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RESUMO 

A mastite causa grandes impactos na saúde única devido aos prejuízos socioeconômicos, 
ambientais e problemas de saúde pública. Desse modo, aumentam-se os gastos em tratamentos, 
mão-de-obra, reduz-se a produção leiteira, além da perda precoce do animal e diminuição do 
preço pago pela qualidade do leite. O objetivo desse trabalho foi avaliar como distintos isolados 
de estafilococos associados a bovinos modulam o imunometabolismo de células macrofágicas 
da linhagem RAW 264.7 em uma infecção experimental in vitro e como essas induzem a 
expressão de PD-1 e PDL-1 numa relação macrófago-bactéria. Para tal usamos quatro isolados, 
dois de S. aureus (um de nicho extramamário – SN/spa t098; e um originário de infecção 
intramamária persistente – IM/spa t605) e dois de S. chromogenes (um obtido a partir do ápice 
do teto de uma novilha - TA; e outro originário de infecção intramamária persistente - IM). A 
produção de óxido nítrico (NO) foi mediada pela Reação de Griess e a expressão dos genes 
iNOS, arginase, NLRP3, IL-1β, IL-18, Bax, Bcl2, IDO e Cat-2B foram avaliadas por qPCR. 
Além disso, a expressão do receptor de morte programada-1 (PD-1) e seu ligante (PD-L1) e a 
viabilidade celular foram determinadas por citometria de fluxo. Os testes estatísticos usados 
foram Kruskal Wallis para os dados de qPCR, teste de Friedman para produção de NO e teste 
Duncan para os dados de citometria de fluxo. Verificou-se que os isolados de estafilococos 
modulam o imunometabolismo de células RAW 264.7 de formas distintas. A expressão relativa 
do gene iNOS foi maior durante a infecção por isolados distintos de estafilococos quando 
comparados com o controle, enquanto a expressão relativa do gene arginase foi maior do que 
o controle apenas com S. aureus com infecção de 180 min. A produção de NO foi inibida em 
macrófagos com infecção de S. aureus IM e esse composto foi degradado na infecção de S. 

chromogenes TA. Na infecção com todos os estafilococos foi observada ativação do 
inflamassoma, mas em nenhuma houve a expressão de mRNA de IL-18. A expressão do gene 
pró-apoptótico Bax foi maior por S. chromogenes IM com infecção de 90 min. Já para Bcl2, 
um gene anti-apoptótico, foi observada maior expressão desse gene em macrófagos infectados 
com S. aureus SN aos 180 min. Devido à baixa qualidade da curva de dissociação e altos valores 
de Ct na análise de qPCR, a expressão de IDO e Cat-2B não foi avaliada. Uma porcentagem 
maior de macrófagos que expressam PD-1 em células RAW 264.7 foi observada durante a 
infecção por estafilococos independentemente do isolado estudado, indicando mecanismos de 
evasão desses isolados. Em relação a PD-L1, apenas S. aureus IM levou à indução de um 
discreto aumento na porcentagem de macrófagos que expressam esse gene em relação ao 
controle (basal). O GMFI de PD-1 foi associado positivamente com a multiplicidade da 
infecção, enquanto não houve efeito sobre GMFI de PD-L1.  

Palavras-chave: mastite, óxido nítrico, inflamação, inflamassoma, pontos de controle 

imunológicos.  
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ABSTRACT 

Mastitis causes has a great one health concern with negative implications to socioeconomic, 
environmental and public health. As a result, treatments costs and labor time increase, while 
milk yield reduces in addition to the early culling and lower price paid for the milk quality. The 
study aimed to investigate how distinct bovine-associated staphylococci modulate the 
immunometabolism response of the macrophage RAW 264.7 cell line in experimental in vitro 
infection and how these induce the PD-1 and PDL-1 expression in a macrophage-bacteria 
relationship. Four isolates were used, two different S. aureus (one from an extramammary niche 
– SN/spa t098; and one originating from persistent intramammary infection – IM/spa t605) and 
two dissimilar from S. chromogenes (one obtained from the apex of the teat of a heifer - TA; 
and another one from persistent intramammary infection - IM). Here, the production of oxide 
nitric (NO) was measured by Griess reaction, and the expression of iNOS, arginase, NLRP3, 

IL-1β, IL-18, Bax, Bcl2, IDO and Cat-2B genes were assessed by qPCR.  Furthermore, the 
expression of programmed death receptor-1 (PD-1) and its ligand (PD-L1) and cell viability 
was determined flow cytometry. The statistical tests used were Kruskal Wallis for qPCR data, 
Friedman test for NO production, and for flow cytometry data was used the Duncan test. We 
observed that the studied staphylococcal isolates modulate the immunometabolism of RAW 
264.7 cells in different ways. The relative expression of the iNOS gene was higher during the 
infection by distinct staphylococci strains than control, while the relative expression of the 
arginase gene was higher only under S. aureus infection after 180 min. The NO production was 
inhibited in macrophages under S. aureus IM infection and this compound was degraded during 
S. chromogenes TA infection. In infection with all staphylococci, activation of the 
inflammasome was observed, but in none induce the expression of IL-18 mRNA, The pro-
apototic Bax gene expression was higher under S. chromogenes IM infection at 90 min. The 
highest expression of the anti-apoptotic Bcl2 gene was observed in macrophages infected with 
S. aureus SN at 180 min. Due to the poor quality in the dissociation curve and high Ct values 
in the qPCR analysis, IDO and Cat-2B expression could not be assessed. A higher percentage 
of macrophages that expressed PD-1 in RAW 264.7 cells was observed during staphylococci 
infection independently of the studied strain than control, indicating critical mechanisms of 
evasion of these isolates. Regarding PD-L1, only S. aureus IM led to the induction of a slight 
increase in the percentage of macrophages that express PD-L1 relative to control (baseline). 
The GMFI of PD-1 was positively associated with the multiplicity of infection, while it has no 
effect on the GMFI of PD-L1.  

 

Keywords: mastitis, nitric oxide, inflammation, inflammasome, immune checkpoints. 
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TNF Fator de necrose tumoral 

TSST-1 Toxina 1 da síndrome do choque tóxico 

UCP2 Proteína desacopladora 2  
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1. INTRODUÇÃO 

É de grande importância o conhecimento das doenças que acometem os rebanhos leiteiros, 

principalmente para monitorá-las e controlá-las adequadamente evitando-se prejuízos tanto nas 

fazendas quanto nos laticínios. Uma das doenças infeciosas mais comuns e dispendiosas na 

bovinocultura leiteira em todo o mundo é a inflamação na glândula mamária, denominada 

mastite (Barkema et al., 2009).  

A mastite causa grandes impactos na saúde única, como prejuízos socioeconômicos, ambientais 

e saúde pública. Devido a isso, aumentam-se os gastos em tratamentos, mão-de-obra, reduz-se 

a produção leiteira, além da perda precoce do animal e diminuição do preço pago pela qualidade 

do leite (Holland et al., 2015). Ainda que tenha havido um grande progresso na compreensão 

das interações hospedeiro-patógeno, pelo emprego de novas práticas de manejo na fazenda e 

pelo desenvolvimento de novas ferramentas para o controle dessa doença, a mastite ainda é a 

doença mais comum e de maior impacto econômico da bovinocultura de leite (Ruegg, 2017; 

Aghamohammadi et al., 2018). 

A ocorrência da mastite relaciona-se a três diferentes fatores: ambiente, características inerentes 

ao animal e patógeno envolvido. A mastite pode ser de origem ambiental, quando os 

microrganismos não são adaptados ao animal e agem como oportunistas na glândula mamária, 

e também pode ter origem contagiosa, na qual os microrganismos são adaptados ao nicho 

mamário. Esses últimos são transmitidos a partir da própria glândula mamária infectada durante 

a ordenha pelos equipamentos e mãos do ordenhador (Jamali et al., 2014). Embora a mastite 

possa ocorrer após trauma no úbere ou alguns distúrbios fisiológicos, na grande maioria das 

vezes, está relacionada a uma infecção bacteriana intramamária (Côté-Gravel e Malouin, 2019).  

Devido a isso, com o aumento dos estudos moleculares, fica claro que para se diferenciar 

patógenos com perfil de mastite contagiosa e ambiental deve-se considerar o isolado e não a 

espécie do microrganismo (Souza et al., 2019). Sabe-se que nos rebanhos do mundo inteiro 

circulam inúmeros isolados de Staphylococcus aureus, habitualmente responsáveis por casos 

de mastite subclínica, indicando perfil de mastite contagiosa (Sommerhäuser et al., 2003; 

Ladeira et al., 2019). Apesar disso, casos de mastite clínica têm sido prevalentemente causados 

por isolados de S. aureus distintos, ou seja, não relacionados à mastite subclínica (Ladeira et 

al., 2019).  

O gênero Staphylococcus é de grande importância para a saúde única e esse grupo se divide em 

Staphylococcus aureus (SA) e Staphylococcus não aureus (SNA). Devido à contaminação 
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humana, animal e ambiental, esses microrganismos são potencialmente encontrados em 

diversos hospedeiros e locais desde pastagens, glândulas mamárias, mãos, fossa nasal, entre 

outros (Prado et al., 2015).  

Staphylococcus aureus é considerado o patógeno mais importante relacionado à saúde da 

glândula mamária, sendo relatado em infecções clínicas e subclínicas (Lee et al., 2012), e 

predomina em infecções sistêmicas em humanos (Harrison et al., 2013). Fatores de virulência 

e a resistência aos antimicrobianos refletem na habilidade adaptativa que molda a capacidade 

dessa bactéria de causar padrões de doença em constante mudança, dificultando a formação da 

resposta imune gerada no hospedeiro (Tong et al., 2015). 

Sob outra perspectiva, Staphylococcus não-aureus (SNA), que era considerado um grupo 

homogêneo anteriormente – estafilococos coagulase-negativo, agora são os microrganismos 

mais frequentemente isolados em amostras de leite bovino, assepticamente coletadas em várias 

regiões do mundo (Condas et al., 2017; Naqvi et al., 2018; Nyman et al., 2018). Além disso, 

esses microrganismos são conhecidos por infecções causadas em neonatos (Angelone et al., 

2006). Desse modo, esses patógenos estão ganhando grande importância, antes atribuída apenas 

ao S. aureus.  

Diante disso, nas últimas décadas, uma melhor compreensão dos mecanismos celulares e 

moleculares que regulam a defesa inata e adaptativa contra esses patógenos tem sido 

investigada. Apesar de todos os esforços, é evidente a complexa interação das células imunes e 

os receptores para o desenvolvimento de uma resposta protetora direcionada pelo hospedeiro 

contra um patógeno específico e quais são os fatores determinantes na qualidade dessa resposta 

observada entre os indivíduos (Bagnoli et al., 2018).  
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1. OBJETIVOS 

 

1.1 Objetivo geral 

 Avaliar como distintos isolados de Staphylococcus spp. associados a vacas leiteiras 

modulam o imunometabolismo de células RAW 264.7 em uma infecção in vitro e como 

essas induzem a expressão do receptor de morte programada-1 (PD-1) e seu ligante (PD-

L1) numa relação macrófago-bactéria. 

 

1.2 Objetivos específicos  

 Avaliar a expressão de genes, tais como IDO1, IL-1β, IL-18, NLRP3, iNOS, Arg1, Cat-

2B, Bax e Bcl-2 por qPCR em uma infecção in vitro por dois isolados distintos de 

Staphylococcus aureus e dois isolados distintos de Staphylococcus chromogenes em 

células RAW da linhagem 264.7. 

 Quantificar a produção de óxido nítrico induzida após a infecção in vitro por dois 

isolados distintos de Staphylococcus aureus e por dois isolados distintos de 

Staphylococcus chromogenes por células RAW da linhagem 264.7 pela Reação de 

Griess.  

 Avaliar a indução da expressão de PD-1 e PD-L1 por citometria de fluxo em células 

RAW da linhagem 264.7 após infecção in vitro com dois isolados distintos de 

Staphylococcus aureus e dois isolados distintos de Staphylococcus chromogenes. 
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1. Vias metabólicas em macrófagos na resposta imune  

Os macrófagos foram descritos pela primeira vez em 1908 por Elié Metchnikoff, biólogo de 

nacionalidade russa, que percebeu que larvas de estrelas-do-mar continham células que 

apresentavam papel importante na defesa contra microrganismos invasores. Essas células eram 

capazes de ingerir partículas estranhas, e esse processo foi denominado de fagocitose (Pacheco 

e Cardoso, 2012).  

Com isso, a teoria de Metchnikoff foi nomeada de imunidade celular e foi comprovada quando 

ele introduziu um espinho de roseira numa larva e verificou que esse ficou rodeado de 

macrófagos (Pacheco e Cardoso, 2012). Inicialmente, essa teoria criou controvérsias na 

comunidade científica, mas, mais tarde foi aceita juntamente com a teoria da imunidade 

humoral, que tinha sido formulada, anos antes, por Paul Ehrlinch. Assim, ambas as teorias se 

complementavam (Kaufmann, 2008). 

Desde então, o macrófago é considerado uma célula de grande importância na resposta imune, 

uma vez que sua ativação influencia outros braços do sistema imune inato e adaptativo (Hao et 

al., 2012). Essas células são caracterizadas por um fenótipo heterogêneo, devido a uma ampla 

distribuição tecidual e da diferenciação celular resultante das adaptações aos microambientes 

onde se localizam, além da resposta a muitos estímulos endógenos e exógenos (Gordon, 2007).  

O conceito de ativação clássica e alternativa dos macrófagos, denominadas M1 e M2, para 

imitar a nomenclatura das células T helper, torna-se cada vez mais amplo. Existem muitas 

evidências de que inúmeros estímulos se combinam para determinar o fenótipo dessa célula. Os 

macrófagos M1 são gerados em resposta a estímulos como o interferon-γ (IFN-γ) e 

lipopolissacarídeos (LPS) e M2 são produzidos em respostas a interleucina 4 (IL-4) e 

interleucina 13 (IL-13). Em geral, os macrófagos M1 são importantes nas infecções 

microbianas, produzindo óxido nítrico (NO) e citocinas inflamatórias. Por outro lado, o fenótipo 

M2 desempenha papel na regulação da inflamação e auxilia no reparo celular (Murray e Wynn, 

2011).  

Esses dois fenótipos de macrófagos também se diferem no seu metabolismo. O M1 se 

caracteriza por altos níveis de glicólise, fluxo pela via de pentoses-fosfato (PPP) e elevação de 

certos intermediários do ciclo de Krebs, incluindo succinato, citrato e ácido itacônico, além do 

aumento da síntese de ácidos graxos (Jha et al., 2015). Em contraste, o metabolismo dos 
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macrófagos M2 compreende altos níveis de fosforilação oxidativa e oxidação de ácidos graxos 

(El Kasmi e Stenmark, 2015). 

A definição de polaridade dos macrófagos em M1 e M2 surgiu antes da era genômica, quando 

alguns marcadores foram considerados para estabelecer diferenças e semelhanças nas respostas 

de macrófagos aos estímulos. Atualmente, o conhecimento da sinalização das citocinas, do 

papel dessas no desenvolvimento hematopoiético e análises proteômicas revelam quadro 

complexo para a ativação dessas células (Martinez e Gordon, 2014). Outros mecanismos como 

microRNAs (Etzrodt et al., 2012; Swaminathan et al., 2013) e RNAs (Santa et al., 2010) 

também interferem na ativação de macrófagos. Um resumo dos tipos de ativação dos 

macrófagos pode ser entendido melhor na Figura 1. 

 

 

Figura 1. Diagrama de modelo molecular das vias de ativação de macrófagos M1 e M2.  
Fonte: Mantovani et al. (2004) 
 

 

1.2 Estímulos M1  

Os estímulos M1 são agrupados de acordo com sua capacidade de induzir respostas 

inflamatórias e marcadores, mas sua fonte, função, receptores e vias de sinalização diferem 
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muito. O IFN-γ é a principal citocina associada a ativação de M1 e Th1 é o principal produto 

celular. Outras células como células Natural Killer (NK) e os próprios macrófagos também 

produzem essa citocina. Os receptores vinculados ao IFN-γ são os IFNGR-1 e IFNGR-2 que 

recrutam os adaptadores Janus Kinase (JAK 1 e JAK 2) e esses ativam o transdutor de sinal e 

ativador de transcrição 1 (STAT1) e também os fatores reguladores de interferon (IRF), como 

IRF-1 e IRF-8 (Figura 2) (Hu e Ivashkiv, 2009).  

 

Figura 2. Tipos de sinalização para ativação de macrófagos M1.  
Fonte: Martinez e Gordon (2014) 
 
 
O IFN-γ controla a expressão gênica de receptores de citocinas (CSF2RB, receptor IL-15 α, 

IL2RA e IL6R), marcadores de ativação celular (CD36, CD38, CD39 e CD97) e células de 

adesão, como a molécula de adesão intercelular 1 (ICAM1), ITG4, mucina 1 (MUC1), entre 

outros (Waddell et al., 2010).  

Em estudos realizados, foi mostrado que camundongos knockout para IFN-γ ou seus receptores 

se demonstraram viáveis e férteis e com números de macrófagos estacionários normais. No 

entanto, foi constatado que os macrófagos desses animais possuíam uma produção menor de 

antimicrobianos, levando esses camundongos a serem susceptíveis a infecções por 

Mycobacterium bovis e Listeria monocytogenes (Dalton et al., 1993; Huang et al., 1993). Nos 

humanos com imunodeficiência de expressão do receptor de IFN-γ, notou-se uma deficiência 

imune grave, uma vez que houve aumento da susceptibilidade aos microrganismos, como 

micobactérias (Dorman e Holland, 2000).  

Outro estímulo M1 é o LPS que é reconhecido por Toll like receptor, TLR4 e TLR2 (Figura 2), 

embora haja evidências que o LPS também possa ser reconhecido independentemente desses 

receptores específicos (Hangar et al., 2013). Normalmente, a ativação de TLR4 induz ativação 
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da proteína MyD88 e molécula adaptadora associada a receptores Toll-like (MaL/Tirap) por 

fosforilação, e leva também uma sinalização celular para à produção e liberação de citocinas 

inflamatórias, como IFN-β, IL-12, Fator de Necrose Tumoral (TNF), IL-6, e IL-1β. Esse 

receptor também é responsável pela ativação da produção de quimiocinas, moléculas 

apresentadoras de antígenos, como membros do MHC (Complexo Principal de 

Histocompatibilidade), moléculas coestimuladoras e peptidases de processamento de antígenos 

(Hu e Ivashkiv, 2009). Casanova et al. (2008) demonstraram que camundongos com mutações 

genéticas na família TLR possuem maior susceptibilidade a infecções por micobactérias, 

pneumococos, meningococos e maiores chances de desenvolver bacteremia.  

Já o estímulo M1 Fator Estimulador de Colônias de Granulócitos e Macrófagos (GM-CSF) é 

produzido por uma variedade de células, como macrófagos e células do parênquima. O receptor 

de GM-CSF recruta JAK 2, que conduz a ativação do STAT5, da quinase regulada por sinal 

extracelular (ERK), bem como a translocação nuclear do fator de transcrição NF-κB e IRF5 

(Figura 2) e isso desencadeia a expressão de genes (Krausgruber et al., 2011). O GM-CSF 

melhora a apresentação de antígenos, a fagocitose mediada por complemento e anticorpo, 

capacidade antimicrobiana e quimiotaxia de leucócitos. O GM-CSF induz monócitos e 

macrófagos a produzir citocinas como IL-6, IL-8, G-CSF, fator estimulador de colônias de 

macrófagos (M-CSF), TNF e IL-1β, mas em menor quantidades do que LPS, por exemplo 

(Lehtonen et al., 2007). Dirksen et al. (1998) relataram que humanos com mutações no receptor 

de GM-CSF, especialmente na cadeia β comum, apresentaram falhas na ação de macrófagos 

alveolares.  

Além disso, existem outros estímulos M1 que compartilham propriedades pró-inflamatórias, 

como TNF, IL-1β e IL-6. Esse fato traz heterogeneidade a esse grupo que também 

compreendem produtos bacterianos e determinadas linhagens de citocinas (Martinez e Gordon, 

2014).  

 

1.3 Estímulos M2  

A ativação M2 compreende diferentes tipos de estímulos, que foram demonstrados inicialmente 

a partir de estimulação com IL-4 ou IL-13, e isso ocorreu, principalmente, devido a capacidade 

dessas interleucinas de antagonizar respostas inflamatórias e marcadores. Essas são produzidas 

pelas células Th2, eosinófilos, basófilos ou macrófagos e são reconhecidas por três pares de 

receptores diferentes. IL-4Ra1 pode emparelhar com a cadeia gama comum, permitindo a 
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ligação com IL-4 e a cadeia IL13Ra1 ativa a ligação com IL-4 ou IL-13. A ligação nos 

receptores de IL-4 ativa JAK 1 e JAK 3. Essa ativação é denominada M2a (Figura 3) (Martinez 

e Gordon, 2014).  

 

Figura 3. Tipos de sinalização para ativação de macrófagos M2.  
Fonte: Martinez e Gordon (2014) 
 
Nesse contexto, sabe-se que a IL-4 induz a fusão de macrófagos e diminui a fagocitose. Em 

camundongos knockout para essa interleucina o número de macrófagos maturados são normais, 

mas esses animais demonstraram problemas na resposta imune contra nematódeos e algumas 

infecções virais (van Dyken e Locksley, 2013). Já nos seres humanos, polimorfismos no IL-4R 

tem sido associada ao desenvolvimento de asma e atopia (Ford et al., 2009). 

Outra categoria de estímulo é o M2b, que é o único exemplo de crosstalk com as células B. O 

IgG é reconhecido pelo Fcγ, família de receptores que inclui FcγRI ativador (CD64), FcγRIIA 

inibitório (CD32), FcγRIIIA ativador (CD16a) e FcγRIIIB (CD16b). O CD32 parece ser crucial 

para a ativação do M2b em macrófagos humanos. Esses macrófagos são distintos dos 

macrófagos ativados por IL-4 e seus perfis de expressão se sobrepõem apenas parcialmente 

(Sorini et al., 2006). 

Estímulos com glucocorticóides e IL-10 estão incluídos na categoria M2c, embora representem 

um tipo muito diferente de estímulo. Os glucocorticóides ativos são lipofílicos e difundem 

através da membrana para ligar o receptor de glucocorticóides α (GCRα) (Figura 3) levando à 

translocação do complexo (Ehrchen et al., 2007). Ratos com deficiência de GCR não 

sobrevivem por muito tempo após o nascimento, por insuficiência respiratória e pelo aumento 

da susceptibilidade à septicemia (Kleiman et al., 2012). Bray e Cotton (2003) demonstraram 

que humanos com polimorfismos nesse receptor apresentam distúrbios inflamatórios e 

autoimunes.  
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Desse modo, a IL-10 se liga aos receptores IL10R1 e IL10R2 (Figura 3). Reações de auto 

fosforilação do receptor levam à ativação do fator de transcrição STAT3 e isso irá mediar a 

inibição de citocinas pró-inflamatórias. A IL-10 é produzida praticamente por todos os 

leucócitos, e nos macrófagos é desencadeada em resposta a ativação de TLRs, glucocorticóides 

e lectina do tipo C, como por exemplo a Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion 

molecule-3-Grabbing Non-integrin (DC-SING) (codificada pelo gene CD209). É importante 

também ressaltar que a IL-10 é um potente inibidor das células Th1 (Park-Min et al., 2005). 

O M-CSF também é considerado outro tipo de estímulo M2. O receptor de fator 1 estimulador 

de colônias em macrófagos (M-CSFR) é um receptor de tirosina quinase (Figura 3), e a ligação 

entre eles leva à ativação de Sinal Extracelular Regulado por Quinase (ERK), fosfolipase C, 

fosfatidilinositol 3-quinases, entre outros fatores. A resposta transcricional ao M-CSF inclui 

genes transitórios com excesso de representação dos genes do ciclo celular, como por exemplo, 

ciclinas A2, B1, D1 e E1 (Martinez et al., 2006). Camundongos mutantes para M-CSF 

mostraram níveis reduzidos de monócitos e macrófagos. Já em humanos, essas mutações 

resultaram em síndrome mielodisplásticas, leucemia mieloide aguda e leucoencefalopatia 

difusa hereditária (Rademarkers et al., 2012).  

 

1.4 Vias metabólicas em macrófagos  

Em geral, macrófagos M1 são importantes em infecções bacterianas e são considerados mais 

inflamatórios. Desse modo, foi demonstrado que essas células produzem citocinas inflamatórias 

e óxido nítrico (NO) (Murray e Wynn, 2011). Macrófagos M2, por outro lado, desempenham 

um papel na regulação da inflamação e no processo de reparo celular. Esses fenótipos de 

macrófagos também se diferem no seu metabolismo celular (Pearce e Pearce, 2013). 

Dessa forma, o metabolismo nos macrófagos M1 é caracterizado por altos níveis de glicólise e 

fluxo pela via PPP e elevação em certos intermediários do ciclo de Krebs, incluindo succinato, 

citrato e ácido itacônico, aumentando também a síntese de ácidos graxos (Viola et al., 2019). 

Esses metabólitos atuam como sinais para alterar a função celular M1 (Jha et al., 2015). Em 

contraste, os metabólitos dos macrófagos M2 compreendem altos níveis de oxidação de ácidos 

graxos e fosforilação oxidativa (El Kasmi e Stenmark, 2015). 
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1.4.1 Glicólise  

A regulação positiva da glicólise nos macrófagos ativados foi observada várias décadas atrás 

(Alonso e Nungester, 1956; Oren et al., 1963), mas foi apenas anos depois, que os mecanismos 

que controlam o processo e as funções dessa mudança metabólica nos macrófagos foram 

evidenciados. Um aumento agudo da taxa de glicólise está intimamente associado a um fenótipo 

inflamatório em macrófagos. Foi demonstrado que a administração de 2-desoxiglucose (2-DG), 

uma molécula que não pode sofrer glicólise, bloqueia muitos aspectos do processo inflamatório 

M1, incluindo fagocitose mediada por opsonina (Pavlou et al., 2017), secreção de citocinas pró-

inflamatórias e produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e espécies reativas a 

nitrogênio (ERN) (Freemerman et al., 2014).  

Em contrapartida, macrófagos ativados alternativamente (M2), empregam fosforilação 

oxidativa ao invés de glicólise como fonte principal de ATP. O rápido aumento da captação de 

glicose por M1 é facilitada pela regulação positiva do transportador de glicose 1 (GLUT1) 

(Figura 4) (Freemerman et al., 2014). Pode parecer contraintuitivo que macrófagos ativados 

utilizem a glicólise como principal fonte de energia, uma vez que a fosforilação oxidativa gera 

36 moléculas de ATP e a glicólise produza apenas duas moléculas. No entanto, a glicólise além 

de conferir vantagem em termos de velocidade com que pode ser regulada, também fornece 

intermediários biossintéticos para serem usados na via PPP (Figura 4), entre outros processos 

que são extremamente importantes para ativação clássica de macrófagos e suas funções efetoras 

(O’Neill et al., 2016).  
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Figura 4. Vias metabólicas em macrófagos.  
Fonte: Van den Bossche et al. (2017)  
 
 
Van den Bossche et al. (2015) determinaram características metabólicas de macrófagos M1 e 

M2 em camundongos, no qual em M1 se utiliza predominantemente glicólise para gerar ATP e 

em M2, fosforilação oxidativa. Dessa forma, foi observado que LPS e outros estímulos pró-

inflamatórios aumentam a glicólise em macrófagos derivados de medula óssea (BMDMs), mas 

estímulos anti-inflamatórios, como IL-10 suprimem essa via metabólica (Ip et al., 2017).  

Sabe-se que a glicólise elevada associada à inflamação em macrófagos é fortemente dependente 

de fatores induzíveis por hipóxia (HIF-1α). Blouin et al. (2004) foram os primeiros a mostrar 

que a estimulação de macrófagos com LPS aumentou os níveis da proteína HIF-1α levando a 

um complexo HIF-1 que se liga a Elementos de Resposta Hipóxica (HREs). Nesse sentido, 

HIF-1α também foi identificado por desempenhar remodelamento epigenética das células 

mieloides em respostas a estímulos como o β-glucano (Cheng et al., 2014). Samba et al. (2016) 

relataram que a reprogramação glicolítica do HIF-1α dos macrófagos desempenharam papel 

significativo nos macrófagos que migram para os tecidos. HIF-1α também induz a transcrição 

da citocina pró-inflamatória IL-1β (Tannahill et al., 2013).   

Contudo, Tavakoli et al. (2017) constataram que o M-CSF, que está associado a polarização de 

macrófagos M2, ocasionou uma expressão de transportadores de glicose, maior taxa de 
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produção de lactato e maior expressão de várias enzimas glicolíticas em macrófagos, 

comparado ao fator estimulante de colônias de granulócitos e macrófagos, que normalmente 

está associado ao fenótipo do tipo M1. À medida que surgem estudos como esse, fica 

demonstrado que a glicólise também pode desempenhar papel importante nos macrófagos M2.  

 

1.4.2 Via das pentoses-fosfato (PPP) 

A glicose-6-fosfato da glicólise supre a PPP anabólica, que não apenas gera pentoses e ribose-

5-fosfato para produção de ácido nucléico, mas também serve como principal fonte de NADPH 

que fornece o poder redutor necessário para uma série de reações sintéticas e anabolizantes no 

citosol celular (Diskin e Palsson-McDermott, 2018). 

Hangar et al. (2013) demonstraram que a PPP foi regulada positivamente em macrófagos M1. 

Assim, é provável que o NADPH seja de grande importância para os macrófagos, uma vez que 

a enzima NADPH oxidase catalisa a reação com espécies reativas de oxigênio e NO, sendo 

importantes na fase da resolução da inflamação (Ray et al., 2012). Sabe-se também que é 

provável que a produção de nucleotídeos é essencial para macrófagos ativados. Embora tenham 

baixa taxa de proliferação, os nucleotídeos também são necessários para miRNAs, que são 

envolvidos na regulação dos genes (O´Neill et al., 2016).  

Por outro lado, os macrófagos M2 parecem suprimir a PPP. Demonstrou-se que a regulação da 

PPP nessas células está sob controle da proteína carbohydrate kinase-like (CARKL). Essa 

proteína é regulada positivamente em respostas a IL-4 e suprimida em resposta a LPS, 

resultando na inibição da PPP em macrófagos ativados alternativamente. Isso acontece porque 

como a CARKL é regulada negativamente em M1, ela se torna importante para o 

redirecionamento da glicose para a glicólise e PPP, aumentando, então, a ação pró-inflamatória 

dos macrófagos (Haschemi et al., 2012).  

 

1.4.3 Ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) ou Ciclo de Krebs 

Quando o oxigênio está disponível, a glicólise se torna o primeiro estágio do catabolismo da 

glicose. Uma vez que piruvato e lactato são gerados, outros três processos metabólicos que 

ocorrem nas mitocôndrias tornam-se responsáveis por gerar mais 36 moléculas de ATP por 

molécula de glicose. O piruvato é oxidado por uma série de reações denominadas TCA ou ciclo 

de Krebs (Diskin e Palsson-McDermott, 2018). 
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Além do aumento do fluxo glicolítico e redução do consumo de oxigênio em macrófagos 

inflamatórios, também há mudanças significativas no TCA. Como a glicólise, os principais 

intermediários do ciclo do ácido tricarboxílico servem como fatores nas vias biossintéticas. O 

citrato desempenha papel importante, alimentando não apenas a síntese de ácidos graxos e a 

acetilação de histonas, mas também atua como precursor do itaconato, um dos metabólitos mais 

induzidos em macrófagos ativados por LPS (Diskin e Palsson-McDermott, 2018). 

Dessa forma, os macrófagos em repouso e os macrófagos M2 utilizam ciclo de Krebs intacto 

em conjunto com a fosforilação oxidativa para gerar ATP (Jha et al., 2015). O piruvato gerado 

em M1 é convertido em acetil-CoA pela piruvato desidrogenase (PDH) e posteriormente é 

convertido em citrato. A atividade da PDH foi encontrada intacta em macrófagos M1, embora 

o HIF-1α possa potencialmente induzir piruvato desidrogenase quinase (PDK-1), um inibidor 

da PDH (Meiser et al., 2016). Quando macrófagos são estimulados com LPS ou outro sinal 

inflamatório, o TCA é interrompido em pontos distintos do ciclo. Portanto, o acúmulo de certos 

metabólitos, como succinato, citrato e ácido itacônico ocorre em macrófagos M1 (Jha et al., 

2015). 

Nesse contexto, é visto que duas quebras ocorrem no ciclo de Krebs de macrófagos polarizados 

por M1. A primeira ocorre na enzima isocitrato desidrogenase (IDH), resultando no aumento 

dos níveis de citrato e itaconato. O citrato aumenta a síntese de ácidos graxos para 

prostaglandinas (PG) e produção de óxido nítrico (NO), enquanto o itaconato tem função 

antibacteriana. O segundo intervalo ocorre na enzima succinato desidrogenase (SDH) com 

subsequentes níveis aumentados de succinato (Van den Bossche et al., 2017). Esse último 

estabiliza o fator de transcrição do fator induzível por hipóxia (HIF-1a), que liga o promotor 

IL-1β, aumentando a produção dessa interleucina. O succinato elevado em M1 tem relação com 

os níveis de glutamina, que também é aumentada em resposta a LPS via α-cetoglutarato (α-

KG); esse aminoácido auxilia na função fagocítica e citotóxica do macrófago. O aumento do 

fluxo pela derivação de aspartato arginosuccinato (AASS) reestabelece o ciclo de Krebs, 

aumentando ainda mais o nível de citrato e alimentando o ciclo de ureia, que contribui para a 

produção de NO (Figura 5) (Mills e O´Neill, 2016).  
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Figura 5. Sinais metabólicos gerados em M1.  
Fonte: Mills e O´Neill (2016) 
 

1.4.3.1 Metabólitos: succinato, citrato e ácido itacônico 

O ciclo de Krebs cataboliza o acetil-CoA gerado na glicólise por uma série de reações 

enzimáticas. Dessa forma, o citrato é convertido em isocitrato por aconitase, sendo que o 

aconitato é o produto intermediário. O IDH produz α-KG desse isocitrato, mais tarde no ciclo, 

o succinato é oxidado para fumarato pela enzima SDH. Demonstrou-se que os macrófagos 

polarizados em M1 realizam fosforilação oxidativa em um ciclo de Krebs “quebrado” (Figura 

5) (Mills e O´Neill, 2016).  

O AASS conecta o ciclo de Krebs ao ciclo de ureia, uma via envolvida na produção de NO. Jha 

et al. (2015) relataram que a inibição da enzima AASS diminuiu a produção de NO e expressão 

de óxido nítrico sintase induzível (iNOS), ambos marcadores característicos de M1, o que 

demonstra a importância funcional desta via alternativa ou clássica. 
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Dessa forma, também foi demonstrado que falhas na atuação da AASS inibem a produção da 

IL-6. É provável também que essa enzima estimule o ciclo de Krebs para elevar os níveis de 

citrato e subsequente biossíntese de ácidos graxos, produção de ERO e inflamação. É 

importante salientar que, no entanto, o ciclo de ureia em M1 pode não ser funcional nos estágios 

iniciais na infecção. Foi sugerido, então, que a explosão inicial de produção de NO em M1 

provenha da arginina extracelular, que é importada após exposição. Quando os níveis de 

arginina extracelulares estão esgotados, a citrulina é importada e convertida em arginina para 

garantir a produção de NO mais tarde na infecção. Esse experimento foi realizado em 

macrófagos derivados de medula óssea de camundongos (Qualls et al., 2012).  

Outro metabólito importante é o citrato, que assim como o succinato, também possui 

propriedades pró-inflamatórias. O citrato é necessário para biossíntese de ácidos graxos e uma 

vez no citosol, é clivado pela citrato-liase em acetil-CoA e oxaloacetato, precursores para NO 

e ERO. A síntese de ácidos graxos também promove a produção de prostaglandinas, que são as 

principais impulsionadoras da inflamação, iniciando uma série de vias de sinalização após a 

ligação com os seus receptores (Ricciotti e FitzGerald, 2011).  

O transportador de citrato mitocondrial é o responsável pelo transporte de citrato das 

mitocôndrias para o citosol. A expressão desse transportador foi aumentada em macrófagos 

após estimulação com LPS e esse também foi necessário para a indução de NO, ERO e 

prostaglandinas em macrófagos M1 (Infantino et al., 2011).  

O ácido itacônico tem sua síntese aumentada em macrófagos polarizados por M1 (Jha et al., 

2015). Um estudo em macrófagos de camundongos e de humanos identificaram que o ácido 

itacônico possui atividade antimicrobiana, inibindo o crescimento de Salmonella enterica e 

Mycobacterium tuberculosis (Michelucci et al., 2013). O ácido itacônico também demonstrou 

inibir o isocitrato da enzima liase (ICL), um componente da derivação de glioxilato, que é uma 

via metabólica essencial para a sobrevivência de bactérias como Escherichia coli e Yersinia 

pestis, agente causador da peste bubônica. Esses resultados demonstram a importância do 

desvio de glioxilato para a proliferação bacteriana persistente (Hillier e Charnetzky, 1981). 

Hall et al. (2013) realizaram um estudo em peixe-zebra e demonstraram a função de ERO no 

papel protetor do Irg1 durante a infecção bacteriana por Salmonella sp. O esgotamento do Irg1 

na linhagem de macrófagos reduziu a produção de ERO e a subsequente atividade bactericida 

em resposta a esse tipo de infecção e isso pode ser resgatado após super expressão de Irg1.  
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1.4.4 Cadeia de transporte de elétrons (CTE) e fosforilação oxidativa  

Os macrófagos classicamente ativados produzem ATP via glicólise; porém, os macrófagos 

ativados alternativamente utilizam fosforilação oxidativa. Então, sabe-se que macrófagos M2 

mantêm a transferência direta de elétrons pela cadeia de transporte de elétrons e geram ATP via 

ATP sintase (Jha et al., 2015). Vats et al. (2006), ao tratarem macrófagos com IL-4, 

demonstraram que houve regulação positiva para fosforilação oxidativa via fator de transição 

STAT6 e PPARγ coativador-1β (PGC-1β). Esse mesmo grupo de estudo ao analisar a super 

expressão de PGC-1β nos macrófagos derivados de medula óssea, observou características de 

ativação alternativa, como redução da produção de citocinas pró-inflamatórias, oxidação de 

ácidos graxos e atividade da arginase. Esse efeito também foi conseguido com IL-10 (Ip et al., 

2017) e IL-25 (Feng et al., 2017).  

Contudo, nos macrófagos M1, a fosforilação oxidativa é diminuída e a cadeia de transporte de 

elétrons torna-se desregulada (Jha et al., 2015). Os macrófagos pró-inflamatórios modificam a 

CTE, de modo que sua função primária seja a produção de espécies reativas a oxigênio. Está 

bem estabelecido que a ERO é vital para macrófagos M1, mas é importante ressaltar o papel da 

ERO mitocondrial (mROS). West et al. (2011) demonstraram que vários receptores TLR 

sinalizam pela proteína TRAF6, pela via alternativa que se associa ao complexo I do CTE para 

promover a produção de mROS e o recrutamento de mitocôndrias para os fagossomos. Foi 

corroborado também que a perturbação dessa via de sinalização comprometeu a morte 

bacteriana por macrófagos.  

Dessa forma, outras evidências para a importância de mROS em macrófagos surgem com o 

papel que a proteína desacopladora 2 (UCP2) parece desempenhar. A UCP2 está localizada na 

membrana mitocondrial interna e é altamente expressa em macrófagos juntamente com outras 

células imunes. Acredita-se que essa proteína reduza os níveis de ERO em macrófagos por meio 

do desacoplamento da fosforilação oxidativa. Camundongos knockout para UCP2 tiveram ERO 

elevadas em comparação com o controle (Arsenijevic et al., 2000). Como esperado, verificou-

se que a IL-10 exerce efeito oposto sobre o mROS comparando com o LPS e outros antagonistas 

do TLR, pois o tratamento de macrófagos com IL-10 promoveu a redução de espécies reativas 

a oxigênio pela indução da mitofagia (Ip et al., 2017).  

Fernandes-Aguera et al. (2015) destacaram que o mROS em macrófagos pró-inflamatórios 

podem ser gerados em cadeia de transporte de elétrons reversa (RET). A primeira evidência de 

RET que deu origem ao mROS ocorreu na detecção de oxigênio. Chouchani et al. (2014) 
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demonstraram que o impulso para a produção de mROS em lesões de reperfusão ocorrem 

devido ao acúmulo de succinato e atividade elevada da enzima SDH. Papéis definidos têm 

surgido para complexos de cadeia de transporte de elétrons I e II na produção de espécies 

reativas de oxigênio em macrófagos M1 através de estudos de inibidores desse processo, como 

Kelly et al. (2015) que usaram metformina e rotenona para inibir o complexo I em macrófagos 

derivados de medula óssea tratados com LPS e teve como resultado a redução significativa da 

produção de mROS e IL-1β e o aumento de IL-10.  

 

1.4.6 Síntese de ácidos graxos e oxidação beta 

De forma geral, a síntese de ácidos graxos está intimamente ligada com a função efetora pró-

inflamatória de macrófagos, uma vez que há o aumento de citrato e ácidos graxos em 

macrófagos ativados por LPS (Hangar et al., 2013). Feingold et al. (2012) demonstraram que 

carbonos derivados de glicose gerados por uma taxa aumentada de glicólise em macrófagos M1 

foram incorporados preferencialmente em ácidos e esteróis. Além disso, macrófagos associados 

a aterosclerose exibem um aumento no acúmulo de triglicerídeos e ésteres de colesterol que 

podem contribuir para a patogênese de doenças inflamatórias crônicas (Funk et al., 1993). 

Convém ressaltar que o acúmulo de ácidos graxos é devido ao aumento da síntese, acoplado 

também ao aumento robusto de várias das principais enzimas envolvidas na síntese lipídica de 

glicerol, como a transaminase glutâmico-pirúvica 3 (GPT3), lipina-1 e diacilglicerol O-

aciltransferase 2 (DGAT2). Juntamente com o aumento da síntese de AG, é visto que os 

macrófagos estimulados por LPS possuem uma diminuição da oxidação desses ácidos, ligada a 

expressão suprimida de Carnitina palmitoil transferase 1 (CPT1) (Feingold et al., 2012).  

A diferenciação de monócitos está ligada a uma regulação positiva de genes, que é estimulada 

por M-CSF, e é necessária para a síntese de ácidos graxos. Uma proteína chamada FAMIN é a 

responsável por regular a lipogênese em macrófagos M1, e essa proteína foi identificada por 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs), e esses foram associados a doenças inflamatórias 

e foram considerados essenciais para a produção de citocinas pró-inflamatórias e ERO, bem 

como a ativação do inflamassoma (Cader et al., 2016).  

Da mesma forma que a síntese de ácidos graxos está relacionada a macrófagos pró-

inflamatórios, a oxidação beta é sinônimo de macrófagos anti-inflamatórios. A lipólise libera 

ácidos graxos livres, que são absorvidos pelo macrófago por receptores scavenger, como o 



37 

 

CD36, alimentando assim a fosforilação oxidativa mitocondrial. Nos macrófagos estimulados 

por IL-4, essa troca metabólica é amplamente mediada por STAT6 e PGC-1β (Vats et al., 2006).  

Os macrófagos ativados alternativamente possuem expressões aumentadas de CPT1, CD36 e 

acetil-coenzima de cadeia média. O malonil-CoA do Ciclo de Krebs regula a oxidação de ácidos 

graxos vinculando-se a CPT1 (Huang et al., 2014). Promover o aumento da expressão de CPT1 

em macrófagos do tecido adiposo humano levou a uma redução das respostas inflamatórias e 

menor dano da ERO dos macrófagos (Malandrino et al., 2015). A atividade da NADPH oxidase 

4 (NOX4) regula a atividade de CPT1A e a oxidação de ácidos graxos. Então, ao interferir nessa 

via por inibição genética ou farmacológica, a ativação do NLRP3 foi suprimida, levando 

também a redução da secreção de IL-1β e IL-18 (Moon et al., 2015). 

 

1.5 Metabolismo de arginina no sistema imune  

1.5.1 Arginina 

O metabolismo de aminoácidos desempenha papel importante em muitos processos do sistema 

imune. A primeira evidência de que o metabolismo de aminoácidos pode regular a função 

efetiva dos macrófagos veio com a descoberta de que macrófagos bloqueiam o crescimento do 

tumor pelo consumo de arginina levando a produção de óxido nítrico (Currie, 1978).  

Nesse contexto, L-arginina (L-arg) (Figura 6) é um aminoácido catiônico dibásico que participa 

de várias vias metabólicas. Esse possui quatro átomos de nitrogênio por molécula e devido a 

essa característica estrutural é o principal carreador de nitrogênio em humanos e animais, 

apresentando importante função na síntese proteica e no metabolismo intermediário de 

nitrogênio ao participar do ciclo de ureia (Tapiero et al., 2012).  

 

Figura 6: Estrutura química da arginina.  
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A arginina foi isolada pela primeira vez em 1886 e identificada como componente de proteínas 

animais em 1895 (Wu e Morris, 1998). Já o papel da arginina na fisiologia metabólica foi 

demonstrado pela primeira vez em 1932, quando Krebs e Henseleit descobriram o ciclo da 

ureia. Em 1981, Windmueller e Spaeth (1981) relataram que o intestino delgado é a principal 

fonte de citrulina para a síntese de arginina pelos rins. Em 1987, foi demonstrado que a arginina 

é o precursor para síntese de citrulina e nitrito em macrófagos (Hibbs et al., 1987). 

Assim, as três principais fontes de L-arg são a ingestão, a produção endógena via L-citrulina e 

reciclagem, ou seja, com a recuperação das proteínas degradadas. Em condições patológicas 

(sangramento, sepse, trauma, câncer ou inflamação crônica), as fontes endógenas de L-arg são 

insuficientes para as necessidades metabólicas (Morris, 2016).  

Nesse contexto, esse aminoácido é considerado semi-essencial ou aminoácido 

condicionalmente essencial, que em condições estressantes deve ser fornecido na dieta. A maior 

parte da síntese endógena de L-arg é realizada nos túbulos proximais, no qual a L-citrulina 

circulante proveniente dos enterócitos é captada pelos rins. É importante ressaltar que além da 

síntese renal, a L-citrulina é convertida em L-arg em quase todas as células, incluindo 

adipócitos, células endoteliais, macrófagos e neurônios (Brosnan e Brosnan, 2004).  

Em células de mamíferos, o transporte de L-arg ocorre através da membrana plasmática e é 

mediado por pelo menos oito transportadores. A absorção da arginina ocorre principalmente 

por meio de transportadores de aminoácidos catiônicos (CAT-1, CAT-2A, CAT-2B, CAT-3, 

entre outros) (Werner et al., 2019).  

Esse aminoácido é metabolizado em células animais por quatro grupos de enzimas, algumas 

das quais existem em várias isoformas, que são a arginase, oxido nítrico sintase (NOS), arginina 

descarboxilase (ADC) e arginina-glicina amidinotransferase (AGAT). Essas enzimas são 

naturalmente reguladas e expressas de uma maneira específica para cada tipo de célula e o 

metabolismo de arginina abrange como metabólitos NO, ureia, ornitina, citrulina, creatina, 

agmatina, glutamato e a família de poliaminas (Wu e Morris, 1998). 

Além desses, a arginina deiminase (ADI), que hidrolisa L-arg em L-citrulina e amônia é 

expressa por algumas bactérias (Lindgren et al., 2014). Essas enzimas são codificadas por 

elemento móvel catabólico de arginina (ACME) que foi detectado em Staphylococcus aureus 

e Staphylococcus epidermidis (Diep et al., 2006). A arginina metabolizada por enzimas 

codificadas por ACME permite que essas bactérias sobrevivam em ambientes ácidos, incluindo 

a pele humana e atuam interrompendo o metabolismo da arginina do hospedeiro, contribuindo, 
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por exemplo, para o sucesso de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) 

(Thurlow et al., 2013).  

 

1.5.2 Transporte de arginina  

O transporte transmembranas de arginina é um componente essencial do metabolismo celular 

de arginina. Os aminoácidos não passam por membranas bicamadas lipídicas livremente e são 

transportadas por meio de proteínas (Rath et al., 2014). Esses transportadores apresentam 

diferentes características e especificidades com base nas suas propriedades físico-químicas. 

Arginina, assim como outros aminoácidos catiônicos, são preferencialmente transportados 

através de membros da família do gene SLC7 (Fotiadis et al., 2013).  

Desse modo, a subfamília de transportadores de aminoácidos catiônicos (CAT1-3, ou seja, 

SLC7A1-3) reconhece exclusivamente os aminoácidos catiônicos. Esses são os principais 

transportadores para a absorção de arginina nas células, no qual esse aminoácido é usado para 

a síntese de proteína e vias metabólicas. O CAT-1 é expresso constitutivamente na maioria dos 

tecidos, com exceção do fígado, enquanto CAT-2B é induzível por citocinas. Já o CAT-2A é 

predominantemente expresso no fígado, enquanto CAT-3 é expresso durante o 

desenvolvimento embrionário, mas amplamente restrito ao sistema nervoso central e ao timo 

em adultos (Closs et al., 2004). 

Yeramian et al. (2006) demonstraram que a indução de CAT-2 foi possível em macrófagos após 

a estimulação de citocinas Th1 e Th2. Em células dendríticas de camundongos, o estímulo para 

a indução de CAT-2 foi feito por ácido retinóico (Chang et al., 2013) e na micróglia por IFN-γ 

e LPS (Kawahara et al., 2001). Nicholson et al. (2001) relataram que a produção sustentada de 

NO em macrófagos de camundongos também é baseada na expressão de CAT-2 e 

consequentemente na captação de arginina.  

Nesse contexto, foi relatado que em células mieloides de camundongos, o aumento da 

importação de arginina via CAT-2 é acoplado à indução das enzimas catabolizantes desse 

aminoácido, como arg-1 e NOS (Kawara et al., 2001; Chang et al., 2013). Assim, percebe-se 

que os transportadores de aminoácidos não estão apenas envolvidos na necessidade de 

fornecimento de nutrientes, mas estão, também, intrinsecamente envolvidos em redes 

metabólicas complexas que influenciam e sinalizam nessas vias (Taylor, 2009).  

 



40 

 

1.5.3 Metabolismo de arginina em macrófagos  

A ativação de macrófagos é uma área complexa de pesquisa porque não há meios diretos para 

definir com precisão como os macrófagos são estimulados individualmente em microambientes 

imunológicos complexos. In vivo, a ativação dessas células envolve pelo menos três vias 

entrelaçadas que irão estabelecer o estado final da ativação: vias de desenvolvimento que levam 

os monócitos a se tornarem macrófagos dentro dos tecidos, sinais do microambiente tecidual 

que variam entre órgãos e ambientes inflamatórios e a influência de citocinas polarizadas por 

outras moléculas (Murray e Wynn, 2011).  

A polarização experimental dos macrófagos derivados de medula abrange um reflexo limitado 

do que acontece in vivo, já que as condições de cultura são artificiais ou não conseguem replicar 

o microambiente do tecido. No entanto, um modelo dualístico (M1 e M2) (Figura 7) se 

estabeleceu baseado na avaliação in vitro das diferentes expressões de proteínas que os 

macrófagos polarizados são capazes de expressar (Mills et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 7: Metabolismo de arginina via iNOS ou arginase. 
Fonte: Rath et al. (2014) 
 
Mattila et al. (2013) descreveram que na tuberculose humana, a distribuição de macrófagos M1 

e M2 é espacialmente organizada dentro dos granulomas; macrófagos M1 podem ser 

encontrados preferencialmente no interior, mais próximos das micobactérias viáveis, enquanto 

uma maior frequência de macrófagos M2 é detectável nas margens externas, onde predomina a 

cicatrização no granuloma. Esse resultado demonstra como o microambiente interfere na 

predominância de polarização dessas células.   
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1.5.3.1 Arginina e macrófagos M1 

Uma função chave dos macrófagos do tipo M1 é a produção de óxido nítrico a partir da arginina 

e do oxigênio catalisado por iNOS. O NO é diretamente tóxico para muitos microrganismos, 

especialmente para os patógenos intracelulares, além das suas funções sinalizadoras e 

regulatórias (Bogdan, 2001). Após a ativação por IFN-γ e derivados microbianos, como o LPS, 

os macrófagos M1 em sistema experimental fechado in vitro, importam arginina por 

transportadores e isso sugere que essas células não conservam esse aminoácido, uma vez que 

foram estimuladas a produzir NO (Everts et al., 2012).  

Todas as enzimas NOS são proteínas homodiméricas grandes com dois domínios funcionais. 

Ambos, nNOS (NOS neuronal) e eNOS (NOS endotelial) são enzimas expressas 

constitutivamente e dependente de cálcio em sua atividade. Em contraste, iNOS é regulado via 

transcrição induzível e sintetiza NO independente de cálcio. Mais proeminentemente conhecido 

como via microbicida e efetora inflamatória em macrófagos (McMicking et al., 1997), a 

atividade iNOS também foi demonstrada em uma variedade de outras células, como hepatócitos 

(Geller et al., 1993) e epitélio pulmonar (Asano et al., 1994).  

Sabe-se que o destino da maioria dos macrófagos com propriedades inflamatórias é a apoptose, 

levando a uma grande citotoxicidade de NO para os tecidos do hospedeiro que resulta na 

necessidade de moderar a produção do óxido nítrico. Arginases são os principais meios que os 

macrófagos usam para suprimir a produção de NO, quando a via de ativação para iNOS também 

está ativada. Arg-1 e iNOS, quando expressos na mesma célula, competem entre si pela arginina 

(Modolell et al., 1995).  

Nesse contexto, um estudo com macrófagos infectados por micobactérias que estariam 

classificados como M1 devido a PAMPs ligantes de TLR e outros receptores, acabam induzindo 

também a expressão de Arg-1 (e provavelmente Arg-2), mas por uma via completamente 

independente de STAT6. Em vez disso, a sinalização de TLR induz as citocinas IL-6, G-CSF e 

IL-10, que sinalizam por uma via autócrina-parácrina, ativando, então, STAT3 para regular 

Arg-1 (Qualls et al., 2010).  

Dessa forma, se faz necessário entender que os macrófagos M1 coexpressam iNOS e Arg-1, 

demonstrando um conceito oposto ao modelo dualístico de que macrófagos expressam iNOS 

ou Arg-1 (Mills, 2001). Em uma infecção experimental com Mycobacterium tuberculosis a 

deleção de Arg-1 em macrófagos leva a um aumento da produção de NO, resultando em maior 

controle do microrganismo pelo hospedeiro (El Kasmi et al., 2008). Dessa forma, Arg-1 e, 
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provavelmente Arg-2, também regulam a saída de NO, uma vez que podem bloquear a tradução 

do mRNA de iNOS, controlando a produção dessa enzima por macrófagos (Lee et al., 2003).  

Em infecções polarizadas para M1, a expressão de Arg-1 possui papel chave de 

imunorregulação na proliferação de células T. Em infecções de micobactérias em camundongos 

com deficiência de iNOS foi relatada indução de uma reação granulomatosa limitada ao 

pulmão. No entanto, na ausência de iNOS, a expressão de Arg-1 foi aumentada nos macrófagos 

do granuloma, levantando a questão da função dessa enzima nesse cenário, uma vez que não 

era necessário moderar a produção de NO (Reece et al., 2010). Então, para se obter essa 

resposta, foi realizado um experimento complementar com camundongos com supressão de 

iNOS e Arg-1 e o resultado foi letal devido a uma reação imunopatológica associada a células 

T no pulmão, levando a conclusão da importância de Arg-1 na supressão de proliferação de 

células T (Duque-Correa et al., 2014).  

 

1.5.3.2 Arginina e macrófagos M2 

Nas infecções dominadas por macrófagos M2, a arginase conduz a via alternativa da arginina 

nessas células com o objetivo de catalisar a hidrólise desse aminoácido em ornitina e ureia, e 

com pouca ou nenhuma produção de NO. Esse tipo de célula tem alta expressão de Arg-1, mas 

expressões insignificantes de iNOS, que é regulada por IFN-γ. A deleção de Arg-1 é letal, uma 

vez que essa enzima tem papel essencial no ciclo da ureia. A deleção da outra isoforma da 

arginase, a Arg-2, tem efeito fenotípico mais limitado (Shi et al., 2001). A influência de Arg-2 

no metabolismo de arginina ainda não foi totalmente explorada, contudo, sabe-se que essa 

enzima inibe a produção de NO em infecções por Helicobacter pylori (Gobert et al., 2001).  

A expressão de Arg-1 em condições M2 é controlada por muitos fatores, mas o eixo principal 

é mediado por IL-4 e IL-13, que ativam o fator de transcrição STAT6 e esse se liga a um 

potenciador no locus Arg-1 e coopera com outros fatores de transcrição, aumentando em 100 

vezes a expressão dessa enzima (Lang et al., 2002).  Outra causa que aumenta a expressão de 

Arg-1 são os fatores de transcrição, como os receptores ativados por proliferadores de 

peroxissoma (PPAR) que, provavelmente, são um meio central para macrófagos residentes em 

tecidos polarizarem em M2, como os que residem no tecido adiposo, que usa essa via para 

equilibrar o nível de inflamação que acontece nesses locais (Nguyen et al., 2011).  
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Nesse cenário, a ornitina é uma das substâncias resultantes do metabolismo de arginina e serve 

como substrato para ornitina descarboxilase (ODC), enzima importante para a presença de 

poliaminas. Essas são pequenas moléculas policatiônicas que regulam uma infinidade de 

processos celulares, como replicação de DNA, tradução de proteínas, crescimento celular e 

diferenciação (Pegg, 2009). Já a ornitina, em si, é importante nos processos de remodelagem 

tecidual, uma vez que estudos demonstraram o aumento dessa enzima em situações como 

doença pulmonar fibrótica (Kitowska et al., 2009) e asma alérgica (Maarsingh et al., 2011).  

Barron et al. (2013), ao usarem camundongos com macrófagos deficientes de Arg-1, relataram 

que essa enzima tem efeitos específicos no controle de proliferação de células T. Por exemplo, 

esses camundongos, ao serem infectados com Schistosoma mansoni, tiveram resposta 

inflamatória imunopatológica letal associada a células T (Herbet et al., 2010). Outro achado 

importante desse modelo foi que os efeitos de Arg-1 para suprimir a proliferação de células T 

estão restritos ao fígado, uma vez que isso não ocorreu no parênquima pulmonar (Barron et al., 

2013). 

Outra consequência relevante da expressão de arginase no macrófago é a redução da arginina 

extracelular. Há especulações de que macrófagos M2 sejam mais eficientes na utilização de 

arginina extracelular, uma vez que não possuem um mecanismo reconstitutivo intracelular para 

reciclagem de arginina em oposição a macrófagos M1, por exemplo, que podem usar a via de 

resgate citrulina-NO (Rath et al., 2014). 

 

1.5.4 Regeneração de arginina em células imunes  

As células T ativadas e as células mieloides importam quantidades substanciais de arginina para 

sustentar o crescimento ou para a produção de NO e ornitina. Mas, algumas células do sistema 

imune demonstraram que não são auxotróficas em relação a arginina. Pelo fornecimento da 

citrulina como substrato e da atividade progressiva da arginossuccinato sintase (ASS1), 

arginossuccinato liase (ASL) e da Arg-1, a arginina é regenerada e, então, consumida para 

produzir NO e citrulina em macrófagos M1 (Figura 8). A sinalização da ASS1 é regulada por 

TLR (Qualls et al., 2012).  
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Figura 8: Regeneração da arginina e anaplerose do ciclo de Krebs.  
Fonte: Murray (2016)  
 
Qualls et al. (2012) demonstraram o motivo dos macrófagos importarem a arginina extracelular 

se conseguem produzi-las. Para isso, foi desenvolvido um experimento com o objetivo de 

rastrear os átomos pesados do metabolismo de arginina em macrófagos M1 e o resultado foi 

que a citrulina era exportada para o meio extracelular. Então, foi relatado que quando a arginina 

do meio se torna limitada, essas células têm a capacidade de importar citrulina para sustentar a 

produção de NO.  

Nesse contexto, um estudo manipulou a quantidade de arginina e citrulina no meio e 

demonstraram que quando os macrófagos M1 produzem NO a partir de citrulina usando a via 

de regeneração da arginina, a Arg-1 não é capaz de bloquear a produção de óxido nítrico 

(Rapovy et al., 2015). Esse dado corrobora com o fato de que macrófagos ativados 

compartimentam o metabolismo da arginina de alguma forma, possivelmente por meio da 

partição subcelular das enzimas principais (Murray, 2016).  

Uma reviravolta na história da regeneração da arginina envolve a maneira como os macrófagos 

M1 alteram o ciclo de Krebs. Jha et al. (2015) demonstraram que o rastreamento de glutamina 

e glicose mostrou que macrófagos M1 usam o ciclo de Krebs interrompido no ponto em que o 

citrato é convertido em α-cetoglutarato. Uma vez ativados, essas células usam reações de 



45 

 

anaplerose para alimentar metabólitos nesse ciclo segmentado, entre eles o fumarato que é 

gerado a partir da ação de ASL que quebra arginosuccinato em fumarato e arginina. Uma 

limitação deste estudo foi a utilização de um único ponto no tempo e o não reconhecimento de 

que a citrulina é exportada e depois reimportada, aumentando a complexidade e dinamismo do 

sistema (Murray, 2016).  

 

2. Modulação imunometabólica de Staphyococcus spp. 

2.1 Imunidade inata 

2.1.1 Barreira epitelial  

As bactérias, como Staphylococcus spp., ao entrarem em contato com superfícies epiteliais 

(Figura 9.A1) (pele e/ou mucosa) são identificadas por receptores específicos que reconhecem 

componentes microbianos derivados da parede celular. Alguns desses elementos são o ácido 

teicoico, ácido lipoteicoico, lipoproteínas e lipopolissacarídeo. É visto também que a IgA pré-

formada localizada na mucosa consegue neutralizar as toxinas bacterianas, como toxina alfa e 

beta hemolisina, presentes no S. aureus (Verkaik et al. 2009).  
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Figura 9: Diferentes mecanismos da defesa imune inata.  
Fonte: Bagnoli et al. (2018) 

 

2.1.2 A importância do TLR2 (Toll-like receptor-2) 

O receptor de superfície mais importante no reconhecimento epitelial de bactérias Gram-

positivo, como S. aureus e S. epidermidis, é o TLR2 (Figura 9.B1). Em estudos in vivo foi 

demostrado que camundongos sem esse receptor (genes myd88 e irak4) são altamente 

susceptíveis a infecções por S. aureus. Na infecção por esse patógeno, esses camundongos 

apresentam respostas reduzidas às citocinas e maior carga bacteriana no organismo (Kielian et 

al., 2005; Yimin Kohanawa et al., 2013). 

Nesse contexto, sabe-se que S. aureus expressa mais de 50 lipoproteínas de superfície (Niguyen 

et al., 2015). A maturação dessas envolve várias etapas de modificação pós-traducional, sendo 

a mais importante a transferência de um grupo cilglicerol pela fosfatil glicerol diacilglicerol 

transferase, sendo essa modificação essencial para o reconhecimento via TLR2 (Kurokawa et 

al., 2011). A ativação do TLR2 nos queratinócitos leva à liberação de peptídeos antimicrobianos 
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(AMP), como dermaseptina e AP24, citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas que atraem 

neutrófilos (Wanke et al., 2011). A importância desse receptor é bem demonstrada quando se 

conclui que pacientes com dermatite atópica e baixa resposta a ativação dos TLR2 são mais 

susceptíveis a colonização da pele por S. aureus (Niebuhr et al., 2011). 

Entretanto, a detecção via TLR2 não consegue distinguir entre bactérias viáveis e não viáveis e 

está sujeita à variação de intensidade, por exemplo, alterando-se devido ao estado proliferativo 

e também metabólico (Hilmi et al., 2014). No entanto, o reconhecimento desse receptor exerce 

efeito estimulador em muitas células imunes não sendo o único responsável pela remoção ou 

contenção bacteriana de S. aureus aderentes nas superfícies epiteliais (El-Helou et al., 2011).  

Com isso, notou-se que o papel central do TLR2 é dividido em dois pilares: primeiro, a indução 

de AMP que irá degradar células bacterianas, diminuindo então, a necessidade do recrutamento 

de fagócitos. Em segundo lugar, esse receptor exerce importante papel de priming nas células 

epiteliais e do sistema imune, preparando-as para reconhecer a invasão dos patógenos pelos 

sensores intracelulares que induz a eliminação por lise bacteriana intracelular em fagócitos ou 

a morte das células epiteliais infectadas (Wolf et al., 2011).  

Nesse sentido, sugeriu-se que o eritema que afeta alguns recém-nascidos reflete uma resposta 

imune inata causada por Staphylococcus não-aureus que penetra através dos folículos pilosos. 

Esse fenômeno é mediado por IL-6, que são produzidos em demasiada quantidade após serem 

estimulados por TLR2 (Angelone et al., 2006).  

Todos esses acontecimentos preparam as bases para a polarização da resposta das células T e 

dessas, as mais importantes em infecções por S. aureus são as Th3 (Miller e Cho, 2011). Então, 

devido a tudo isso se destaca o papel desse importante receptor no reconhecimento desse 

patógeno em diferentes sítios de atuação, acrescentando também os efeitos desses nos fagócitos 

(Skabytska et al., 2014).  

 

2.1.3 Ativação do inflamassoma e citocinas IL-18 e IL-1β 

A resposta imune inata do hospedeiro executa papel importante na defesa do organismo. Os 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) são capazes de reconhecer diversos 

componentes microbianos (Sharma e Kanneganti, 2016). Após a invasão de células epiteliais, 

a detecção dos patógenos é garantida pelos PRRs, como o TLR. Dentro dessa classe, temos 

também o receptor do tipo NOD, e o reconhecimento de Staphylococcus spp. pode ocorrer via 
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peptidoglicano que se ligará a esse receptor. Diferentemente do TLR, o receptor tipo NOD não 

está ligado à membrana, mas atua como sensores intracelulares para patógenos. O NOD1 

detecta ácido meso-diaminopimélico, presente no peptidoglicano de bactérias, já o NOD2 

(Figura 9.B3) reconhece o dipeptídeo muramil, presente na parede celular bacteriana (Hruz et 

al., 2009). A produção de toxina-α por S. aureus facilita o reconhecimento do NOD2, 

promovendo o acesso ao citosol através da formação de poros na membrana plasmática. 

Destaca-se também que a atuação de TLR2 representa importante estímulo para NOD2 

reconhecer o peptidoglicano (Schaffler et al., 2014).  

Nesse contexto, a ativação do inflamassoma desempenha papel importante na proteção contra 

S. aureus (Cho et al., 2012; Maher et al., 2013), principalmente com o objetivo de obter uma 

resposta inata eficaz, ajudando a controlar a carga bacteriana e moldar a natureza e magnitude 

da resposta imune adaptativa (Evavold e Kagan, 2018). Já a ativação do inflamassoma não 

regulada, entretanto, pode resultar numa resposta imune inata exacerbada, que levará a danos 

no tecido do hospedeiro (Kebaier et al., 2012). 

Assim, devido ao engajamento do PRRs, S. aureus induz a ativação do inflamossoma. Esses 

complexos moleculares mediam a ativação da caspase-1, que desencadeia a liberação de IL-1β 

e IL-18, importantes citocinas pró-inflamatórias. Assim como a ativação do TLR2, a ativação 

do inflamassoma depende da resposta imune inata contra o patógeno, uma vez que é necessário 

a presença de ATP para a indução de fluxo de potássio intracelular (Arlehamn et al., 2010). 

Staphylococcus aureus estabelece esse gradiente intracelular de potássio quando está 

expressando genes de toxinas formadoras de poros, como a α-hemolisina. Por outro lado, a 

ausência dessas toxinas promove a persistência intracelular e sobrevivência desse patógeno por 

indução de autofagia, com a neutralização da ativação de NLRP3 (Figura 9.B3), caspase-1 e 

piroptose (Soong et al., 2015; Accarias et al., 2015). Labrousse et al. (2014) demonstraram em 

modelos com camundongos de infecções por S. aureus que o recrutamento de neutrófilos e a 

depuração da pneumonia estavam associados aos níveis de IL-1β.  

Desse modo, em estudo sobre infecção intramamária experimental com Staphylococcus não 

aureus, S. epidermidis e S. simulans, observou-se resposta local de citocinas após a infecção. 

A resposta imune inata local foi significativamente maior no S. simulans, com níveis mais 

elevados de IL-1β e IL-18. Não foi observada resposta imune diferente em infecções eliminadas 

espontaneamente ou persistentes (Simojoki et al., 2011). 
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Curiosamente, um experimento vinculou inflamassomas a respostas protetoras de células T, 

pois propôs que as células T γδ são necessárias para o recrutamento de neutrófilos no local da 

infecção, e essas células têm sua produção dependente de NLRP3/ IL-1β, deixando a 

necessidade de mais estudos relevantes sobre o assunto (Maher et al., 2013). 

 

2.1.4 Fagócitos e suas funções  

A fagocitose é essencial para eliminar microrganismos invasores e é necessária para a ativação 

de células de resposta imune adaptativa via apresentação de antígeno por MHC II. Esse 

processo é iniciado pelo reconhecimento celular das PAMPs e opsoninas. Uma opsonina 

importante é a MBL, uma vez que essa contribui para o reconhecimento bacteriano e faz 

mediação das células imunes inata. Dessa forma, foi demonstrado que camundongos com 

deficiência de MBL, após injeção intraperitoneal de S. aureus, tiveram maior mortalidade do 

que o grupo controle (Ip et al., 2008). 

Nesse contexto, a degradação das bactérias no fagolisossomo facilita o reconhecimento do 

peptidoglicano via receptores NOD, e devido a isso, ocorre a ativação do inflamassoma que 

estimula a caspase-1 que ativa os precursores de IL-1β e IL-18 (Sokolovska et al., 2013).  

Ademais, a função da fagocitose na defesa celular contra Staphylococcus spp., em que cada 

fagócito tem o seu papel, acontece pelos receptores que mediam o reconhecimento e liberação 

desse patógeno e são tipicamente expressos por esses componentes do sistema imune. Um 

exemplo refere-se ao fato de camundongos sem CD36. um receptor de macrófagos, monócitos, 

células epiteliais e endoteliais serem altamente suscetíveis a infecções por S. aureus (Blanchet 

et al., 2014).  

Contudo, sabe-se que S. aureus pode sobreviver dentro dos fagócitos (Prajsnar et al., 2012), 

levando a uma fuga do sistema imune e disseminação desse patógeno. Apesar disso, os 

macrófagos e outras células fagocitam e degradam eficientemente essa bactéria, com apenas 

uma pequena proporção sobrevivendo e potencialmente podendo levar a disseminação de S. 

aureus em todo hospedeiro (Pollitt et al., 2018). 
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2.1.4.1 Mastócitos  

A função dos mastócitos (Figura 9.A3) é de sentinela na pele e mucosa. Essas células atuam 

para eliminar patógenos devido a espécies reativas a oxigênio (ERO) intracelular e AMP. O 

mastócito ainda tem uma capacidade de liberar grânulos citoplasmáticos que armazenam 

mediadores vasoativos e estimuladores imunológicos pré-formados. Tratando-se de infecções 

por bactérias, os mastócitos estão ligados principalmente a infecções respiratórias (Hayes et al., 

2015). 

O papel dessa sentinela na defesa contra S. aureus é auxiliar na eliminação desse patógeno com 

citocinas pró-inflamatórias e AMP. A degranulação é induzida pela toxina δ desse patógeno e 

está ligado a reações alérgicas e dermatite. No entanto, estudos demonstraram que o S. aureus 

consegue fugir dessa defesa do organismo pela via integrina α5β1 (Abel et al., 2011; Hayes et 

al., 2015).  

 

2.1.4.2 Macrófagos   

Macrófagos (Figura 9.A2) são fagócitos que residem no tecido ou se desenvolvem a partir de 

monócitos, tendo como principal função a eliminação de patógenos invasores e apresentação 

do antígeno as células T na periferia e nos órgãos linfáticos.  

Novamente, o TLR2 desempenha papel central na liberação de mediadores solúveis contra 

patógenos, por exemplo, em macrófagos, as lipoproteínas de Staphylococcus spp.  induzem 

citocinas pró-inflamatórias e ERO (Nguyen et al., 2015).  

Dessa forma, a importância da defesa imune por macrófagos para S. aureus foi demonstrada 

em um estudo com camundongos com pneumonia pós influenza em que a resistência bacteriana 

foi atingida devido aos neutrófilos mediados pelo GM-CSF e macrófagos alveolares induzidos 

a produzir ERO (Subramaniam et al., 2014). Surewaard et al. (2016) também demonstraram 

que camundongos sem macrófagos tiveram maior mortalidade por sepse devido a S. aureus.  

Birjandi et al. (2011) relataram ligação e captação das células de S. aureus por macrófagos da 

zona marginal do baço. Foi demonstrado in vivo que macrófagos dessa localização foram o 

elemento central na remoção dessa bactéria da corrente sanguínea. Com isso, nota-se que a 

polarização dos macrófagos é altamente dependente do microambiente em que esse se encontra, 

pois TLR2, GM-CSF e receptores Fcγ, que fazem uma ligação entre as respostas imunes 

humoral e celular, afetam a função desse macrófago (Martinez e Gordon, 2014).  
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Ademais, a patogenicidade de alguns isolados de S. aureus também está ligada à sua capacidade 

de produzir arginase, e esse mecanismo modula o sistema imunológico pelo consumo da 

arginina do hospedeiro, resultando em quantidade de substrato reduzida para iNOS (Lahiri e 

Chakravortty, 2010). Arabi et al. (2015) relataram que ao examinar o efeito do selênio sobre a 

atividade bactericida dos macrófagos contra S. aureus, observaram que a concentração de 5 

ng/mL de selênio já reduziu significativamente a atividade da arginase bacteriana e a dose de 

20 ng/mL induziu a diminuição do crescimento bacteriano e aumento significativo na atividade 

fagocítica dos macrófagos.  

O elemento móvel catabólico de arginina (ACME) é a maior região genômica que distingue a 

linhagem USA300 de Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) de outras 

linhagens de S. aureus. Um fator evolutivo importante que leva a esses isolados de MRSA 

serem mais virulentas é a aquisição do gene speG, que permite que essas bactérias evitem a 

toxicidade de poliaminas (por exemplo, espermidina e espermina). A tolerância a poliaminas 

provavelmente deu ao MRSA múltiplas vantagens de aptidão, incluindo a formação de 

biofilmes mais robustos, maior aderência aos tecidos do hospedeiro e resistência a antibióticos 

(Planet et al., 2013).  

 

2.1.4.3 Neutrófilos 

Os neutrófilos (Figura 9.A3) são os fagócitos de grande importância na defesa contra 

Staphylococus spp. Esses ainda participam da formação de abscesso, o qual envolve também 

as toxinas derivadas desses patógenos. Sabe-se também da capacidade desses fagócitos de 

realizar a necroptose, uma forma específica de necrose celular (Greenlee-Wacker et al., 2015). 

Entretanto, muitas vezes, especificamente S. aureus consegue escapar da fagocitose e da lise 

celular pelos neutrófilos devido aos inúmeros fatores de virulência que possui (Greenlee-

Wacker et al., 2014).  

Mesmo com esses fatores de virulência, os neutrófilos são essenciais para a imunidade inata 

contra S. aureus. Kohler et al. (2011) evidenciaram isso ao observarem que camundongos com 

depleção desse fagócito possuem menor defesa contra S. aureus. A causa de septicemias 

derivadas desse patógeno foi atribuída principalmente à deficiência no recrutamento de 

neutrófilos. Evidenciaram-se, também, maiores níveis de defensinas, como HNP1-3, que são 

expressas por neutrófilos, mesmo essas sendo produzidas também em diferentes tipos de 

fagócitos.  
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De acordo com Breyne et al. (2015) em infecções experimentais em camundongos, após 24h e 

48h da inoculação, as amostras de Staphylococcus não-aureus, S. chromogenes e S. fleuretti, 

continham influxo de células imunes, prioritariamente, neutrófilos. Esse mesmo estudo 

demonstrou que a indução da expressão ou produção de IL-6 e IL-1β por S. aureus é 

significativamente maior do que nas estirpes de NAS. Um outro achado desses mesmos autores 

é o fato de as duas estirpes de S. chromogenes (uma de infecção intramamária persistente e 

outra do ápice do teto) apresentaram distribuição dispersa de neutrófilos no lúmen das glândulas 

mamárias em contraste com o S. fleuretti que apresentou neutrófilos densamente compactados 

(Figura 10). 

 

Figura 10: Infiltrado de neutrófilos no lúmen das glândulas mamárias (setas brancas). A - Infiltrado de 
neutrófilos devido a S. chromogenes de infecção mamária persistente; B - Infiltrado de neutrófilos 
devido a S. chromogenes de ápice do teto; C - Infiltrado de neutrófilos devido a S. fleuretti. Todas as 
imagens estão na mesma escala. 
Fonte: Breyne et al. (2015) 
 
 

Assim, percebeu-se que a defesa imunológica de primeira linha frente a esses patógenos e 

mecanismos compensatórios como a liberação de peptídeos antimicrobianos são dependentes 

dos neutrófilos. Kamenyeva et al. (2015) propõem que na infecção por S. aureus, esses 

fagócitos interagem com as células B, assim aumentando a resposta imune adaptativa contra a 

bactéria.  
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2.1.4.4 Células dendríticas: indução de células dendríticas tolerantes  

As células dendríticas (Figura 9.A4) são as células apresentadoras de antígenos mais 

importantes envolvidas na estimulação de respostas de células T. Na periferia, essas células 

estão em estágio imaturo de diferenciação e possuem alto poder de fagocitose. Após encontrar 

os patógenos, essas são estimuladas e desenvolvem características de maturação devido a 

apresentação a moléculas MHC II. Também geram a regulação positiva de moléculas 

estimuladoras e secreção de citocinas e a partir de então as células dendríticas começam a 

migrar para os linfonodos drenantes (Merad et al., 2013).  

Além do seu importante papel na indução de respostas imunes específicas ao antígeno, há 

evidências de que as células dendríticas podem induzir tolerância imunológica e prevenir, inibir 

ou modular respostas efetoras por células T (Steinman et al., 2003). Peshel e Otto (2013) 

relataram que as modulinas solúveis em fenol (PSM) estafilocócicas modulam a atuação de 

células dendríticas em relação ao TLR2, levando a um fenótipo tolerogênico. Dessa forma, o 

tratamento dessas células com PSM estafilocócica reduziu a capacidade de ativar células T e 

inibiu a diferenciação de Th1 (Schereiner et al., 2013). Com isso, ficou evidenciado que a 

indução de células dendríticas por PSM é um fator de virulência usado por S. aureus para 

subverter a resposta imune.  

 

2.1.4.5 Células supressoras derivadas de mieloides (MDSC) 

As células supressoras derivadas de mieloides representam um grupo heterogêneo de células 

imaturas que exercem uma função imunossupressora, inibindo as respostas das células T 

(Gabrilovich, 2017). Os mecanismos usados para suprimir as respostas das células T incluem, 

entre outras coisas, a regulação positiva de fatores como arginase-1 (Arg-1) e óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS) (Youn e Gabrilovich, 2010). 

Devido a isso, notou-se que os patógenos desenvolveram mecanismos para sequestrar MDSC, 

com o objetivo de inibir a proteção das células T e promover a persistência no hospedeiro (Dai 

et al., 2015). Heim et al. (2014) demonstraram que essas células foram o principal infiltrado 

encontrado em infecções ortopédicas por S. aureus. Devido a isso, houve inibição da 

proliferação de células T e produção de citocinas; logo, houve um atraso na resolução da 

infecção.  
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Tebartz et al. (2015) relataram altas taxas de MDSC com atividade imunossupressora em estudo 

com camundongos portadores de abscessos por S. aureus. Essas células levaram a um impacto 

negativo no controle da infecção, uma vez que promovem a sobrevida da bactéria. Devido a 

todos os fatores citados, estima-se que as células supressoras derivadas de mieloides podem ser 

um alvo interessante de estudos terapêuticos para melhorar a resposta do organismo frente a 

infecções crônicas de S. aureus. 

 

2.2 Imunidade adaptativa 

A resposta imune contra Staphylococcus spp. envolve a ativação do sistema imunológico inato 

e do adaptativo. O sistema imune inato é a linha de frente da defesa do organismo, e esse é 

rapidamente ativado por vias que detectam padrões moleculares associados a patógenos, sendo 

que o resultado disso é a mobilização de células fagocíticas. A resposta adaptativa é ativada 

mais tarde, durante o curso da infecção, dependendo da ação das células apresentadoras de 

antígenos (APCs), influenciadas pelas citocinas geradas pela resposta inata (Bagnoli et al., 

2018). Dessa forma, o sistema imunológico adaptativo é capaz de aumentar a afinidade dos 

receptores de antígeno disponíveis com o antígeno alvo. Por fim, isso permite uma resposta 

imune mais rápida e seletiva, resultando em melhor proteção (Paul, 2013). 

Todavia, a alta prevalência de infecções recorrentes por S. aureus sugere que a resposta de 

memória adaptativa não é completamente eficaz. Isso se deve ao fato de que existe uma grande 

heterogeneidade nos padrões de expressões antigênicas nessa espécie, visível mesmo em 

isolados derivados da mesma cepa. Ainda assim é importante o estudo dessa resposta imune, 

pois ela pode colaborar na identificação de fatores de risco, estratégias terapêuticas e vacinas 

(Bagnoli et al., 2018). 

 

2.2.1 Células B e anticorpos  

As células B são em primeira instância, produtoras de imunoglobulinas (anticorpos). No 

entanto, essas possuem funções adicionais como apresentação de antígeno, produção de 

citocina e opsonização de patógenos para otimizar a fagocitose e a depuração (Fillatreau, 2013). 

Os anticorpos são as moléculas efetoras humorais do sistema imune adaptativo, sendo assim, 

os anticorpos neutralizantes se ligam a toxinas ou outros fatores de virulência liberadas por 
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Staphylococcus spp., interferindo nos seus efeitos ao organismo (Berube e Bubeck 

Wardenburg, 2013).  

Desse modo, os anticorpos aderem à superfície bacteriana no qual o IgM e a maioria das 

subclasses de IgG acionam a via clássica da cascata do sistema complemento. Staphylococcus 

aureus é amplamente resistente à lise celular pelo complexo do complemento, mas fragmentos 

desse complemento, principalmente o C3b, se liga a superfície bacteriana para facilitar o 

reconhecimento e a captação por fagócitos. Esse último e o C5b possuem atividade 

quimiotática, já que recrutam células imunes adicionais a partir da corrente sanguínea para o 

local da invasão bacteriana (Zipfel e Skerka, 2014).  

Nesse contexto, é visto que a aparente falta de ação dos anticorpos contra esse patógeno levanta 

a argumentação de que esse tipo de defesa não confere proteção contra infecções por S. aureus. 

Camundongos deficientes em células B não tiveram problemas na resolução de infecções com 

essa bactéria (Schmaler et al., 2011). No entanto, outro trabalho demonstrou que infecções 

cutâneas primárias desse patógeno podem induzir proteção mediada contra infecções futuras 

em certas linhagens de camundongos (Montgomery et al., 2014).   

Adhikari et al. (2012) mediram anticorpos séricos para uma série de toxinas estafilocócicas e 

correlacionaram baixos títulos de anticorpos com maior risco de desenvolvimento de sepse. Um 

outro estudo relatou grandes quantidades de anticorpos anti-estafilocócicos em indivíduos 

portadores sem histórico de infecções. Esse resultado pode explicar o fato de que infecções 

observadas em portadores possuem uma melhor recuperação, mesmo considerando o risco 

aumentado de infecção dessas pessoas (Wertheim et al., 2005).   

 

2.2.2 Mecanismos de evasão da resposta humoral  

Staphylococcus aureus desenvolveu mecanismos de evasão que combatem os anticorpos 

produzidos pelas células B. Em particular, os fatores de virulência proteína estafilocócica A 

(SpA) e a proteína de ligação a imunoglobulina (Sbi) (Smith et al., 2011). SpA é uma proteína 

de superfície que se liga ao receptor FcγR do receptor de IgG de mamíferos, altera a função 

dessa e interfere na ativação do complemento e opsonofagocitose. Além de atuar dessa forma, 

a SpA interfere na sobrevivência das células B e inibe o desenvolvimento de respostas de 

anticorpos contra outros antígenos estafilocócicos em modelos com camundongos e em seres 

humanos (Pauli et al., 2014).  
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Assim, a SpA quando ligada ao receptor de IgG impede a ligação dos receptores nas células 

apresentadoras de antígenos evitando uma absorção eficiente de antígenos bacterianos e 

levando o patógeno a escapar da captação mediada por FcγR. Como essa proteína é altamente 

abundante na parede celular de Staphylococcus spp. pode também ser lançada como molécula 

solúvel formando complexos com IgG, levando, então, a um escudo de imunoglobulina (Figura 

11) (Broker et al., 2014). 

 

Figura 11. Modulação da resposta do sistema imune humoral pela SpA.  
Fonte: Broker et al. (2014)  
 
Ao contrário do SpA, a expressão da proteína Sbi na superfície celular é baixa, mas aumenta na 

presença de IgG, sugerindo um mecanismo altamente eficiente. Assim como o SpA, essa 

proteína também pode atuar tanto como ancorado na parede celular quanto secretado, como 

molécula solúvel (Smith et al., 2011).  

Além desses mecanismos, S. aureus também consegue abandonar seu nicho como patógeno 

extracelular e evitar a resposta imune como organismo intracelular facultativo. Por exemplo, 

ele consegue resistir a fagocitose e se manter dentro dos neutrófilos (Voyich et al., 2005), ou 

persistir nas células epiteliais permitindo que esses evitem o tratamento antimicrobiano, 

promovendo o desenvolvimento da doença e a recorrência de infecções (Tuchscherr et al., 

2011).  
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2.2.3 Células T  

As células T têm como função, reconhecer peptídeos derivados de antígeno, além de se 

diferenciarem com o objetivo de exercerem distintas funções. A maioria das células T é 

composta por T CD4+, que será discutida mais adiante, e CD8+. A principal função do CD8+ é 

eliminar patógenos intracelulares pela morte citolítica da célula hospedeira infectada, só que no 

caso do S. aureus que é, majoritariamente extracelular, ainda não foi identificado uma função 

clara dessa célula no combate a essa bactéria (Murphy et al., 2014). Egawa et al. (2021) 

demonstraram que S. aureus chega aos linfonodos de drenagem (LD) por fluxo linfático 

imediatamente após a inoculação intradérmica experimental. Lá, essa bactéria induz a 

proliferação de linfócitos T citotóxicos CD8+ pela ativação de células dendríticas residentes nos 

LD.  

Nesse contexto, sabe-se que as células apresentadoras de antígenos fagocitam e processam as 

principais MHC, que por sua vez interagem com os receptores do linfócito T (Mantegazza et 

al., 2013). Dessa forma, a carga peptídica antigênica nas moléculas MHC-II geralmente ocorre 

em compartimentos da via endocítica. No processo de apresentação específica do antígeno, 

apenas uma fração muito pequena das células T (< 0,01%) é ativado inicialmente. Por outro 

lado, os superantígenos se ligam diretamente à molécula de MHC-II e ao receptor de células T 

extracelularmente sem ser processado e esses são capazes de ignorar os mecanismos do 

antígeno convencional, podendo ativar até 20% da população das células T (Figura 12) 

(Llewelyn e Cohen, 2002).  

 

Figura 12. Representação esquemática das diferentes interações de antígenos e superantígenos com a 
molécula de MHC classe II na APC e no receptor de células T.  
Fonte: Goldmann e Medina (2017) 
 



58 

 

Ainda sobre esse cenário, sabe-se que os mais importantes superantígenos produzidos por 

Staphylococcus são Toxina 1 da Síndrome do Choque Tóxico (TSST-1), enterotoxina 

estafilocócica B e C (Argudin et al., 2010).  Essas toxinas desencadeiam sintomas graves nos 

hospedeiros devido à “tempestade” de citocinas liberadas por células T estimuladas pelos 

superantígenos (Fraser, 2011). 

Contudo, tem sido relatado que as células T CD4+ não são essenciais para a proteção de S. 

aureus em camundongos. Além disso, esse patógeno aparece ocasionalmente como causa de 

infecções em avaliações de humanos com deficiência de células T, embora seja complexo 

avaliar a contribuição dessas células no combate de Staphylococcus spp. (Schmaler et al., 

2011). 

 

2.2.3.1 Células Th1  

As células T CD4+ ao serem estimuladas por IL-12 levam a geração de um subgrupo 

denominado Th1. Apesar de serem capazes de produzir diversas citocinas inflamatórias, 

incluindo IL-2, TNFα e GM-CSF, essas células são definidas pela secreção do IFN-γ (Raphael 

et al., 2014). Entre suas funções, o IFN-γ ativa células fagocíticas, como macrófagos e 

neutrófilos para promover a morte de patógenos intracelulares.  

Guillen et al. (2002) relataram papel protetor da resposta do Th1 em infecções por S. aureus, 

pois a produção de TNFα e IFNγ nesses camundongos infectados resultaram em maior 

eliminação bacteriana e menor mortalidade em comparação com o grupo controle. Contudo, as 

células Th1 e a produção de IFNγ foram associadas por promover o recrutamento de neutrófilos 

mediado por quimiocina e isso resultou em aumento paradoxal da carga bacteriana, 

potencialmente, devido a capacidade de S aureus persistirem em neutrófilos (McLoughlin et 

al., 2008).  

Dessa forma, as células Th1 parecem contribuir para a proteção induzida pela vacinação contra 

infecção por S. aureus, pois a produção de IFNγ foi necessária para o suporte contra a infecção 

sistêmica subsequente após vacinação com a proteína derivada de Als3p (proteína de Candida 

sp.) (Lin et al., 2009). No entanto, em outro estudo, a proteção após a vacinação com células 

irradiadas contra infecção cutânea não foi associada a uma resposta do IFNγ e além disso, 

aumentou a mortalidade em camundongos vacinados após o desafio (Gaidamakova et al., 

2012).  
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Em resumo, ainda há controvérsias sobre a proteção de Th1 contra infecções de S. aureus, 

mostrando que esse suporte depende de fatores como via de infecção, carga do organismo, nível 

de indução, entre outros (Bagnoli et al., 2018).  

 

2.2.3.2 Células Th2 

As células Th2 são formadas a partir da ativação das células T CD4+ pela presença de IL-4. 

Essas células desempenham papel importante na defesa do hospedeiro contra agentes 

extracelulares (Allen e Sutherland, 2014). A desregulação dessas células contribui para doenças 

alérgicas e atópicas (Raphael et al., 2014).  

A dermatite atópica é um distúrbio inflamatório cutâneo que se caracteriza pela expressão 

exacerbada de citocinas Th2. A colonização da pele por S. aureus é praticamente sempre 

presente em processos de dermatite atópica (Boguniewicz e Leung, 2011). As células Th2 

podem não apenas induzir aspectos dessa doença e da susceptibilidade estafilócocica, mas a 

colonização por esse patógeno pode promover ainda mais esse ambiente propício para Th2, 

uma vez que componentes da parede celular bacteriana já demonstraram que induzem a resposta 

de Th2 (Matsui e Nishikawa, 2012).  

Dessa maneira, parece claro que as respostas Th2 contribuem para um ciclo vicioso de 

inflamação e susceptibilidade de S. aureus na pele de portadores de dermatite atópica. No 

entanto, os efeitos de Th2 podem desempenhar um papel no equilíbrio adequado entre respostas 

inflamatórias e anti-inflamatórias, especialmente em infecções crônicas (Bagnoli et al., 2018).  

 

2.2.3.3 Células Th3 

As células Th3 também são um subconjunto de T CD4+, essas são definidas pela expressão do 

receptor Rorγt e secreção de citocinas, como IL-17ª, IL-17F e IL-22. Esses elementos atuam, 

principalmente, nas células epiteliais com o objetivo de melhorar a função de barreira, 

propriedades antimicrobianas e recrutamento de neutrófilos (Liang et al., 2006).  

As células Th3, também conhecidas como imunidade tipo 3, tem como uma das funções o 

controle de infecções por bactérias extracelulares piogênicas nas barreiras epiteliais. Como, na 

maioria das vezes, a mastite é causada por estafilococos, estreptococos e coliformes, isso irá 
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resultar em inflamação neutrofílica, então também pode-se esperar a mobilização de células 

Th3 na glândula mamária (Rainard et al., 2020).  

Pela primeira vez, Ishigame et al. (2009) publicaram um exemplo do papel protetor das células 

Th3 contra S. aureus já que em um experimento, camundongos deficientes em IL-17A e IL-

17F desenvolveram espontaneamente infecções por esse patógeno. Complementando o que foi 

dito anteriormente, autores em outro estudo observaram que a indução de IL-17A demonstrou 

papel importante no controle de S. aureus e no tamanho dos abcessos após inoculação 

subcutânea (Cho et al., 2010).  

Percebe-se a importância das células Th3 para a imunidade humana, devido ao fato de 

portadores do Vírus da Imunodeficiência Humana conviverem com a depleção dessas células e 

terem a chance aumentada de infecção por Staphylococcus spp. (Hidron et al., 2010). Pacientes 

com dermatite atópica também apresentam citocinas da via IL-17 diminuídas contribuindo 

potencialmente para o desenvolvimento dos estafilococos (Guttman-Yassky et al., 2008).   

Nesse contexto, foi estudado o papel das células Th3 em um modelo de pneumonia por MRSA 

(Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina). Os autores demonstraram que após a depleção 

de células T CD4+, que são indutoras de IL-17, ocorreu diminuição da produção de citocinas 

pró-inflamatórias, como IL-1 e IL-6. Esse resultado levou a uma melhor resolução da infecção, 

sugerindo, então, uma instabilidade entre imunidade protetora e imunopatologia (Parker et al., 

2015).  

Portanto, a IL-17 de fontes inatas ou adaptativas desempenha um papel importante contra S. 

aureus. Indução das células Th3 por vacinação pode melhorar a proteção contra bacteremia 

(Bagnoli et al., 2015). Essas células parecem ser peças-chave em potencial na imunidade contra 

esse patógeno, no entanto, a contribuição exata no desenvolvimento de doenças autoimunes 

deve ser mais investigada (Bagnoli et al., 2018). 

 

2.2.3.4 Células T Reguladoras  

As células T reguladoras (T reg) são mediadas por citocinas e possuem funções 

imunossupressoras que neutralizam as respostas inflamatórias com o objetivo de manter a 

homeostase imunológica do organismo (Bagnoli et al., 2018).  

Desse modo, é característico que S. aureus se beneficie amplamente dos seus fatores de 

virulência, como o fato dele estimular células imunes. Inicialmente esse patógeno promove 
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inflamação mediada por células T induzidas pelos superantígenos, mas posteriormente promove 

um estágio de tolerância imune via morte celular induzida de células T reguladoras (Broker et 

al., 2014). 

Tebartz et al. (2015) relataram que S. aureus pode explorar essas funções imunossupressoras e 

induzir respostas T reg que irão contribuir, juntamente com outros mecanismos, para diminuir 

a resposta das células T durante modelos de infecção persistente. Em outro estudo, o aumento 

do número de T reg contribuíram para a desregulação imune e aumentaram a prevalência de S. 

aureus em pacientes com dermatite atópica (Ou et al., 2004). Mais estudos serão necessários 

para a total compreensão da modulação da infecção de Staphylococcus spp. no papel de T reg 

(Bagnoli et al., 2018). 

 

2.3 PD-1 e seus ligantes  

As moléculas de sinalização que são expressas na superfície de células imunes são divididas 

em coestimuladoras e cossupressoras. As coestimuladoras promovem a ativação de células T 

transmitindo sinais positivos, já as moléculas cossupressoras, são também conhecidas como 

checkpoints, pois tem como objetivo transmitir sinais negativos, levando a ausência de resposta, 

tolerância ou apoptose de células T (Chen e Flies, 2013) (Figura 13).  
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Figura 13: Imunometabolismo de PD-1 e PD-L1 em macrófagos. 
Fonte:  Lu et al. (2019) 
 

Nesse contexto, sabe-se que a proteína de morte celular programada 1 (PD-1), também 

conhecida como CD279, foi inicialmente identificada como uma molécula cossupressora na 

superfície dos linfócitos T ativados, células B, células dendríticas e macrófagos. Com isso, 

interações entre PD-1 e seus ligantes, como PD-L1 (CD274) e PDL-2 (CD273), suprimem a 

ação de células T (Lu et al., 2019). Também foi demonstrado que PD-L1 é amplamente 

localizado em células hematopoiéticas, incluindo células T, células B, células dendríticas e 

macrófagos, enquanto PD-L2 é expresso em mastócitos, macrófagos e células dendríticas (Sun 

et al., 2018).  

Terrazas et al. (2005) relataram que a combinação de PD-1 com PD-L1 em células T podem 

causar disfunções nessas células e apresentaram também uma função semelhante em 

macrófagos. No entanto, foi demonstrado que PD-L1, expresso em macrófagos associados a 

tumores, não inibem a resposta das células T (Singhal et al., 2019). Desse modo Hartley et al. 

(2018) demonstraram que macrófagos com expressão de PD-L1 tornaram-se maiores e mais 

ativos e tiveram seus mecanismos de sobrevivência e proliferação aumentados após o 
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tratamento com anticorpos contra PD-L1. Esse resultado indicou um papel regulador de PD-L1 

na proliferação e ativação de macrófagos.  

Sendo assim, PD-1 é normalmente regulado positivamente na superfície dos linfócitos T 

ativados para limitar a magnitude da ativação celular. No entanto, alta carga de antígenos e 

inflamação prolongada, como em sepse por exemplo, induz a regulação positiva sustentada de 

PD-1 e PD-L1, levando ao comprometimento das respostas inatas e adaptativas. A interação de 

PD-1 com PD-L1 pode induzir a exaustão de células T, que é caracterizada pela perda das 

funções dessas células, diminuição da proliferação e morte celular apoptótica (Wherry e 

Kurachi, 2015; Boomer et al., 2011).  

Com isso, Patil et al. (2017) demonstraram que ao submeter camundongos a queimaduras por 

escalda seguido de infecções com P. aeruginosa e S. aureus houve aumento significativo de 

PD-L1 nas células juntamente com uma diminuição do número e função de células T. Esses 

pesquisadores também relataram que ao entrarem com tratamento com anticorpos anti-PD-L1 

houve melhora da depuração bacteriana e redução de lesão nos órgãos.  
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CAPÍTULO 2 

Avaliação imunometabólica de macrófagos desafiados por distintos isolados de 

Staphylococcus aureus e Staphylococcus chromogenes associados a vacas leiteiras 
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1. INTRODUÇÃO 

Dentre as doenças que acometem a pecuária leiteira por todo mundo, a mastite é a enfermidade 

de maior relevância (Rainard et al., 2018). Petrovski, Trajcev e Buneski (2006) relataram que 

os danos econômicos causados pela mastite estão relacionados a perdas diretas e indiretas. As 

perdas diretas incluem os custos de tratamento e descarte de leite. Já as perdas indiretas incluem 

diminuição da produção e qualidade do leite, descarte de animais, aspectos de bem-estar animal, 

entre outros.  

Inúmeros patógenos são responsáveis pela mastite, sendo Staphylococcus, o gênero mais 

frequentemente isolado em amostras de leite assepticamente coletados (Adkins et al., 2022). 

Staphylococcus aureus é o microrganismo mais importante relacionado à mastite devido a sua 

patogenicidade, mecanismos de evasão e por ser um patógeno multi-hospedeiro, dificultando 

seu controle e erradicação (Richardson et al., 2018). Devido a isso, é visto notória resistência 

aos antimicrobianos associados a S. aureus (Gomes e Henriques, 2015), sendo comum o 

isolamento desse patógeno em infecções intramamárias persistente (Souza et al., 2016; Santos 

et al., 2020) e em nichos extramamários (Santos et al., 2020).  

Staphylococcus não-aureus (SNA) que era considerado um grupo homogêneo anteriormente – 

estafilococos coagulase-negativo, tem sido frequentemente isolado em casos de mastite em 

várias regiões do mundo (Condas et al., 2017; Naqvi et al., 2018; Nyman et al., 2018). 

Staphylococcus chromogenes é o SNA mais frequentemente isolado de amostras de leite bovino 

assepticamente coletado, podendo levar a infecções persistentes (Supré et al.; 2011; Valckenier, 

et al., 2020; Beuckelaere et al., 2021). Em contrapartida, De Vliegher et al. (2004), Piepers et 

al. (2011) e Toledo-Silva et al. (2021) relataram que S. chromogenes possuem efeitos protetores 

à glândula mamária. Esses efeitos são provavelmente devido à capacidade de alguns isolados 

de SNA produzirem bacteriocinas e regulação do quórum sensing (Nascimento et al., 2005; 

Carson et al., 2017; Toledo et al., 2021), em que a espécie e o habitat desses são determinantes 

nesse processo (Toledo-Silva et al., 2022). Por exemplo, De Vliegher et al. (2004) 

demonstraram que S. chromogenes isolado de ápice de teto de novilha exerce proteção in vitro 

contra vários patógenos, como S. aureus, Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae, e 

Toledo-Silva et al. (2022) demonstraram essa proteção em infecções causadas por E. coli. 

Devido a isso, com o aumento dos estudos moleculares, fica claro que para se definir a ação e 

a patogenicidade dos microrganismos, deve-se considerar o isolado e não a espécie em si (Souza 

et al., 2019). Por isso, cada vez mais é necessário aprimorar a compreensão dos mecanismos 
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celulares e moleculares que regulam a defesa inata e adaptativa do hospedeiro contra patógenos 

específicos (Bagnoli et al., 2018). 

Nesse contexto, durante a infecção, os patógenos entram na glândula mamária através do canal 

do teto (Nidziela et al., 2021). A resposta imune nessas glândulas se inicia por células epiteliais 

mamárias bovinas, nos alvéolos do úbere e por macrófagos residentes, nos quais ocorre a 

sinalização por vias imunológicas que estimulam a produção de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias (Lahouassa et al., 2007). Com isso, é visto a importância do macrófago na 

resposta imune do hospedeiro, através de funções como fagocitose, liberação de citocinas e 

apresentação de antígenos (Murray e Wynn, 2011).  

Então, percebe-se a importância do impacto e do ineditismo de se investigar a respeito da 

modulação do metabolismo do hospedeiro nas infecções in vitro com Staphylococcus spp., uma 

vez que esses microrganismos podem causar grandes prejuízos em propriedades leiteiras e 

laticínios, além de representar também problema de saúde pública.  

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a modulação do imunometabolismo por distintos 

isolados de Staphylococcus aureus e Staphylococcus chromogenes associados a vacas leiteiras 

numa infecção in vitro macrófago-bactéria.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Isolados de Staphylococcus spp. e condições de crescimento 

Nesse estudo, foram utilizados quatro isolados distintos de Staphylococcus spp., 

compreendendo dois isolados de Staphylococcus aureus e dois de Staphylococcus 

chromogenes. Essas amostras fazem parte do acervo do Departamento de Medicina Veterinária 

Preventiva da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, e 

já foram previamente isoladas e identificadas por análises moleculares e caracterizados por 

vários estudos (De Vliegher et al., 2004; Supré et al., 2011; Breyne et al., 2015; Piccart et al., 

2016; Souza et al., 2016; Santos et al., 2020; Beuckelaere et al., 2021; Toledo-Silva et al., 2021; 

Toledo-Silva et al., 2022). 

A primeira amostra de S. aureus é proveniente de um nicho extramamário (swab nasal – SN/; 

spa t098) (Santos et al., 2020), enquanto a outra amostra de S. aureus (spa t605) foi originada 

de uma infecção subclínica intramamária (IM) persistente (Souza et al., 2016; Santos et al., 

2020). Já a primeira amostra de S. chromogenes foi obtida a partir do ápice do teto de uma 
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novilha (TA) (De Vliegher et al., 2004; Breyne et al., 2015; Piccart et al., 2016; Souza et al., 

2016; Toledo-Silva et al., 2021; Toledo-Silva et al., 2022), e que demonstrou proteção in vitro 

contra vários patógenos, como S. aureus, Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae 

(De Vliegher et al., 2004) e E. coli (Toledo-Silva et al., 2022). A outra amostra de S. 

chromogenes é originária de uma infecção IM persistente (Supré et al., 2011). 

Os isolados estavam armazenados a -80 °C e foram descongelados a temperatura ambiente. 

Primeiro, as amostras foram cultivadas em placas de ágar sangue contendo 5 % de sangue de 

carneiro. Em seguida, colônias frescas de cada bactéria foram cultivadas de 12 a 16 horas em 

caldo de infusão de cérebro e coração (BHI) a 37 °C. Posteriormente, todas as amostras foram 

diluídas 1:1000, e em seguida, incubadas em caldo BHI até atingirem sua respectiva fase de 

crescimento exponencial tardio. Após o crescimento bacteriano, a suspensão bacteriana foi 

centrifugada a 2.500 g por 15 minutos e lavado duas vezes com solução salina tamponada com 

fosfato de Dulbecco 1X (DPBS) (cat. No. 14190185, Gibco, Paisley, Reino Unido). Em 

seguida, as bactérias foram ressuspendidas em meio de cultivo celular Roswell Park Memorial 

Institute Medium (RPMI-1640) (cat. n. R7638, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Usando 

diluição decimal seriada, 10 μL de cada amostra de isolado de estafilococos foram cultivados 

em ágar BHI até que as bactérias vivas fossem contadas de forma confiável para determinar as 

unidades formadoras de colônia. O inóculo foi ajustado para 5 x 105 unidades formadoras de 

colônias mL-1 (ufc mL-1) (CLSI, 2021) e armazenado a -80 °C até processamento posterior.  

 

  2.2 Cultivo de células RAW da linhagem 264.7 

Células RAW da linhagem 264.7 (linha celular de macrófagos de camundongos BALB/c, 

ATCC) foram cultivadas e replicadas a cada quatro dias em meio RPMI-1640 (cat. n. R7638, 

Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo 

calor (SFB, cat. n. F9665 Sigma Aldrich; Sigma) e com 1% de solução antibiótico-antimicótico 

(penicilina/ estreptomicina) (cat. n. 15240-062, Life Technologies, Pasley, United Kingdom). 

Essas foram mantidas em incubadora úmida a 37ºC com 5% de CO2 modelo CB150 (Binder, 

Tittilingen, Alemanha). A viabilidade celular foi avaliada por teste de exclusão com o corante 

azul Tripan (cat. n. T8154-100ML, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) a 0,02%. Amostras com 

viabilidade superior a 95% foram colocadas em cultura. A concentração de células foi ajustada 

para 5 x 105 células/mL. Foi utilizada a linhagem macrofágica, ao invés de macrófagos 
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derivados de monócitos do sangue periférico, para evitar a variação da resposta celular que 

ocorreria se obtidos de indivíduos diferentes (Souza Leão et al., 1995).  

2.3 Desafio bacteriano com amostras de Staphylococcus spp. 

As células Raw 264.7 foram distribuídas em placas de vinte quatro poços, e incubadas em estufa 

umidificada com 5 % de CO2 a 37 ºC, por um período de 1 hora, para que as mesmas pudessem 

aderir à placa. Após a aderência das células nas placas, o meio foi retirado e as células foram 

lavadas com meio de cultivo celular RPMI-1640 (cat. n. R7638, Sigma Aldrich, St. Louis, 

EUA) para retirada dos resquícios da solução antibiótico-antimicótico, a fim de evitar a morte 

bacteriana. Para os experimentos de infecção, foi utilizado a proporção de Staphylococcus 

sp./macrófago com multiplicidade de infecção (MOI) de 1 (S. aureus t098 e t605 e S. 

chromogenes TA e IM) e dois tempos de incubação (90 min e 180 min). Sucintamente, 5 x 105 

células em RPMI sem antibiótico com 5% de SFB em 500 μL foram distribuídas em placas de 

cultura com poços, em triplicatas. Em cada placa tinha a triplicata de macrófagos sem a infecção 

(controle) e com os estafilococos. Após a incubação, as células não aderentes foram removidas 

por aspiração do sobrenadante e lavadas com PBS. O meio de cultivo celular RPMI foi reposto 

e as células deixadas em repouso por 1 hora a 37ºC com 5% de CO2. Em seguida, as infecções 

com cada uma das quatro amostras de estafilococos foram realizadas e incubadas em 

incubadora úmida a 37ºC, com 5% CO2. Após os diferentes tempos de incubação, o 

sobrenadante também foi coletado e armazenado a -80ºC. 

 

2.4 Quantificação de mRNA de IDO1, IL-1β, IL-18, NLRP3, Nos2, Arg1, Cat-2B, 

Bax e Bcl2 

2.4.1 Purificação de RNA 

O RNA total foi extraído de 5 x 105 células/mL, e ressuspendido em 1 mL de Trizol (cat. 

A33248, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e adicionado de 200 μL de 

clorofórmio. A centrifugação foi realizada a 13000 g por 15 minutos a 4 °C. A fase aquosa 

separada foi adicionada de isopropanol (v/v) e a mistura foi mantida por 30 minutos a 

temperatura ambiente. Novamente, foi realizada a centrifugação, onde foi obtido um pellet 

celular, ao qual foi adicionado 1 mL de etanol 75%. Após nova centrifugação, o sobrenadante 

foi descartado. O pellet foi deixado à temperatura ambiente por 10 minutos (até o etanol 

evaporar) e suspenso em água livre de RNAse. O RNA obtido foi quantificado e analisado por 
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espectrofotometria a 260/280 nm no equipamento nanodrop spectrophotometer (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).   

 

2.4.2 Obtenção do cDNA 

Para a síntese de cDNA foi usado 1 μg da amostra de RNA total a 6 μL do reagente High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, Califórnia, EUA) 

e o cDNA foi sintetizado segundo as recomendações do fabricante.  

 

2.4.3 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) 

Foram utilizados os seguintes iniciadores (primers) de amplificação: 

 

Quadro 1 - Sequência de iniciadores (primers) de amplificação, utilizados na qPCR 

IDO1 Forward: 5′ CTA TTG GTG GAA ATC GCA GCT TCT 3′ 

Reward:  5′ TCC ACA AAG TCA CGC ATC CTC TTA 3′ 

Arg1 Forward: 5′ AGC ACT GAG GAA AGC TGG TC 3′  

Reward: 5′ CAG ACC GTG GGT TCT TCA CA 3′ 

iNOS Forward:5′ AGA GCC ACA GTC CTC TTT GC 3′  

Reward: 5′ GCT CCT CTT CCA AGG TGC TT 3′ 

Cat-2B Forward: 5′ TAT GTT GTC TCG GCA GGC TC 3′  

Reward: 5′ GAA AAG CAA CCC ATC CTC CG 3′ 

IL-18 Forward: 5′ CCT GAA GAA AAT GGA GAC CTG GAA 3’ 

Reward: 5′ ACA CAG GCT GTC TTT TGT CAA CGA 3’ 

IL-1β Forward: 5′ TCA TCT TTG AAG AAG AGC CCA TCC 3’ 

Reward: 5′ CGG AGC CTG TAG TGC AGT TGT CTA 3’ 

NLRP3 Forward: 5′ TAG ACA ACT GCA GCC TCA CCT CAC 3’ 

Reward: 5′ ATT TCA CCC AAC TGT AGG CTC TGC 3’ 

Bax Forward: 5′ AAC TGG ACA GTA ACA TAG AG 3’ 
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Foram misturados 1L de cDNA com 12.5 µL do reagente SYBR®Green (2X) (Applied 

Biosystems, EUA), 1 µL de cada primer a 5.0 pMol/µL e 9.5 µL de água MilliQ autoclavada 

segundo as instruções do fabricante. A quantificação relativa da expressão do RNA mensageiro 

foi mensurada utilizando a comparação do Threshold cycle (CT) do gene alvo (IDO1, IL-18, IL-

1β, NLRP3, iNOS, Arg1, Cat-2B, Bax e Bcl2) com o gene constitutivo β-actina. Para a análise 

da expressão, normalizamos os resultados, ou seja, descontamos o CT obtido do gene 

constitutivo do CT do gene alvo de cada amostra (ΔCT). Em seguida, para as comparações dos 

resultados entre os diferentes grupos, calculamos em relação ao valor de ΔCT somente da célula, 

isto é, sem infecção e sem estímulo (ΔΔCT) e o valor final foi obtido da equação: 2- ΔΔCt (Pfaffl, 

2001). 

2.5 Dosagem de óxido nítrico 

Com o objetivo de determinar a dosagem de NO em sobrenadantes de culturas celulares, foi 

utilizada a Reação de Griess (Green et al., 1982). Nessa análise se quantifica a geração de nitrito 

(NO2
-) - produto de degradação de NO - liberado pelas células. Após os tempos de tratamento 

(90 min e 180 min) com a infecção de Staphylococcus spp. o sobrenadante de cada poço foi 

coletado para a realização da Reação de Griess. Para a quantificação de NO, foram adicionados 

50 μL de sobrenadante das culturas e 50 μL do reagente de Griess (solução A: sulfanilamida 

1% em água bidestilada e solução B: 0,1% de dicloridrato de N-(1-naftil) -etilenodiamina e 

ácido fosfórico a 2,5% em água bidestilada) (v/v), em cada poço de placa de 96 poços, 

incubando-se a reação por 10 min a temperatura ambiente e no escuro. A determinação da 

concentração de nitrito foi feita com base em curva padrão determinada a partir de 

concentrações conhecidas de NaNO2. A leitura das análises foi realizada em espectrofotômetro 

de placa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) com filtro de 540 nm. 

 

 

 Reward: 5′ TTG CTG GCA AAG TAG AAA AG 3’ 

Bcl2 Forward: 5′ GAT TGT GGC CTT CTT TGA G 3’ 

 Reward: 5′ GTT CCA CAA AGG CAT CC 3’ 

β-actin Forward: 5′ GCC TTC CTT CTT GGG TAT GGA ATC 3′  

Reward: 5′ ACG GAT GTC AAC GTC ACA CTT CAT 3′ 
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2.6 Análise estatística 

Antes de iniciar as análises foram verificados a normalidade e homocedasticidade das variáveis, 

utilizando os testes Shapiro-Wilk e de Bartlett, respectivamente. Observou-se que as variáveis 

relacionadas a qPCR e produção de óxido nítrico possuíam distribuição não paramétrica e não 

foi possível normalizá-las por transformação devido aos altos valores de coeficiente de 

variação. Desta forma, as variáveis foram comparadas pelo teste estatístico de Kruskal Wallis 

para os resultados de qPCR e para os resultados de óxido nítrico foi utilizado o teste de 

Friedman, todos a um nível de significância (α) de 0,05 (Sampaio, 2010). As comparações 

foram feitas em dois níveis, sendo o nível 1, efeito tempo e efeito bactéria isoladamente, e o 

nível 2, interação do efeito bactéria e tempo. O programa estatístico usado foi o InfoStat 

(Córdoba, Argentina). 

 

3. RESULTADOS  

3.2 Expressão relativa dos genes iNOS, arginase e produção de NO 

No presente estudo, a expressão relativa do gene iNOS não diferiu entre os isolados de 

estafilococos (P = 0,08). No entanto, maior expressão relativa do gene iNOS foi encontrada 

após 180 min de infecçao (P < 0,0001; Figura 1A). Apesar do comportamento semelhante entre 

os distintos isolados de estafilococos logo no início da infecção (90 min), após 180 min ficou 

evidente a maior expressão relativa do gene iNOS na infecção experimental por estafilococos 

isolados de infecções intramamárias persistentes (P < 0,0001; Figura 1B).  
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Figura 1: Expressão relativa do gene iNOS em infecção experimental de células RAW 264.7 com S. 

aureus IM, S. aureus SN, S. chromogenes IM e S. chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 90 
min e 180 min. A - Efeito do tempo de infecção na expressão relativa do gene iNOS. B - Comparação 
entre tempo e bactéria na expressão relativa do gene iNOS. P < 0,05 e teste de Kruskal Wallis. Medianas 
com uma letra em comum não são significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de infecção 
intramamária; SN = isolado de swab nasal; TA = isolado de ápice do teto. 

 

O tempo não impactou na expressão relativa do gene Arg1 (arginase) (P = 0,99). 

Staphylococcus aureus SN foi o isolado que levou à maior expressão relativa do gene arginase 

(P = 0,0006; Figua 2A). Staphylococcus aureus SN 180 min foi o único isolado que induziu 

maior expressão de arginase nos macrófagos infectados comparados com o controle (P  < 

0,0001; Figura 2B). Mesmo que as infecções com os isolados S. aureus SN 180 min, S. aureus 

IM 180 min e S. chromogenes 90 min sejam estatisticamente iguais, existe grande diferença 

biológica entre eles, uma vez que apenas os macrófagos infectados com S. aureus SN 180 

expressaram mais arginase que o controle.  

 

Figura 2: Expressão relativa do gene arginase em infecção experimental de células RAW 264.7 com S. 

aureus IM, S. aureus SN, S. chromogenes IM e S. chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 90 
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min e 180 min. A - Efeito da bactéria na expressão relativa de arginase. B - Comparação entre tempo e 
bactéria na expressão relativa de arginase. P < 0,05 e teste de Kruskal Wallis. Medianas com uma letra 
em comum não são significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de infecção intramamária; SN 
= isolado de swab nasal; TA = isolado de ápice do teto. 

 

A produção de NO por macrófagos foi menor no controle (basal) e maior em S. chromogenes 

IM (P < 0,0001; Figura 3A). Além disto, a produção de NO por macrófagos foi maior aos 180 

min de infecção do que 90 min (P < 0,0001; Figura 3B). Logo no início da infecção, S. 

chromogenes TA levou a robusta e expressiva produção de NO (P < 0,0001, Figura 3C). 

Diferentemente dos demais isolados, com S. chromogenes TA, a produção de NO pelos 

macrófagos foi menor após 180 min de infecção que em 90 min (P < 0,0001, Figura 3C). Aos 

180 min, a produção de NO por macrófagos na infecção por S. aureus IM foi menor que S. 

aureus SN e S. chromogenes IM (P < 0,0001; Figura 3C).  

 

Figura 3: Produção de óxido nítrico (NO) em infecção experimental de células RAW 264.7 com S. 

aureus IM, S. aureus SN, S. chromogenes IM e S. chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 90 
min e 180 min. A – Efeito do tempo na produção de óxido nítrico. B – Efeito da bactéria na produção 
de NO. C – Efeito da interação entre bactéria e tempo na produção de NO. P < 0,05 e teste de Friedman. 
Medianas com uma letra em comum não são significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de 
infecção intramamária; SN = isolado de swab nasal; TA = isolado de ápice do teto. 
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3.3 Expressão relativa dos genes NLRP3, IL-1β e IL-18 
 

S. aureus SN foi o que levou à maior expressão relativa do gene NLRP3 por macrófagos dentre 

os estafilococos estudados (P < 0,0001; Figura 4A), e curiosamente, a expressão relativa do 

gene NLRP3 foi maior logo no início da infecção (P = 0,00014; Figura 4B). Com 90 min de 

infecção, dentre os isolados de estafilococos estudados, S. aureus SN levou à maior expressão 

relativa do gene NLRP3 em macrófagos, enquanto S. chromogenes TA teve a menor expressão 

(P < 0,0001; Figura 4C). Após 180 min da infecção, S. aureus SN levou à maior expressão 

relativa do gene NLRP3 em macrófagos (P < 0,0001; Figura 4C), enquanto a expressão relativa 

do gene NLRP3 foi menor quando desafiado com S. aureus IM (P < 0,0001; Figura 4C), apesar 

desta última não diferir estatisticamente de S. chromogenes TA. Staphylococcus aureus IM foi 

o único isolado de estafilococos que levou à menor expressão relativa do gene NLRP3 por 

macrófagos após 180 min de infecção quando comparado com 90 min (P < 0,0001; Figura 4C). 

 

Figura 4: Expressão relativa do gene NLRP3 em infecção experimental de células RAW 264.7 com S. 

aureus IM, S. aureus SN, S. chromogenes IM e S. chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 90 
min e 180 min. A – Efeito da bactéria na expressão relativa do gene NLRP3. B – Efeito do tempo na 
expressão relativa do gene NLRP3. C – Efeito da interação entre bactéria e tempo na expressão relativa 
do gene NLRP3. P < 0,05 e teste de Kruskal Wallis. Medianas com uma letra em comum não são 
significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de infecção intramamária; SN = isolado de swab 
nasal; TA = isolado de ápice do teto. 
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A expressão relativa do gene IL-1β por macrófagos foi menor na infecção experimental por S. 

chromogenes IM (P < 0,0001; Figura 5A). Além disto, a expressão relativa do gene IL-1β por 

macrófagos foi maior aos 180 min de infecção do que em 90 min (P < 0,0001; Figura 5B). Aos 

90 min de infecção, S. chromogenes IM levou à menor expressão relativa do gene IL-1β por 

macrófagos que S. chromogenes TA (P < 0,0001; Figura 5C) e S. aureus SN (P < 0,0001; Figura 

5C), porém semelhante a S. aureus IM. Aos 180 min de infecção, S. chromogenes IM levou à 

menor expressão relativa de IL-1β por macrófagos que S. chromogenes TA (P < 0,0001; Figura 

5C) e S. aureus IMI (P < 0,0001; Figura 5C); no entanto, semelhante a S. aureus SN.  Além 

disto, a expressão relativa do gene IL-1β por macrófagos foi maior aos 180 min por todos os 

estafilococos (P < 0, 0001; Figura 5C), com exceção de S. aureus SN. 

 

Figura 5: Expressão relativa do gene IL-1β em infecção experimental de células RAW 264.7 com S. 

aureus IM, S. aureus SN, S. chromogenes IM e S. chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 90 
min e 180 min. A - Efeito da bactéria na expressão relativa do gene IL-1β. B - Efeito do tempo na 
expressão relativa do gene IL-1β. C - Efeito da interação entre bactéria e tempo na expressão relativa do 
gene IL-1β. P < 0,05 e teste de Kruskal Wallis. Medianas com uma letra em comum não são 
significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de infecção intramamária; SN = isolado de swab 
nasal; TA = isolado de ápice do teto. 

 

Em relação à expressão de IL-18 por macrófagos não houve efeito do tempo (P = 0,10). Como 

todos os valores médios dos isolados da expressão de IL-18 pelos macrófagos variaram apenas 
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± 1 vez em relação ao controle, esses resultados são considerados não significativos 

biologicamente, apesar de algumas diferenças estatísticas serem observadas (Figura 6A e 6B). 

 

Figura 6: Expressão relativa do gene IL-18 em infecção experimental de células RAW 264.7 com S. 

aureus IM, S. aureus SN, S. chromogenes IM e S. chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 90 
min e 180 min. A - Efeito da bactéria na expressão relativa do gene IL-18. B - Efeito da interação entre 
bactéria e tempo na expressão relativa do gene IL-18. P < 0,05 e teste de Kruskal Wallis. Medianas com 
uma letra em comum não são significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de infecção 
intramamária; SN = isolado de swab nasal; TA = isolado de ápice do teto. 

 

3.4 Expressão relativa dos genes Bax e Bcl2 

A expressão relativa do gene Bax só foi expressiva em S. chromogenes IM e TA, uma vez que 

os macrófagos sem infecção expressaram mais o gene Bax que os infectados (P < 0,0001; Figura 

7A). Além disto, a expressão relativa de Bax por macrófagos foi maior após 180 min do desafio 

experimental que 90 min (P < 0,0001; Figura 7B). Na infecção de S. chromogenes IM 90 min 

foi o resultado em que os macrófagos sem infecção expressaram mais o gene Bax do que os 

macrófagos infectados (P < 0,0001; Figura 7C).  
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Figura 7: Expressão relativa do gene Bax em infecção experimental de células RAW 264.7 com S. 

aureus IM, S. aureus SN, S. chromogenes IM e S. chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 90 
min e 180 min. A - Efeito da bactéria na expressão relativa do gene Bax. B - Efeito do tempo na 
expressão relativa do gene Bax. C - Efeito da interação entre bactéria e tempo na expressão relativa do 
gene Bax. P < 0,05 e teste de Kruskal Wallis. Medianas com uma letra em comum não são 
significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de infecção intramamária; SN = isolado de swab 
nasal; TA = isolado de ápice do teto. 

 

A expressão relativa do gene Bcl2 foi maior em macrófagos quando desafiados por S. aureus 

SN (P = 0,03; Figura 8A). Além disto, a expressão do gene Bcl2 por macrófagos foi maior após 

180 min do desafio experimental do que em 90 min (P < 0,0001; Figura 8B). Logo no início da 

infecção, os macrófagos sem infecção expressaram mais o gene Bcl2 do que os macrófagos 

infectados com os isolados S. aureus IM e S. chromogenes TA (P < 0,0001; Figura 8C). Aos 

180 min da infecção experimental, a expressão do gene Bcl2 em macrófagos infectados foi 

maior do que nos macrófagos não infectados, quando desafiados pelos isolados de S. aureus. 
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Figura 8: Expressão relativa do gene Bcl2 em infecção experimental de células RAW 264.7 com S. 

aureus IM, S. aureus SN, S. chromogenes IM e S. chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 90 
min e 180 min. A - Efeito da bactéria na expressão relativa do gene Bcl2. B - Efeito do tempo na 
expressão relativa do gene Bcl2. C - Efeito da interação entre bactéria e tempo na expressão relativa do 
gene Bcl2. P < 0,05 e teste de Kruskal Wallis. Medianas com uma letra em comum não são 
significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de infecção intramamária; SN = isolado de swab 
nasal; TA = isolado de ápice do teto. 

 

3.5 Expressão relativa dos genes IDO e Cat-2B 

As análises da expressão dos genes IDO e Cat-2β foram realizadas, mas os resultados não 

puderam ser aproveitados devido à baixa qualidade das curvas de dissociação geradas ao longo 

da amplificação do qPCR. Com isso, não foi possível verificar a especificidade das amostras 

analisadas, que é sempre validada com evidência experimental direta. Também se verificou a 

presença de valores de Cts altos, podendo levar a resultados falso-positivos.  

 

4. DISCUSSÃO  

É inegável que a principal resposta protetora da glândula mamária à presença de estafilococos 

é a fagocitose por neutrófilos (Burton e Erskine, 2003). Mas, nesse estudo foram utilizados 



104 

 

macrófagos murinos ao invés de neutrófilos, pois esses fazem parte da primeira linha de defesa 

da imunidade inata no úbere (Mosser e Edwards, 2010).  

No presente estudo, pode-se perceber que após as infecções com os isolados de estafilococos, 

os macrófagos foram polarizados como M1 devido à alta expressão de iNOS, principalmente 

nos isolados de infecção intramamária persistente. E, apenas os macrófagos infectados com S. 

aureus SN aos 180 min, uma bactéria comensal, expressaram mais arginase do que os 

macrófagos sem desafio com estafilococos. A diferença de expressão gênica entre dois isolados 

distintos de S. aureus remete ao fato que a resposta imune a esse patógeno é genótipo-

dependente, como confirmado por outros autores (Murphy et al., 2019; Niedziela et al., 2020). 

 Além disso, é conhecido que os macrófagos e as células epiteliais são as primeiras células a 

reconhecerem os patógenos que entram na glândula mamária. Então, ao ocorrer a polarização 

M1, desencadeia-se a secreção de citocinas pró-inflamatórias e essas levam ao recrutamento de 

neutrófilos do sangue para o tecido mamário (Wellnitz e Bruckmaier, 2012). 

No entanto, vale ressaltar que as características baseadas em M1 e M2 são fundamentadas em 

estudos in vitro, associando os resultados com polarização clássica e alternativa (Orcchioni et 

al., 2019). Ao se considerar a complexidade da glândula mamária, o observado é que os 

experimentos feitos in vitro podem, nem sempre, se relacionar com fenótipos de macrófagos in 

vivo, pois nesse caso, varia-se de acordo com a origem da célula, microambiente, e alterações 

de acordo com a evolução da infecção (Nahrendorf e Swirsky, 2016). 

Desse modo, foi observado que apenas os macrófagos infectados com S. aureus SN por 180 

min produziram arginase e iNOS conjuntamente. A arginase é um marcador característico de 

macrófagos estimulados com IL-4 e IL-13, com ação anti-inflamatória, mas que também pode 

ser encontrado em macrófagos que expressam iNOS (Michel, 2013). Com isso, podemos 

perceber que bactérias comensais, como S. aureus SN, tendem a demonstrar mecanismos para 

manter a tolerância imunológica (Littman e Pamer, 2011).  

Dessa forma, também é conhecido que a presença de NOHA (N-hidroxi-L-arginina), um 

intermediário da ação de iNOS para a produção de NO, inibe a atividade da arginase em 

camundongos. Os autores descreveram que devido a isso, a infecção por Salmonella sp. reduziu 

a carga bacteriana no hospedeiro (El Kasmi et al., 2008). Strapkova e Antasova (2011) ao 

analisarem a competição de arginases e NO sintases, relataram a inibição da atividade da 

arginase com NOHA in vitro. 
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Pang et al. (2020) ao infectarem S. aureus em camundongos observaram que durante a infecção 

estafilocócica, a expressão da maioria das isoenzimas de arginase e NOS do hospedeiro foi 

induzida simultaneamente em amostras de fígado, rim e sangue desses animais. No entanto, a 

indução de isoenzimas de arginase foi altamente maior do que as isoenzimas de NOS, 

dificultando, assim, a resolução da infecção pelo hospedeiro. 

Ademais, S. aureus pode se proteger da ação de agentes antimicrobianos gerados pela 

fagocitose por meio da expressão de inúmeros fatores de virulência que lhe permitem colonizar 

tecidos do hospedeiro e escapar do efeito deletério do sistema imunológico (Fraunholz e Sinha, 

2012). Lahiri, Das e Chakrafortty (2010) relataram que alguns isolados de S. aureus além de 

carregar sua própria arginase, podem também modular a arginase do hospedeiro e dessa forma, 

aumentar a competitividade por arginina com iNOS. Dessa forma, levam à diminuição da 

apresentação de antígenos, deixando a função das células T prejudicadas. Medina et al. (2019) 

também relataram que S. aureus pode alterar o metabolismo da arginina do hospedeiro, 

limitando então, a produção do óxido nítrico.  

Desse modo, a produção de NO de macrófagos infectados com S. aureus SN e S. chromogenes 

IM acompanhou a expressão relativa do gene iNOS. A principal citocina responsável pela 

produção dessa enzima em macrófagos é IFN-γ, e essas células ao serem polarizados M1, 

secretam citocinas pró-inflamatórias, ERO e NO (Bosedasgupta e Pieters, 2014). Em infecções 

cutâneas por S. aureus, a gravidade da infecção reduziu devido a polarização pró-inflamatória 

dos macrófagos (Chan et al., 2018). Bactérias expostas ao NO encontram uma variedade de 

estresses bioquímicos e metabólicos, como danos ao DNA e interrupção de enzimas 

metabólicas, incluindo componentes da cadeia respiratória. Grosser et al. (2016) relataram 

como fatores de transcrição regulam a resistência ao NO por S. aureus e sugerem como essa 

resistência é extremamente multifacetada e integrada em redes complexas de virulência e 

regulação do metabolismo dessa bactéria.  

Além disso, os macrófagos infectados com S. aureus IM, mesmo com alta expressão relativa 

de iNOS, apresentaram baixa produção de NO. É conhecido que microRNAs (miRNAs) podem 

afetar o nível de mRNA de iNOS e expressão de proteínas de vários tipos celulares, incluindo 

macrófagos de camundongos, como miR-125a-5p (Banerjee et al., 2013) e miR-301a (Huang 

et al., 2013). Em células RAW 264.7, mesmas células usadas nesse trabalho, a alta expressão 

de miR-124 aumentou a expressão de citocinas anti-inflamatórias e reduziu a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias, reduzindo também a apoptose dos macrófagos (Liang et al., 2020). 

Esses autores relataram que os miRNAs identificados agiram bloqueando a expressão de 
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sinalização ou os fatores de transcrição que regulam positiva ou negativamente a expressão de 

iNOS. Com isso, é visto que a baixa produção de NO é um possível mecanismo de evasão de S. 

aureus IM, levando esse patógeno a aumentar sua persistência na infecção intramamária.  

Já em relação à produção de NO em macrófagos infectados com S. chromogenes TA, foi 

observado que em 90 min de infecção, a produção desse composto era alta e em 180 min muito 

baixa, demonstrando que houve uma degradação do NO ao longo do tempo. Kim et al. (2022) 

relataram que Levilactobacillus brevis KU15151 em células RAW 164.7 demonstraram ação 

antioxidante, diminuindo a geração de espécies reativas de oxigênio. Os autores sugerem que 

essa bactéria tem potencial para ser usada como agente profilático em distúrbios inflamatórios. 

Yang et al. (2020) também concluíram que L. brevis KU15151 demonstraram maior atividade 

de eliminação de radicais e atividade inibitória de peroxidação lipídica comparado ao 

Pediococcus pentosaceus SC28.  

Em relação à ativação do inflamassoma NLRP3, é conhecido que essa é desencadeada por 

muitos estímulos, como PAMPs, ATP e toxinas (Elliot e Sutterwala, 2015; Lin et al., 2019) que 

levam à agregação da proteína apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase 

recruitment domain (ASC) e à ativação da pró-caspase 1 em macrófagos, seguido de IL-1β e 

maturação e secreção de IL-18 (Chiu et al., 2019). Nesse contexto, o receptor de superfície 

TLR2 é mais reconhecido por ativar essa cadeia metabólica quando se trata do reconhecimento 

de bactérias Gram-positivo, como estafilococos. Em estudos in vivo foi demostrado que 

camundongos sem esse receptor funcional (genes myd88 e irak4) são altamente susceptíveis a 

infecções por S. aureus. Na infecção por esse patógeno, esses camundongos apresentam 

respostas reduzidas às citocinas e maior carga bacteriana nos órgãos afetados (Kielian et al., 

2005; Yimin Kohanawa et al., 2013). 

Então, os resultados desse trabalho demonstraram que mesmo com a grande ativação de NLRP3 

e IL-1β, o IL-18 não foi ativado nos macrófagos. Zhu e Kanneganti (2017) e Afonina et al. 

(2017) relataram a importância da sinalização de NF-κβ para a ativação transcricional de 

respostas a estimulação de TLRs e citocinas. O sinal 1 (priming) é desencadeado pela 

sinalização de PRRs nos receptores, que posteriormente leva a ativação transcricional de 

NLRP3, pró-IL-1β e pró-IL-18, vias dependentes de NF-κβ (Swanson, Deng e Ting, 2019; 

McKee e Coll, 2020). Uma vez que nesse experimento foi observada a presença de mRNA de 

NLRP3 e IL-1β, pode-se inferir que a região cromossômica relacionada à IL-18 não foi 

estimulada por NF-κβ. Como já é conhecido, NLRP3, IL-1β e IL-18 estão presentes em 

cromossomos distintos em camundongos, 11, 2 e 9, respectivamente.  
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A citocina IL-1β foi altamente expressa em todos os tempos de infecção nos macrófagos e com 

todas as bactérias estudadas nesse trabalho. Uma consequência da ativação do inflamassoma é 

um tipo de morte celular chamada piroptose (Kovacs e Miao, 2017). Dessa forma, um dos 

resultados da liberação de IL-1 é a morte concomitante da célula secretora, uma vez que pode 

ocorrer a lise da membrana após a ativação de IL-1β (Lopes-Castejan e Brough, 2011; Cullen 

et al., 2015). É conhecido que citocinas pró-inflamatórias, TNF-α e IL-1β são expressas durante 

a resposta imune precoce da glândula mamária (Aitken et al., 2011), podendo justificar os altos 

valores expressos por macrófagos dessa interleucina no presente estudo. 

Em relação à expressão de Bax, apenas macrófagos infectados com S. chromogenes IM 90 min 

tiveram um resultado expressivo, no qual, o controle expressou três vezes mais que os 

macrófagos infectados. Xu et al. (2020) relataram que a alta expressão de Bax foi devido à 

ativação de citocinas pró-inflamatórias após infecções com S. aureus em células RAW 264.7, 

resultado esse, contrário ao achado desse trabalho. Esses mesmos autores observaram que a 

expressão de Bcl2, que é anti apoptótico, foi baixa. No presente estudo, no início da infecção, 

S. aureus IM inibiu a expressão de Bcl2, mas com 180 min, esse gene expressou mais que o 

controle. Além disso, S. chromogenes IM aos 90 min inibiu a expressão de Bax. Com isso, foi 

possível observar que ao longo do curso do experimento, os patógenos de infecção 

intramamária inibiram a apoptose de macrófagos. Esse comportamento facilita a persistência 

desses microrganismos no tecido mamário.  

De modo geral, os resultados da expressão de Bax desse trabalho foram pouco expressivos e o 

motivo pode ser que no presente estudo, a infecção só durou até 180 min. De acordo com 

Medina et al. (2019), que investigaram a dinâmica da infecção de S. aureus em tecido epitelial 

durante 72 h por meio de imagens de células vivas, imunofluorescência e microscopia 

eletrônica, essa bactéria começa a induzir a apoptose de células imunes no hospedeiro 24h após 

a infecção.  

 

5. CONCLUSÕES  

 Os isolados de estafilococos modulam o metabolismo de células RAW 264.7 de formas 

distintas, demonstrando a importância do isolado em si e não da espécie.  

 A expressão relativa do gene iNOS foi alta nas células infectadas com todas as bactérias. 

 A expressão relativa do gene arginase só foi maior que o controle em S. aureus SN, 

bactéria comensal que possivelmente leva à manutenção da tolerância imunológica.  
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 A produção de NO foi inibida em macrófagos com infecção de S. aureus IM, 

demonstrando possível mecanismo de evasão do sistema imune do hospedeiro. Já na 

infecção com S. chromogenes TA, esse composto foi possivelmente degradado ao longo 

do desafio, sendo observada ação antioxidante desse isolado.  

 Em todas as infecções foi observada ativação do inflamassoma, mas em nenhuma houve 

a expressão de mRNA de IL-18, podendo-se inferir que a região cromossômica referente 

à essa interleucina não foi estimulada.  

 Na expressão de Bax e Bcl2 em macrófagos foram observados possíveis mecanismos de 

evasão das bactérias de infecção intramamária persistente.  
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CAPÍTULO 3 

Avaliação da expressão do receptor de morte programada-1 (PD-1) e seu ligante (PD-L1) 

em macrófagos desafiados por distintos isolados de Staphylococcus aureus e 

Staplylococcus chromogenes associados a vacas leiteiras 
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1. INTRODUÇÃO  

A mastite, enfermidade de grande importância nos rebanhos leiteiros, causa impactos na saúde 

única, como prejuízos socioeconômicos, ambientais e saúde pública (Holland et al., 2015). 

Dentre os agentes causadores de mastite, é inegável que Staphylococcus aureus é um dos 

microrganismos de maior importância, devido a sua patogenicidade, mecanismos de evasão do 

sistema imune do hospedeiro, persistência no ambiente da vaca, colonização da pele e mucosa 

e baixa eficácia de cura com tratamentos (Rainard et al., 2017). A glândula mamária, mesmo 

saudável, é susceptível a infecção, sugerindo que os isolados de S. aureus são bem adaptados a 

esse nicho e podem causar infecções intramamárias persistentes (Souza et al., 2016; Santos et 

al., 2020). Esse microrganismo também é eficiente em se adaptar a diferentes hospedeiros, 

inclusive em sítios extra mamários (Marques et al., 2013, Santos et al., 2020). 

Em contrapartida, Staphylococcus não-aureus (SNA), que já foi considerado um grupo 

homogêneo anteriormente – estafilococos coagulase-negativos está presente em uma ampla 

variedade de nichos ecológicos, como o úbere de vacas (Condas et al., 2017; Naqvi et al., 2018; 

Nyman et al., 2018). Dessa forma, Staphylococcus chromogenes é o SNA mais frequentemente 

isolado de amostras de leite assepticamente coletadas, e geralmente associado com infecções 

intramamárias persistentes (Supré et al.; 2011; Valckenier, et al., 2020; Beuckelaere et al., 

2021), mas essas infecções, normalmente, têm efeitos limitados na contagem de células 

somáticas e na qualidade do leite (Valckenier, et al., 2020). Apesar disso, De Vliegher et al. 

(2004), Piepers et al. (2011) e Toledo-Silva et al. (2021) classificam esses microrganismos 

como parte da microbiota comensal da glândula mamária bovina ou ápices dos tetos com 

potenciais efeitos protetores contra a mastite. O efeito protetor de SNA depende da espécie, dos 

isolados, das concentrações usadas, e do nicho ecológico (Toledo-Silva et al., 2022). Foi 

demonstrado que S. chromogenes exerce proteção in vitro contra vários patógenos, como S. 

aureus, Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae (De Vliegher et al., 2004) e E coli 

(Toledo-Silva et al., 2022).  

Nesse contexto, sabe-se que muitas vezes, esses patógenos interferem na ação de células 

apresentadoras de antígenos, como macrófagos e células dendríticas, impedindo a sinalização 

necessária para ativação da resposta imune adaptativa (Wang, Roderiquez e Norcross, 2012). 

Estudos recentes têm evidenciado a ação de moléculas cossupressoras, também conhecidas 

como imuno checkpoints, dentre os quais se destacam o receptor de morte celular programada 

(PD-1) e seus respectivos ligantes, como PD-L1. A ativação de PD-1/PD-L1 afeta 
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negativamente a função de linfócitos T, e sua atuação frente às infecções e injúrias teciduais, 

devido a inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias (Chen e Flies, 2013; Lu et al., 

2019). 

Gordon et al. (2017) relataram que PD-1 desempenha papel supressor em macrófagos, inibindo 

a fagocitose e levando a polarização M2 dessas células. Com relação à função de PD-L1 em 

macrófagos, Xiong et al. (2019) relataram que macrófagos tratados com anti-PD-L1 

apresentaram expressão reduzida de arginase-1, e expressão aumentada de iNOS, MHC II e 

CD40. Galbraith et al. (2018) também demonstraram que INF-γ aumenta a expressão de PD-

L1 em macrófagos. Hartley et al. (2018) observaram que macrófagos com alta expressão de 

PD-L1 tiveram maior capacidade de proliferação, sobrevivência e ativação após tratamento com 

anticorpo anti-PD-L1.  

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a expressão de PD-1 e PD-L1 na infecção in 

vitro de macrófagos com dois isolados distintos de Staphylococcus aureus e dois isolados 

distintos de Staphylococcus chromogenes. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 Isolados de Staphylococcus spp. e condições de crescimento 

Nesse estudo, foram utilizados quatro isolados distintos de Staphylococcus spp., 

compreendendo dois isolados de Staphylococcus aureus e dois de Staphylococcus 

chromogenes. Essas amostras fazem parte do acervo  do Departamento de Medicina Veterinária 

Preventiva da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, e 

já foram previamente isoladas e identificadas por análises moleculares e caracterizados por 

vários estudos (De Vliegher et al., 2004; Supré et al., 2011; Breyne et al., 2015; Piccart et al., 

2016; Souza et al., 2016; Santos et al., 2020; Beuckelaere et al., 2021; Toledo-Silva et al., 2021; 

Toledo-Silva et al., 2022). 

A primeira amostra de S. aureus é proveniente de um nicho extramamário (swab nasal – SN/; 

spa t098) (Santos et al., 2020), enquanto a outra amostra desse patógeno (spa t605) foi originada 

de uma infecção subclínica intramamária (IM) persistente (Souza et al., 2016; Santos et al., 

2020). Já a primeira amostra de S. chromogenes foi obtida a partir do ápice do teto de uma 

novilha (TA) (De Vliegher et al., 2004; Breyne et al., 2015; Piccart et al., 2016; Souza et al., 
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2016), que demonstrou proteção in vitro contra vários patógenos, como S. aureus, 

Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae (De Vliegher et al., 2004) e E. coli (Toledo-

Silva et al., 2022). A outra amostra de S. chromogenes é originária de uma infecção IM 

persistente (Supré et al., 2011). 

Os isolados estavam armazenados a -80 °C e foram descongelados a temperatura ambiente. 

Primeiro, as amostras foram cultivadas em placas de ágar sangue contendo 5 % de sangue de 

carneiro. Em seguida, colônias frescas de cada bactéria foram cultivadas de 12 a 16 horas em 

caldo de infusão de cérebro e coração (BHI) a 37 °C. Posteriormente, todas as amostras foram 

diluídas 1:1000, e em seguida, incubadas em caldo BHI até atingirem sua respectiva fase de 

crescimento exponencial tardio. Após o crescimento bacteriano, a suspensão bacteriana foi 

centrifugada a 2.500 g por 15 minutos e lavado duas vezes com solução salina tamponada com 

fosfato de Dulbecco 1X (DPBS) (cat. No. 14190185, Gibco, Paisley, Reino Unido). Em 

seguida, as bactérias foram ressuspendidas em meio de cultivo celular RPMI-1640 (cat. n. 

R7638, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Usando diluição decimal seriada, 10 μL de cada 

amostra de isolado de estafilococos foram cultivados em ágar BHI até que as bactérias vivas 

fossem contadas de forma confiável para determinar as unidades formadoras de colônia. O 

inóculo foi ajustado para 2,2 x 105 unidades formadoras de colônias mL-1 (ufc mL-1) (CLSI, 

2021) e armazenado a -80 °C até processamento posterior.  

 

2.2 Cultivo de células RAW da linhagem 264.7 

Células RAW da linhagem 264.7 (linhagem celular de macrófagos de camundongos BALB/c, 

ATCC) foram cultivadas e replicadas a cada quatro dias em meio RPMI-1640, cat. n. R7638, 

Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo 

calor (SFB, cat. n. F9665 Sigma Aldrich; Sigma) e com 1% de solução antibiótico-antimicótico 

(penicilina/ estreptomicina) (cat. n. 15240-062, Life Technologies, Pasley, United Kingdom). 

Essas foram mantidas em incubadora úmida a 37ºC com 5% de CO2 modelo CB150 (Binder, 

Tittilingen, Alemanha). A viabilidade celular foi avaliada por teste de exclusão com o corante 

azul Tripan (cat. n. T8154-100ML, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) a 0,02%. Amostras com 

viabilidade superior a 95% foram colocadas em cultura. A concentração de células foi ajustada 

de acordo com a necessidade de cada experimento. Foi utilizada a linhagem macrofágica, ao 

invés de macrófagos derivados de monócitos do sangue periférico, para evitar a variação da 

resposta celular que ocorreria se obtidos de indivíduos diferentes (Souza Leão et al., 1995).  



120 

 

2.3 Desafio bacteriano com amostras de Staphylococcus spp. 

As células foram distribuídas em placas de vinte quatro poços, e incubadas em estufa 

umidificada com 5 % de CO2 a 37 ºC, por um período de 1 hora, para que as mesmas pudessem 

aderir à placa. Após a aderência das células nas placas, o meio foi retirado e as células foram 

lavadas com solução Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS) (cat. n. 14190185, Gibco, 

Paisley, UK), para retirada dos resquícios da solução antibiótico-antimicótico, a fim de evitar a 

morte bacteriana. Para os experimentos de infecção, foram utilizados a proporção de 

Staphylococcus sp./macrófago com multiplicidade de infecção (MOI) de 1, 5 e 10 (S. aureus 

t098 e t605 e S. chromogenes TA e IM) e dois tempos de incubação (3 h e 6 h). Sucintamente, 

2,2 x 105 células em RPMI sem antibiótico com 5% de SFB em 500 μL foram distribuídas em 

placas de cultura com poços, em sextuplicata e foram deixados poços sem infecção para 

utilização como controle. Após a incubação, as células não aderentes foram removidas por 

aspiração do sobrenadante e lavadas com PBS. O meio de cultivo celular RPMI sem antibiótico 

foi reposto e as células deixadas em repouso por 1h a 37ºC com 5% de CO2, e após isso, as 

infecções de cada uma das quatro amostras de estafilococos foram realizadas em incubadora 

úmida a 37ºC com 5% CO2.  

 

2.4 Detecção de viabilidade celular e expressão de PD-1 e PD-L1 

A viabilidade celular foi definida por marcação dupla usando um anticorpo conjugado 

fluorescente anti-anexina-V (FITC) (cat. n. A13199, BD Biosciences, San Diego, EUA) e 7-

aminoactinomicina (7-AAD) (cat. n. A1310, Biolegend, San Diego, EUA), conforme descrito 

por Zembuski et al. (2012), mas com pequenas alterações. Brevemente, após o período de 

incubação, as células foram retiradas das placas de 24 poços e transferidas para tubos para 

citometria de fluxo de 5 mL, fundo redondo, 12 x 75 mm, e centrifugadas a 250 g a 4 ºC por 8 

minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas 

em 100 μL de tampão de ligação (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, MgCl2 1 mM e CaCl2 1,8 

mM), e acrescentado 1 μL de anexina-V FITC e 5 μL de 7-AAD (5 μg mL-1) sendo incubado 

em temperatura ambiente por 20 min no escuro.  

Após o período de incubação, as células foram lavadas com solução DPBS, e centrifugadas a 

250 g a 4 ºC por 8 min. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado. Para avaliação da 

expressão de PD-1 e seu ligante PD-L1 foram acrescentados aos tubos 0,5 μL do anticorpo 

conjugado PE Rat Anti-Mouse CD274 (PD-L1) (cat. n. 14-5982-82, BD Biosciences, San 
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Diego, EUA) e 0,5 μL do anticorpo conjugado APC Rat anti-Mouse CD279 (PD-1) (cat. n. 11-

9985-82, BD Biosciences, San Diego, EUA), que foram deixados no escuro, incubando por 30 

min em temperatura ambiente. Após o período de incubação as células foram lavadas com 

solução de DPBS e centrifugadas a 250 g a 4 ºC por 8 min. Depois da centrifugação o 

sobrenadante foi descartado, e as células foram ressuspendidas com 300 μL de solução DPBS 

contendo 1% de soro fetal bovino para posterior análise por citometria de fluxo no equipamento 

(FACSCalibur™, Becton Dickinson Immunocytometry SystemTM, San Diego, EUA). O 

software Flow Jo Tree Star (Flow Jo – Tree star 10.5.3 para Windows, Tree Star Inc., Ashland, 

OR, EUA) foi usado para analisar os dados. Um controle sem coloração e amostras com 

coloração única também foram preparados como controles de compensação, além da estratégia 

fluorescence minus one (FMO). Um exemplo da nossa estratégia para a determinação da 

expressão de PD-1 em macrófagos é mostrado na Figura 1. 

 

 

Figura 1: A – Imagem de macrófagos sem infecção. B – Imagem de macrófagos com infecção de 3h 
com S. aureus SN com MOI 10.  
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2.5 Análise estatística  

Antes de iniciar as análises foram verificados a normalidade e homocedasticidade das variáveis, 

utilizando os testes Shapiro-Wilk e de Bartlett, respectivamente. Observou-se que todas as 

variáveis possuíam distribuição paramétrica, com exceção da intensidade da fluorescência 

média geométrica (GMFI) de PD1, que passou por transformação logarítmica (valor de dados 

+ 1). Desta forma, as variáveis foram comparadas pelo teste estatístico de Duncan, considerando 

o nível de significância (α) de 0,05 (Sampaio, 2010). As comparações foram feitas em dois 

níveis, sendo o nível 1, efeito tempo, efeito bactéria e efeito MOI isoladamente e o nível 2, 

interação do efeito bactéria e tempo, e a interação do efeito bactéria e MOI. O programa 

estatístico usado foi o InfoStat (Córdoba, Argentina). 

 

3. RESULTADOS 

3.1 Porcentagem de macrófagos que expressam PD-1 e intensidade da fluorescência média 

geométrica (GMFI) do PD-1 

No presente estudo, a infecção experimental pelos distintos isolados de estafilococos levou 

maior porcentagem de macrófagos que expressam PD-1 que o controle (basal), sendo a maior 

porcentagem observada na infecção pelos dois isolados de S. aureus, seguindo por S. 

chromogenes isolado de IM, e S. chromogenes isolados do ápice do teto (P < 0,0001; Figura 

2A). Curiosamente, a maior porcentagem de macrófagos que expressam PD-1 foi observado 

logo no início da infecção (3 h) em relação a 6 h após a infecção (P = 0,0003; Figura 2B). Não 

houve efeito de MOI na porcentagem de macrófagos que expressam PD-1 (P = 0,71). No início 

da infecção (3 h), maior porcentagem de macrófagos que expressam PD-1 foi observada nas 

infecções por S. aureus IM e S. chromogenes IM (P < 0,0001; Figura 2C). Já com 6h de 

infecção, maior porcentagem de macrófagos que expressam PD-1 foi observada na infecção por 

S. aureus SN (P < 0,0001; Figura 2C). 
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Figura 2: Porcentagem de macrófagos que expressam receptor de morte programada (PD-1) em infecção 
experimental de células RAW 264.7 com S. aureus IM, S. aureus SN, S. chromogenes IM e S. 

chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 3h e 6h. A - Efeito da bactéria na porcentagem de 
macrófagos que expressam PD-1. B – Efeito do tempo na porcentagem de macrófagos que expressam 
PD-1. C – Efeito da interação da bactéria e do tempo na porcentagem de macrófagos que expressam PD-
1. Resultados expressos em médias± erro-padrão. P < 0,05, ANOVA e teste de Duncan. Médias com 
uma letra em comum não são significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de infecção 
intramamária; SN = isolado de swab nasal; TA = isolado de ápice do teto. 

 

Todos os isolados de estafilococos levaram à maior intensidade de expressão de PD-1 em 

macrófagos quando comparados ao controle (P < 0,0001; Figura 3A). Os macrófagos das 

infecções de MOI 10 foram os que expressaram PD-1 em maior intensidade, sendo o controle 

(basal) menor expresso (P < 0,0001; Figura 3B). Os macrófagos das infecções de 6 h 

expressaram maior intensidade de PD-1 do que 3 h (P < 0,0001; Figura 3C). Os macrófagos 

infectados com S. aureus SN foram os que expressaram maior intensidade de PD-1 ao longo da 

infecção (P < 0,0001; Figura 3D). 
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Figura 3: Intensidade de fluorescência média geométrica (GMFI) da expressão do receptor de morte 
programada (PD-1) em macrófagos em infecção experimental de células RAW 264.7 com S. aureus IM, 
S. aureus SN, S. chromogenes IM e S. chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 3h e 6h. A - Efeito 
da bactéria na intensidade de fluorescência média geométrica (GMFI) de macrófagos que expressam 
PD-1. B - Efeito do MOI na intensidade de fluorescência média geométrica (GMFI) de macrófagos que 
expressam PD-1. C – Efeito do tempo na intensidade de fluorescência média geométrica (GMFI) de 
macrófagos que expressam PD-1. D – Efeito da interação da bactéria e do tempo na intensidade de 
fluorescência média geométrica (GMFI) de macrófagos que expressam PD-1. Resultados expressos em 
médias ± erro-padrão. P < 0,05, ANOVA e teste de Duncan. Médias com uma letra em comum não são 
significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de infecção intramamária; SN = isolado de swab 
nasal; TA = isolado de ápice do teto. 

 

3.2 Porcentagem de macrófagos que expressam PD-L1 e intensidade da fluorescência 

média geométrica (GMFI) do PD-L1 

Apenas S. aureus IM induziu maior porcentagem de macrófagos que expressam PD-L1 em 

relação ao controle (basal) (P < 0,0001; Figura 4A). Interessantemente, a maior porcentagem 

de macrófagos que expressam PD-L1 foi observada no início da infecção (3 h) (P < 0,0001; 

Figura 4B). As maiores porcentagens de macrófagos que expressam PD-L1 foram observadas 

nos MOIs de 5 e 10 (P = 0,0003; Figura 4C). Somente S. aureus IM e S. chromogenes IM 
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tiveram maiores porcentagens de macrófagos PD-L1 que o controle (basal) na interação bactéria 

e MOI (P < 0.0001; Figura 4D).  

 

Figura 4: Porcentagem de macrófagos que expressam o ligante do receptor de morte programada (PD-
L1) em infecção experimental de células RAW 264.7 com S. aureus IM, S. aureus SN, S. chromogenes 
IM e S. chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 3h e 6h. A - Efeito da bactéria na porcentagem 
de macrófagos que expressam PD-L1. B - Efeito do tempo na porcentagem de macrófagos que 
expressam PD-L1. C – Efeito do MOI na porcentagem de macrófagos que expressam PD-L1. D – Efeito 
da interação da bactéria e do MOI na porcentagem de macrófagos que expressam PD-L1. Resultados 
expressos em médias ± erro-padrão. P < 0,05, ANOVA e teste de Duncan. Médias com uma letra em 
comum não são significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de infecção intramamária; SN = 
isolado de swab nasal; TA = isolado de ápice do teto. 

 

Em relação à expressão de PD-L1 em macrófagos observou-se maior intensidade, mesmo que 

discretamente, na infecção por S. aureus IM e S. chromogenes IM (P < 0,0001; Figura 5A). A 

intensidade da expressão de PD-L1 foi maior no início da infecção (3 h) (P < 0,0001; Figura 

5B). Não houve efeito de MOI (P = 0,13) para a intensidade da expressão de PD-L1 nos 

macrófagos.  
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Figura 5: Intensidade de fluorescência média geométrica (GMFI) da expressão do ligante do receptor 
de morte programada (PD-L1) em macrófagos em infecção experimental de células RAW 264.7 com S. 

aureus IM, S. aureus SN, S. chromogenes IM e S. chromogenes TA, em dois tempos de infecção, 3h e 
6h. A - Efeito da bactéria na intensidade de fluorescência média geométrica (GMFI) de macrófagos que 
expressam PD-L1. B – Efeito do tempo na intensidade de fluorescência média geométrica (GMFI) de 
macrófagos que expressam PDL-1. Resultados expressos em médias ± erro-padrão. P < 0,05, ANOVA 
e teste de Duncan. Médias com uma letra em comum não são significativamente diferentes. Legenda: 
IM = isolado de infecção intramamária; SN = isolado de swab nasal; TA = isolado de ápice do teto. 

 

3.3 Viabilidade de macrófagos  

A infecção experimental pelos isolados de estafilococos fez com que a maior porcentagem de 

macrófagos viáveis, tenha sido dos infectados com S. aureus IM e S. chromogenes IM (P < 

0,0001; Figura 6A). Foi observada maior viabilidade dos macrófagos das infecções de 3 h do 

que das infecções de 6 h (P < 0,0001; Figura 6B). A maior porcentagem de macrófagos viáveis 

é do MOI 1 (P < 0,0001; Figura 6C). 
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Figura 6: Viabilidade dos macrófagos em infecção de células RAW 264.7 com S. aureus IM, S. aureus 
SN, S. chromogenes IM e S. chromogenes TA. A – Efeito da bactéria na viabilidade dos macrófagos. B 
– Efeito do tempo na viabilidade dos macrófagos. C – Efeito do MOI na viabilidade dos macrófagos. 
Resultados expressos em médias ± erro-padrão. P < 0,05, ANOVA e teste de Duncan. Médias com uma 
letra em comum não são significativamente diferentes. Legenda: IM = isolado de infecção intramamária; 
SN = isolado de swab nasal; TA = isolado de ápice do teto. 

 

4. DISCUSSÃO 

No presente estudo foram utilizados macrófagos murinos ao invés de neutrófilos, pois esses 

fazem parte da primeira linha de defesa da imunidade inata no úbere, desenvolvendo papel 

importante na resposta imune precoce de bovinos (Mosser e Edwards, 2010).  

O PD-1 desempenha papel essencial no equilíbrio da imunidade protetora, imunopatologia, 

homeostase e tolerância. Apesar disso, o PD-1 pode limitar a imunidade protetora do hospedeiro 

(Sharpe e Pauken, 2018). Bally et al. (2015) relataram que esse receptor pode ser induzido em 

monócitos e macrófagos por meio da sinalização de TLR.  

Nesse contexto, nota-se que a sinalização de PD-1 em macrófagos estimulados por 

estafilococos, se torna possível mecanismo de evasão dessas bactérias, principalmente dos 

isolados de S. aureus, que foram os que levaram a maior porcentagem de macrófagos a 

expressarem esse receptor. Gordon et al. (2017) demonstraram que PD-1 em macrófagos 
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desempenham papel de supressão, podendo estar associados a polarização M2 dessas células, 

com ação anti-inflamatória e diminuição da apresentação de antígenos. 

Ikebuchi et al. (2013) e Okagawa et al. (2018) relataram como expressão de PD-1 em células 

imunes tem sido associado à imunossupressão, progressão da infecção e ao prognóstico ruim 

em doenças infecciosas de bovinos. Esses resultados demonstram como todos isolados 

estudados nesse trabalho, ao induzirem mais PD-1 que o controle, podem levar a exaustão de 

células imunes efetoras. Dessa maneira, é possível perceber evidências que patógenos 

possibilitam interações inibitórias entre células imunes através de proteínas de checkpoint 

imunológico para evadir o sistema imune do hospedeiro, explorando a tolerância imunológica 

e restringindo a eliminação de microrganismos (Wykes e Sharon, 2018). 

Patera et al. (2016) relataram que em estudos experimentais em camundongos com sepse, houve 

alta expressão de PD-1 e PD-L1 na superfície de monócitos do sangue periférico, demonstrando 

que macrófagos tiveram perda da função fagocitária, além de reduzir a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias, como IL-6, TNF-α e aumento da liberação de citocinas anti-inflamatórias, 

como IL-10. Foi observado também que a capacidade fagocitária de macrófagos em 

camundongos knockout para PD-1 é aumentada em relação a camundongos selvagens (Ayala 

et al., 2014). Xie et al. (2018) observaram em camundongos que células T que expressavam 

altos níveis de PD-1, diminuíram a capacidade de secretar citocinas. Já essas células com menor 

expressão de PD-1 tiveram secreção aumentada de TNF. Com isso, os autores puderam afirmar 

que esses receptores de superfície inibem a função de células T. 

Além disso, em relação a Mycobacterium tuberculosis, sabe-se que PD-1 e PD-L1 são 

altamente expressos em células imunes durante a infecção (Suarez et al., 2019). Existem 

estudos que demonstram que a expressão de PD-1 é prejudicial nesses casos, pois inibe a 

resposta imune do hospedeiro (Jurado et al., 2008; Alvarez et al., 2010). Por outro lado, também 

há estudos que validam que a indução desse receptor de superfície é necessária para inibir a 

resposta imune exacerbada, que pode levar a lesões teciduais (Lazar-Molnar et al., 2010; Barber 

et al., 2011). Com isso, também é possível perceber que essas células são vitais para a 

manutenção da auto tolerância e na modulação da magnitude e duração das respostas imunes 

efetoras para prevenir dano tecidual, do modo que é necessário em bactérias comensais, como 

S. aureus SN. 

Suarez et al. (2019) relataram que ao reconhecerem células infectadas com Mycobacterium 

tuberculosis, células inatas e adaptativas secretam IFN-γ, levando a ativação de macrófagos 
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M1, aumentando, portanto, a susceptibilidade desses à citotoxicidade mediada por células T 

CD8+. Concomitantemente, esse mesmo estímulo leva a uma expressão aumentada de PD-1 e 

PD-L1 e a uma diminuição da toxicidade das células T CD8+. Os autores relataram também que 

é esse equilíbrio entre sinais estimuladores e inibitórios que definirá o destino da célula alvo e 

delinear o desfecho da infecção. 

A maior expressão de PD-1 no isolado de S. aureus de infecção intramamária persistente pode 

levar à exaustão das células T, aumentando o processo inflamatório da glândula mamária 

causada por esses patógenos. Com isso, perdas na qualidade do leite e derivados em razão do 

aumento da contagem de células somáticas (CCS) causada por mastite são inúmeras. Os 

principais danos da presença de patógenos no tecido mamário são o recrutamento de leucócitos, 

a síntese de peptídeos antimicrobianos pelas células desse tecido e a liberação de citocinas. 

Tudo isso traz consequências para as propriedades leiteiras e produtos lácteos (Le Maréchal et 

al, 2011). 

Em relação à porcentagem de macrófagos que expressam PD-L1, ao observarmos o efeito 

bactéria, percebe-se que apenas o isolado S. aureus IM estimulou mais macrófagos a 

expressarem esse ligante em relação ao controle (basal), mesmo que discretamente. Com isso, 

é possível demonstrarmos que as bactérias comensais analisadas nesse estudo não estimulam a 

o aumento do número de macrófagos que expressam PD-L1.  

Apesar dos resultados desse trabalho, é possível encontrar estudos na literatura que demonstram 

que a presença de antígenos induz a expressão de PD-L1 em células imunes. Hartley et al. 

(2018) indicaram um papel regulador de PD-L1 na proliferação e ativação de macrófagos. Outro 

estudo mostrou que a supressão da expressão de PD-L2 em macrófagos, levou a diminuição da 

expressão de marcadores M2, como IL-10 e arginase e o aumento da expressão de marcadores 

M1, como IL-12 e TNF-α (Zhang, Chen e Xiang, 2017).  

Além disso, Wang et al. (2015) relataram o aumento escalonado da expressão de PD-L1 em 

neutrófilos de camundongos, com 12h, 18h e 24h após início da sepse. Nesse sentido, Huang et 

al. (2014) demonstraram que o número de bactérias em camundongos knockout para PD-L1 é 

significativamente reduzido em comparação com camundongos selvagens, relatando como a 

expressão desse ligante também pode ser visto como um mecanismo de evasão do sistema 

imune. Patil et al. (2017), ao induzirem injúria tecidual por escalda em camundongos, seguido 

de infecções por S. aureus e  Pseudomonas aeruginosa, relataram regulação positiva de PD-L1 
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em células mieloides, juntamente com uma diminuição no número e função de células T e 

diminuição da sobrevida desses animais.  

Esse trabalho também demonstrou que a intensidade da expressão de PD-1 aumenta devido à 

concentração do inóculo, ou seja, quanto maior a quantidade de bactérias, mais receptores são 

expressos nas células. Já para PD-L1 não houve diferença estatística ao analisar o efeito MOI. 

Dessa forma, vale ressaltar a importância da intensidade de expressão de PD-1 na superfície de 

cada célula. Thommen et al. (2015) relataram que a expressão de PD-1 na superfície de células 

T interferem na eficácia da terapia anti-PD-1, uma vez que essas células com altos níveis de 

PD-1 expressos, ou seja, com múltiplos receptores inibitórios, não possuem respostas 

satisfatórias com tratamentos anti-PD-1. Células T CD8+ com altos níveis de expressão de PD-

1 não respondem ao bloqueio de PD-1, diferentemente de células T com níveis intermediários 

de expressão, sendo responsivas a esse tipo de terapia (Blackburn et al., 2008; Wherry, 2011). 

Com isso, o isolado que teve a maior intensidade de expressão de PD-1 foi S. aureus SN, 

bactéria comensal, que tende a demonstrar mecanismos para manter a tolerância imunológica 

(Littman e Pamer, 2011).  

Por fim, no presente estudo foi observado que o isolado que levou à menor viabilidade dos 

macrófagos foi S. aureus SN, mas a diferença biológica com os outros isolados e o controle 

(basal) foi pouco significativa. Houve maior viabilidade nas infecções de 3 h do que nas de 6 

h, mas com discreta diferença. Essa diferença ocorre, uma vez que com o passar do tempo, mais 

células entram em apoptose, que é desencadeada por processos inflamatórios e realizada como 

defesa do sistema imune contra patógenos e injurias (Lee, Hartman e Kornfeld, 2009).   

 

5. CONCLUSÕES 

 Todos isolados estudados nesse trabalho induziram maior porcentagem de macrófagos 

que expressam PD-1 em células RAW 264.7 em relação ao controle (basal), 

demonstrando que esse é um possível mecanismo de evasão desses isolados.   

 A maior expressão de PD-1 em macrófagos desafiados por S. aureus IM pode aumentar 

o processo inflamatório da glândula mamária, levando a persistência da infecção 

intramamária, perdas na produção e alterações na qualidade do leite.  

 Apenas S. aureus IM levou à indução de discreto aumento na porcentagem de 

macrófagos que expressam PD-L1 em relação ao controle (basal). 
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 S. aureus SN teve a maior intensidade de expressão de PD-1, demonstrando que esse é 

possível mecanismo para bactérias comensais manterem a tolerância imunológica. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Com os estudos realizados nesse trabalho foi possível perceber que os isolados de estafilococos 

modulam o metabolismo de células RAW 264.7 de formas distintas, demonstrando a 

importância do isolado em si e não da espécie. Com isso, mais estudos nessa área são de grande 

importância, uma vez que o imunometabolismo das células estudadas já se estabeleceu como 

alvos terapêuticos para possibilidade de novos tratamentos para infecções e distúrbios 

imunológicos. 

Assim, mais estudos são necessários sobre a modulação imunometabólica de Staphylococcus 

spp., principalmente de Staphylococcus não-aureus que anteriormente era considerado um 

grupo homogêneo e sem grandes ressonâncias, mas que há alguns anos, têm causado grandes 

agravos e prejuízos na saúde única.  
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