamatórias, parece ser um importante efeito gerado pela terapia com macrófagos 

regulatórios. 



95 
 

Xiao et al. (2016) também observaram maiores concentrações de IL-6 e TNF 

no soro de camundongos C57BL/6 que receberam DSS na concentração de 3%, 

durante 7 dias. Tal estudo também demonstrou que o aumento na concentração 

dessas citocinas está diretamente ligado a alterações histopatológicas presentes no 

cólon e aumento da permeabilidade intestinal.  

Alex et al. (2009) estudaram o perfil de citocinas no soro de camundongos 

C57BL/6 desafiados com o protocolo de colite de administração de DSS na 

concentração de 3% durante 7 dias. O estudo evidenciou o aumento das 

concentrações séricas das citocinas IL-6, TNF, IL-17 e da quimiocina derivada de 

queratinócitos (KC) dos animais colite com relação ao grupo controle e não 

apresentou diferença significativa na dosagem das citocinas IFN-, IL-12 e da 

quimiocina MCP-1, corroborando com os resultados por nós encontrados. 

 Chami et al. (2014) também utilizaram a metodologia do kit CBA para avaliar 

a concentração de citocinas e quimiocinas no cólon de camundongos C57BL/6 

submetidos ao protocolo de indução de colite por DSS, na concentração de 2,5% 

durante 9 dias e não observaram diferença significativa na concentração de IL-10 

entre os grupos controle e colite. XU, HUNT e BAO (2008) avaliaram a concentração 

de IL-10 no cólon de camundongos submetidos à colite por DSS 2,5% por 7 dias, 

pela técnica de ELISA e também não observaram diferença na concentração dessa 

citocina entre os grupos colite e controle. Sugerindo que a IL-10 pode não estar 

envolvida na colite induzida por DSS. Em nosso estudo o grupo colite com 

administração de DSS 3% por 7 dias também não apresentou diferença estatística 

na concentração de IL-10 com relação ao grupo controle, corroborando com os 

autores anteriormente citados. Entretanto foi observado maior concentração de IL-10 

no soro de camundongos colite tratados com macrófagos regulatórios em relação ao 

grupo controle, o que corrobora com os estudos que mostram que macrófagos 

regulatórios são células com potencial função anti-inflamatória, que regulam 

positivamente a produção de IL-10 (ANDERSON et al., 2013; FLEMING; MOSSER, 

2011; GALLO; GONÇALVES; MOSSER, 2010; MURRAY et al., 2014), e que sua 

produção de IL-10 é tão relevante, que foi detectada após 48 horas da última terapia 

com os macrófagos regulatórios. Acreditamos que a IL-10 controle as respostas 

imunes exarcebadas e proteja contra os danos epiteliais causados pela inflamação 

gerada pelo DSS, auxiliando na manutenção da integridade das células epiteliais.  
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 A IL-10 também inibe diretamente a produção de IL-12 pelos macrófagos 

inflamatórios (OUYANG et al., 2011). Entretanto em nossos resultados não houve 

diferença significativa na dosagem de IL-12 no soro dos camundongos avaliados. 

Esse resultado pode ser explicado em função do tempo escolhido para a coleta do 

soro, somente no final do experimento, após 7 dias de indução de colite com DSS. 

Esse achado é corroborado pelo trabalho de Bauer et al. (2007) que não observaram 

diferença na expressão gênica de IL-12 no homogenato de cólon de camundongos 

que receberam DSS por 8 dias.  

 A utilização da IL-10 como terapia na colite experimental é embasada por 

diferentes estudos precedentes que mostraram o papel fundamental desta citocina 

no controle da homeostase intestinal e no quanto ela é fundamental para o controle 

da inflamação (ANDERSON et al., 2013; CHANG et al., 2013; GOMES-SANTOS et 

al., 2012; HAYASHI et al., 2013; OPPONG et al., 2015; SASAKI et al., 2005; 

SHOUVAL et al., 2014; ZIGMOND et al., 2014).  

  Devido à importante função regulatória da IL-10 no contexto da inflamação 

intestinal, opções terapêuticas têm sido propostas para o tratamento das DII. 

Entretanto os resultados da administração de IL-10 recombinante ainda são 

inconclusivos e de eficácia questionável (BRAAT; PEPPELENBOSCH; HOMMES, 

2003; FEDORAK et al., 2000; HERFARTH; SCHÖLMERICH, 2002; MANTOVANI; 

MARCHESI, 2014; TILG et al., 2002). Uma revisão sistemática realizada por 

Buruiana e Alonso-Coello (2008) evidenciou que a administração de IL-10 

recombinante não aumenta o número de remissões (completas ou clínicas) em 

relação a administração do placebo em pacientes com DC.  

 Alguns motivos para a insucesso da terapia com IL-10 recombinante têm sido 

apontados, como o fato da administração sistêmica de IL-10 não ser suficiente para 

exercer sua função de citocina anti-inflamatória nos locais de inflamação da mucosa, 

acrescido do fato de que o tratamento sistêmico com essa citocina possui tempo de 

meia-vida curto (SCHREIBER et al., 1995). A administração de elevadas 

concentrações de IL-10 recombinante (20 µg/kg durante 28 dias) em pacientes com 

DC, também apresentou limitações, uma vez que a utilização de elevadas doses 

dessa citocina foi relacionada a indução da expressão de citocinas pró-inflamatórias, 

como IFN- pelas células T auxiliares (TILG et al., 2002). 

 Acreditamos que o uso da IL-10, sempre considerada de extrema importância 

no controle das DII, não tenha se constituído na prática terapêutica, em função 
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provavelmente da necessidade de altas concentrações necessárias no soro, para a 

manutenção de um mínimo funcional no intestino lesado. Tal evento se torna difícil, 

visto que a IL-10 parece ser rapidamente consumida por um grande número de 

células que expressam seus receptores em todo o corpo (HAYASHI et al., 2013; 

MANTOVANI; MARCHESI, 2014; SHOUVAL et al., 2014). 

 Propostas terapêuticas pautadas na administração oral de IL-10 recombinante 

também não apresentaram resultados promissores devido a sensibilidade dessa 

citocina ao ambiente do sistema digestório, sendo essa proteína degradada 

rapidamente após sua administração, não conseguindo alcançar o intestino 

inflamado (STEIDLER; VANDENBROUCKE, 2006).  

 Para contornar os problemas relacionados ao uso da IL-10 no tratamento das 

DII, estudos que desenvolvam novas estratégias baseadas na entrega da IL-10 

diretamente no intestino inflamado, fazem-se necessários. A entrega da IL-10 

diretamente no sítio da inflamação resolverá a necessidade de dosagens altas de IL-

10, além de reduzir o desenvolvimento de efeitos secundários pró-inflamatórios não 

desejados (NELL; SUERBAUM; JOSENHANS, 2010). 

 No caso do nosso modelo proposto, com o uso dos macrófagos produtores de 

IL-10, estas células ao migrarem para o tecido lesado, se espalham e produzem 

grandes quantidades de IL-10 de forma constante, exatamente onde é necessário, 

por toda a extensão da lesão, não havendo dispersão e por este motivo, 

amplificando a possibilidade de sucesso.  

 Observamos que esta constância da presença de IL-10, para a recuperação 

da homeostase nas DII, é tão sensível, que a terapia testada nesse trabalho 

composta por apenas uma dose de macrófagos no terceiro dia, não obteve sucesso, 

sendo necessário duas doses com intervalo de 48 horas, o que permitiu a 

permanência de um maior número de macrófagos no local da lesão e a liberação de 

IL-10 por mais tempo de forma constante.  

 Nossos resultados, apresentaram importantes interpretações: em primeiro 

lugar, a afirmação de que os macrófagos são muito importantes na patogênese das 

DII, em virtude de que o uso de macrófagos classicamente ativados, estimulados 

com LPS, potencializou a doença, aumentando os sinais clínicos e patológicos, 

mostrando que o perfil pró-inflamatório destas células são muito piores para a 

doença; em segundo lugar, esta mesma célula, quando ativada por imunocomplexo 

+ LPS (perfil regulatório) e transferida aos camundongos com colite, mostrou-se 
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capaz de controlar a doença clínica além de melhorar significativamente o índice 

histológico, determinando um importante papel dos macrófagos, também na 

homeostase intestinal, garantindo o “equilíbrio da resposta inflamatória” local, 

mesmo após severa agressão. Esses RMφ podem estar promovendo a 

“desativação” de macrófagos residentes presentes na mucosa inflamada, bem como 

de macrófagos inflamatórios que migraram para o cólon. Sendo assim, dependendo 

do estímulo, o papel destas células pode ser totalmente paradoxal, atuando 

diretamente na progressão da doença ou na sua cura.  

 Outro resultado interessante do nosso estudo foi que a aplicação de 

macrófagos sem estímulo também favorece a progressão e a piora do quadro de 

colite, contribuindo para a hipótese de que a administração de mais macrófagos num 

ambiente pró-inflamatório intensifica a inflamação, devido ao estímulo de citocinas 

pró-inflamatórias, polarizando estes macrófagos para o perfil de ativação clássico, 

potencializando a doença. Esse resultado é corroborado pelo trabalho de Rivollier et 

al. (2012) que mostraram que no modelo de colite induzida pela transferência de 

células T, os monócitos Ly6Chi migram para o cólon inflamado e se diferenciaram em 

células pró-inflamatórias, que agem secretando altos níveis de IL-12, IL-23, iNOS e 

TNF. Esses achados demonstram a capacidade dos monócitos presentes no sangue 

de se diferenciarem em células inflamatórias de acordo com as condições do 

microambiente.  

 Por fim nossos resultados corroboram com os achados de que os macrófagos 

são as células centrais na indução e na regulação da inflamação intestinal induzida 

por DSS (HAYASHI et al., 2013; QUALLS et al., 2006; SMITH et al., 2007). Assim 

sendo, tais resultados demonstram a potencialidade em se controlar doenças 

inflamatórias graves, como as DII, por meio da manipulação do estado de ativação 

de macrófagos, e reafirmam as ideias inicias de Metchnikoff acerca do importante 

papel destas células na manutenção da homeostase tecidual (TAUBER, 2003). 
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7. CONCLUSÃO 

 Baseado nos resultados encontrados, ratificamos a ideia de que os 

macrófagos representam uma estratégia atraente na reeducação do microambiente 

imune intestinal e na restauração da homeostase tecidual após a inflamação. Que a 

proposta de imunoterapia celular, com administração de duas doses de macrófagos 

regulatórios controla a inflamação no modelo experimental de DII.  
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