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RESUMO 

Introdução: Macrófagos inflamatórios expressam grande quantidade de receptores para 

IL-17 (IL-17R) favorecendo a ligação da IL-17. O papel da IL-17 na ativação desses 

macrófagos e o desenvolvimento de uma resposta microbicida ou reguladora não está 

completamente esclarecido, contudo, estudos anteriores demonstraram que a IL-17 pode 

estimular macrófagos peritoneais a aumentar a atividade de arginase ou óxido nítrico 

sintase induzida. Nós investigamos a atuação da IL-17 e sua possível interação com 

IFN-γ, IL-4 e LPS na indução dos perfis M1 ou M2 de macrófagos de camundongos 

BALB/c selvagens (WT) e IL-4 knockout (KO). Objetivo: Avaliar a capacidade da IL-

17, sozinha ou em associação com outras citocinas, ativar diferentes perfis de 

macrófagos. Métodos: Macrófagos peritoneais eliciados com tioglicolato foram 

caracterizados por citometria e estimulados in vitro por 48h com diferentes associações 

IL-17A, IL-17F, LPS, IL-4 e IFN-γ. No sobrenadante avaliamos a produção de NO e as 

células lisadas foram utilizadas para avaliação da atividade da arginase. Resultados: 

Células totais colhidas em diferentes dias após inóculo com tioglicolato apresentaram 

pouca variação para os marcadores M1/70, F4/80 e IL-17R. As células aderentes obtidas 

no dia 5 representaram uma população celular com maior quantidade de células 

marcadas para M1/70 e F4/80, além de expressar maior quantidade de IL-17R na 

superfície celular. A IL-17 sozinha não induziu a atividade da arginase nem a produção 

de NO em camundongos WT e IL-4 KO. A associação de IL-4 com IL-17 também não 

induziu a atividade da arginase, porém IL-17 associada com o IFN-γ aumentou a 

produção de NO nas duas linhagens testadas. Os macrófagos IL-4 KO apresentaram 

maior atividade da arginase mesmo sem estímulo com citocinas e IL-4 proporcionou um 

aumento ainda maior na atividade destes macrófagos. 

Palavras-Chave: IL-17A, IL-17F, IL-4, Macrófagos inflamatórios, IL-4 KO. 
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ABSTRACT 

Introduction: Inflammatory macrophages express high amount of IL-17 receptor 

(IL17R) favoring IL-17 binding. The role of IL-17 activating macrophages to increase 

microbicidal activity or regulatory response is not completely clear, but previous studies 

demonstrated that IL-17 activates peritoneal macrophages to increase arginase and 

induced nitric oxide synthase. Here, we investigated the role of IL-17 and its interaction 

with IFN-γ, IL-4 and LPS to induce M1 or M2 profiles in wild type (WT) and IL-4 

knockout (KO) BALB/c mice. Objective: Evaluate the ability of IL-17, alone or in 

association with other cytokines, to activate different macrophage profiles. Methods: 

Thioglycolate-elicited peritoneal macrophages were characterized by cytometry and 

stimulated in vitro for 48h with different association of IL-17A, IL-17F, LPS, IL-4 and 

IFN-γ. The supernatant was used to evaluate NO production and lysed cells were used 

to evaluate arginase activity. Results: Cells harvested from different days after 

thioglycolate inoculation showed no variation for M1/70, F4/80 and IL-17R. Adherent 

cells obtained on day 5 presented the largest number of M1/70, F4/80, IL-17R positive 

cells. IL-17 alone did not induce arginase activity or NO production in WT and IL-4 

KO mouse macrophages. Association of IL-4 with IL-17 did not induce arginase 

activity, but IL-17 plus IFN-γ increased NO production in both strains tested. IL-4 KO 

macrophages presenting high arginase activity even without stimulation with cytokines 

and IL-4 increased in these macrophages. 

 

Keywords: IL-17A, IL-17F, IL-4, Inflammatory macrophages, IL-4 KO. 



 1 

1 INTRODUÇÃO / REVISÃO DA LITERATURA 

1.1Células fagocíticas e sua relação com as respostas imune inata e adquirida. 

O sistema imunológico dos mamíferos é constituído pela interação de duas 

diferentes respostas: a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa (Kawai e 

Akira, 2009). Dada a importância do desenvolvimento de uma resposta imune eficaz 

contra agentes infecciosos, essa resposta conta com diversas células, entre elas os 

leucócitos, que são células de origem hematopoiéticas compostas por diversos tipos 

celulares circulantes, que desempenham várias funções na defesa do hospedeiro 

(Geissmann et al., 2010)(Tristao et al., 2017). 

Uma variedade de células está envolvida no processo de defesa estabelecido pela 

resposta imune, tais como células dendríticas, macrófagos, células T e células B. Essas 

células têm por objetivos barrar a entrada ou disseminação de microrganismos invasores 

e eliminar células tumorais (Kuwabara et al., 2017). A resposta imune inata constitui a 

primeira linha de defesa do organismo contra invasão de microrganismos patogênicos e é 

mediada principalmente por macrófagos e células dendríticas (Kawai e Akira, 2009). Os 

macrófagos foram primeiramente descritos por Metchnikoff e são classificados como 

células mononucleares que apresentam características fagocíticas e pertencem a um 

grupo de células denominado sistema fagocítico mononuclear, que juntamente com os 

monócitos, fazem parte de uma população de células mielóides derivadas da medula 

óssea (Geissmann et al., 2010). Monócitos e macrófagos são células multifuncionais 

relacionadas tanto ao processo de defesa do hospedeiro, quanto nos processos de 

promoção e manutenção da homeostasia de tecidos danificados (Oishi e Manabe, 2016). 

Como células imunes efetoras, os monócitos possuem receptores para quimiocinas 

e receptores de reconhecimento padrão (PRRs) que possibilitam sua ativação visando a 

migração dessas células para o local da infecção ou injúria. São consideradas células 

intermediárias no desenvolvimento entre precursores da medula óssea e os macrófagos 

(Geissmann et al., 2010). 
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Os monócitos murinos podem ser diferenciados por seu fenótipo e sua função. 

Quando maduros e diferenciados na medula óssea, no sangue ou no baço, podem ser 

caracterizados em Gr1+Ly6Chigh e Gr1-Ly6Clow. Monócitos Gr1-Ly6Clow são menores, 

perdem a capacidade de expressar CCR2 e L-selectina, aumentam a expressão de 

receptores para quimiocinas CX3CR1, integrina LFA-1 e fator de crescimento vascular 

endotelial (VEGF) podendo assim facilitar a recuperação tecidual por promover a 

acumulação de fibroblastos, angiogênese e deposição de colágeno. Monócito for 

Gr1+Ly6Chigh, ele pode se diferenciar de forma semelhante aos macrófagos 

classicamente ativados e assumirá um perfil diferente no qual poderá se diferenciar em 

macrófago ou célula dendrítica, que por sua vez podem tanto ativar quanto inibir a 

resposta imune a depender dos sinais locais ou sistêmicos recebidos e ainda da natureza 

do patógeno envolvido  (Geissmann et al., 2010). 

Os macrófagos, por sua vez, podem ter origem desde a formação do saco vitelino 

onde são gerados macrófagos residentes dos diversos tecidos, ou ainda ter origem 

hematopoiética onde são derivados da migração de monócitos sanguíneos para os tecidos 

(Wynn et al., 2013; Ensan et al., 2016). Subpopulações precursoras de monócitos na 

circulação definem progenitores para macrófagos “residentes” (Ly6Clow) no estado 

estacionário, ou podem ser recrutados para os locais onde se desenvolve o processo 

inflamatório (Ly6Chigh) segundo a sinalização de CCR2 (Barin et al., 2012). São células 

que apresentam características distintas de acordo com o sítio anatômico a que pertencem 

(Soudi et al., 2013). Os macrófagos residentes habitam diferentes órgãos, sendo 

especializados na reposta imune local e recebendo denominação específica como as 

células de Kupffer no fígado, micróglia no cérebro, osteoclastos nos ossos e macrófagos 

alveolares quando nos pulmões. A reposição tecidual dessas células residentes se dá pela 

migração de monócitos sanguíneos produzidos pela medula óssea (Lauterbach e 

Wunderlich, 2017) e elas são caracterizadas principalmente pela presença do marcador 

CX3CR1 e CCR2- (Epelman et al., 2014; Molawi et al., 2014). 

O sistema de fagócito mononuclear é flexível, dinâmico e capaz de responder a 

estímulos fisiológicos e a circunstâncias patológicas. Os macrófagos são essenciais para a 

sobrevivência do hospedeiro e fornecem um alvo atraente para manipulá-lo, tanto para 

fins imunológicos como metabólicos (Gordon, 2007). Há alguns anos, Mills et al., 2000, 

propuseram uma classificação para essas células após avaliar sua capacidade responsiva. 

Macrófagos podem ser classificados como M1 ou classicamente ativados, capazes de 

promover e responder a um perfil pró-inflamatório implicados na defesa mais eficaz do 
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organismo, e M2 ou alternativamente ativados com perfil anti-inflamatório e 

propriedades restauradoras voltadas à recuperação do tecido danificado (Mills et al., 

2000). 

Os macrófagos expressam receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) tais 

como os receptores semelhantes a Toll (TLR) que são capazes de reconhecer padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) e receptores capazes de reconhecer 

padrões moleculares associados a danos (DAMPs), quando há presença de fragmentos de 

células e outros produtos celulares. (Aki et al., 2010). Quando a ativação se dá pelo 

reconhecimento de antígenos microbianos como o LPS e acontece a ativação do perfil de 

linfócitos T helper 1 (Th1) responsável pela produção de citocinas pró-inflamatórias 

específicas como o Interferon-gama (IFN-γ) e Fator de Necrose Tumoral (TNF), acontece 

a ativação clássica desse macrófago (M1) para eliminar diferentes patógenos 

intracelulares (Gazzinelli et al., 1998; Mcmahon-Pratt e Alexander, 2004; Oliveira et al., 

2005; Pinheiro e Rossi-Bergmann, 2007; Soong, 2008; Zhu et al., 2010). Estas citocinas 

aumentam a expressão do MHC de classe II e classe I em células apresentadoras de 

antígenos (APCs), como macrófagos e células dendríticas, favorecendo a apresentação de 

antígenos para linfócitos T CD4+ e T CD8+, o que consequentemente induz ao aumento 

da expressão de citocinas pró-inflamatórias (Chen et al., 2017). A IL-12 é uma dessas 

citocinas secretadas pelas APCs, importante para diferenciação e manutenção do perfil 

Th1 de resposta imune (Gao et al., 2018). 

Durante uma resposta inflamatória acontece ainda o envolvimento de citocinas 

como a IL-4 e IL-13 que promovem o desenvolvimento de uma resposta Th2, também 

capaz de ativar os macrófagos, sendo estes denominados macrófagos alternativamente 

ativados (M2). Esses macrófagos estão envolvidos nos processos de reparação tecidual, 

resposta inume alérgica e infecções parasitárias (Gordon, 2007; Zhu et al., 2010; Oishi e 

Manabe, 2016). Quando os macrófagos são ativados de forma alternativa, eles 

desempenham funções para ajudar a resolver e finalizar um processo inflamatório. 

Algumas das medidas desenvolvidas para isso é o aumento da capacidade de eliminação 

endocítica, expressão de receptores de manose, secreção de CCL17, IL-1ra e IL-10. Essas 

medidas inibem a produção de mediadores pró-inflamatórios como IL-1, TNF-α, IL-6, 

IL-12, GM-CSF, IFN-γ e ânions superóxido. A CCL17 auxilia na produção de citocinas 

relacionadas ao perfil Th2 de resposta, a IL-1ra atua como antagonista de IL-1 e a IL-10 

apresenta ação inibidora parácrina sobre as células vizinhas como os macrófagos, células 

dendríticas e linfócitos (Aki et al., 2010; Cherry et al., 2014). 
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A partir do reconhecimento dos PAMPs e DAMPs, os macrófagos são ativados 

tornando-se efetores e estabelecem então uma comunicação com os linfócitos T, 

promovendo a integração da reposta imune inata e adaptativa (Chen et al., 2017; Gao et 

al., 2018). Assim, é iniciado um processo importante para proteção do hospedeiro contra 

infecção ou injúria tecidual, inclusive aquelas originadas dos processos de necrose e de 

diversas condições patológicas (Moreira e Zamboni, 2012). 

1.2 Marcadores característicos dos macrófagos murinos. 

Acredita-se que nos camundongos, os primeiros monócitos que entram na corrente 

sanguínea oriundos da medula óssea tenham um perfil inflamatório, sendo capazes de sair 

rapidamente da corrente sanguínea e se desenvolverem em macrófagos teciduais. Uma 

teoria sustenta que os monócitos que não são inicialmente recrutados para o tecido podem 

amadurecer ainda mais no sangue e, eventualmente, tornar-se parte de uma população 

residente de monócitos com o objetivo de contribuir para a integridade do revestimento 

de células endoteliais dos vasos sanguíneos e promover a manutenção de populações de 

macrófagos residentes no tecido no estado estacionário. Além disso, essas células 

tornam-se a principal fonte de macrófagos inflamatórios nos tecidos durante a inflamação 

e trauma, momento em que a migração de monócitos da corrente sanguínea é melhorada 

(Mosser e Edwards, 2008). 

O uso de marcadores antigênicos como o F4/80 em células de murinos torna 

possível identificar populações diversas de macrófagos em todos os órgãos do corpo, 

reforçando definições anteriores de macrófagos em órgãos linfo-hematopoéticos, tecidos 

gastrointestinais, pulmonares, urogenitais, sistema nervoso e o trato reprodutivo. Esses 

estudos mostraram a importância dos macrófagos residentes, distribuídos durante o 

desenvolvimento e durante toda a vida adulta na ausência de inflamação, e a sua extensa 

heterogeneidade local (Gordon, 2007). 

De maneira geral, é difícil a distinção entre macrófagos residentes e macrófagos 

recém-recrutados derivados de monócitos nos tecidos por análise de marcadores 

antigênicos como M1/70, marcador de células fagocíticas, e F4/80, marcador de 

macrófagos (Gordon, 2007; La Flamme et al., 2012). Contudo, essa caracterização é feita 

pela expressão de IL-17R, pois os macrófagos inflamatórios expressam maior quantidade 

de receptores para IL-17 que os macrófagos residentes (Barin et al., 2012).  
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1.3 Respostas dos macrófagos: Produção de ROS, NO e Arginase. 

Os estímulos imunes (infecções ou danos teciduais) promovem o recrutamento de 

populações de macrófagos que vão direcionar a resposta para um perfil pró-inflamatório 

ou anti-inflamatório, de acordo com a natureza desse estímulo (Soudi et al., 2013). 

Estudos mostram que o resultado de várias doenças inflamatórias é determinado pelo 

fenótipo assumido pelos macrófagos (Aki et al., 2010). Após sua ativação pela ligação 

via PPRs (PAMPs e DAMPs), aqueles macrófagos presentes no ambiente onde há células 

do perfil Th1 produzindo INF-γ e TNF têm a capacidade de expressar uma grande 

quantidade das enzimas óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e fagócito NADPH oxidase 

(Phox). Estas enzimas são responsáveis por sintetizar respectivamente óxido nítrico (NO) 

e espécies reativas do oxigênio (ROS), os principais agentes microbicidas descritos para 

o combate a patógenos intracelulares, apresentando menor produção de ornitina e uréia 

(Forstermann e Sessa, 2012). Quando estimulados em presença de IL-4 / IL-13, citocinas 

do perfil Th2, a resposta dos macrófagos M2 é caracterizada por baixa produção de óxido 

nítrico e aumento no metabolismo da arginina em ornitina e ureia (Bogdan et al., 2000; 

Gordon, 2003; Mukbel et al., 2007; Colotti e Ilari, 2010). A ornitina pode ser convertida 

em prolina, um aminoácido importante para a síntese de colágeno, e ainda em 

poliaminas, essenciais para o crescimento e diferenciação celular no processo de 

reparação da lesão (Kampfer et al., 2003; Satriano, 2004; Dzik, 2014; Abd El-Aleem et 

al., 2019). 

A L-arginina é um aminoácido importante na resposta imune inata, envolvida em 

numerosos processos fisiológicos, essencial para o crescimento dos macrófagos e o 

desenvolvimento de uma resposta M1 ou M2 (Sans-Fons et al., 2013). A polarização da 

célula pode determinar o rumo de uma resposta imune, tornando-a mais ou menos 

efetiva. A iNOS é ativada por uma variedade de citocinas e pela ligação de PAMPs aos 

receptores PRRs, especialmente aos TLRs dos macrófagos. Após essa ativação, acontece 

a produção de NO pelos macrófagos representando uma importante arma efetora contra 

microrganismos (Oliveira et al., 2014). 

Alguns estudos apontam para a ação da IL-17 no aumento da produção de NO pela 

indução da transcrição do gene da iNOS (Trajkovic et al., 2001). Sugerem que a IL-17 

pode agir sinergicamente com IFN-γ para aumentar a expressão de iNOS em macrófagos 

de camundongos C57BL/6 e em linhagem de células de camundongos BALB/c (Liu et 

al., 2012; Zhang et al., 2012; Zhang, Atsuta, Liu, Chen, Shi e Le, 2013). É interessante 
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notar que IL-17 não tem efeito sobre macrófagos peritoneais residentes, uma vez que eles 

não apresentam receptores para essa citocina. (Trajkovic et al., 2001). 

1.4 A Influência da IL-17 na ativação dos macrófagos. 

A Interleucina 17 é uma importante citocina presente na resposta inflamatória 

envolvida não apenas nos processos de defesa, mas também relacionada a doenças 

inflamatórias, autoimunes e tumores (Zhang, Atsuta, Liu, Chen, Shi, Shi, et al., 2013). A 

IL-17 é produzida por uma ampla gama de células do sistema imune inato e adaptativo e 

atua em diferentes tipos celulares promovendo a produção de quimiocinas que recrutam e 

ativam neutrófilos (Sousa et al., 2014), mostrando-se ainda capaz de influenciar no 

recrutamento de macrófagos (Chen et al., 2011). É uma citocina que possui a capacidade 

de induzir a proliferação de células de diferentes origens, sendo composta por uma 

família de citocinas formada por seis membros classificados em IL-17A, IL-17B, IL-17C, 

IL-17D, IL-17E, IL-17F (Liao et al., 2017). Contudo, o perfil Th17, principal responsável 

pela secreção da IL-17, pode ainda produzir outras citocinas e quimiocinas como TNF-α, 

IL-6, IL-21 e IL-22 (Tristao et al., 2017). Além dos linfócitos Th17, células da imunidade 

inata como as natural killler (NK), neutrófilos, eosinófilos e outras são também capazes 

de produzir IL-17A e IL-17F (Korn et al., 2009; Cua e Tato, 2010). 

Os linfócitos Th17 exercem ações protetivas contra vários tipos de infecções, 

especialmente relacionada com fungos e bactérias extracelulares tendo a IL-23 como 

principal citocina para sua manutenção, embora ela não seja requerida para a 

diferenciação desse perfil (Tristao et al., 2017). As células Th17 são também capazes de 

secretar TNF-α assim como Th1 e quando atuam em sinergismo essas células podem 

melhorar a expressão de MHC de classe I nos macrófagos (Chen et al., 2017). Por 

mecanismos dependentes e independentes da indução da resposta inflamatória, a IL-17 

interfere no controle de vírus, fungos, bactérias, protozoários e tumores (Kryczek et al., 

2009; Pitta et al., 2009; Khader e Gopal, 2010; Espinosa e Rivera, 2012; Middleton et al., 

2012; Wang et al., 2013).  

A IL-17 tem a capacidade de recrutar neutrófilos e monócitos para os locais da 

inflamação induzindo o aumento na produção de CXCL-8 no local da injúria. A CXCL-8 

exerce funções como promoção de quimiotaxia para os neutrófilos e células T, estimula a 

produção de G-CSF, GM-CSF (expansão de células mielóides) e IL-6, além de estimular 
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os macrófagos a produzir de IL-1β e TNF-α. A IL-17 pode conduzir a resposta 

inflamatória aguda para uma resposta crônica (Clements et al., 2017), agindo, portanto, 

não apenas na condução inicial, mas ainda manutenção de um perfil de resposta imune 

pró-inflamatória (Trajkovic et al., 2001). Além disso, essa citocina consegue induzir os 

neutrófilos a apoptose, promovendo a fagocitose dessas células apoptóticas pelos 

macrófagos (Lopez Kostka et al., 2009). Entretanto, trabalhos anteriores demonstraram 

que a IL-17 é capaz de induzir a produção de IL-6, caracterizada como uma citocina pró-

inflamatória, porém capaz de atuar em macrófagos murinos como reguladora e induzir a 

expressão de IL-10 e a atividade de arginase (Fernando et al., 2014; Mauer et al., 2014; 

Sousa et al., 2014). Dessa forma, a IL-17 pode desenvolver uma atividade reguladora 

durante a resposta inflamatória (Zizzo e Cohen, 2013). 

 IL-17A e IL-17F agem em ampla gama de células com o objetivo de induzir a 

expressão de citocinas como TNF, IL-1β, IL-6, GM-CSF, G-CSF, quimiocinas como 

CXCL1, CXCL8, CXCL10 e metaloproteinases. Além disso, são capazes de produzir 

CCL20, ligante para CCR6 que é quimiotática para células dendríticas (Korn et al., 

2009). A IL-17A é a isoforma mais estudada da família IL-17 por ser a isoforma mais 

importante (De La Paz Sanchez-Martinez et al., 2017). 

Na fase inicial da inflamação, os neutrófilos são as células que prevalecem no 

processo inflamatório e são capazes de produzir várias citocinas, como a IL-17. Contudo, 

as principais células responsáveis pela produção dessas citocina são os linfócitos Th17 

sendo ela a citocina de assinatura desse perfil de resposta imune adaptativa. Receptores 

para IL-17RA estão expressos em diversas células de diferentes tecidos (Sahin et al., 

2015; Clements et al., 2017; Tristao etb al., 2017) e mesmo atuando em resposta 

protetiva do hospedeiro contra diversos agentes infecciosos, a IL-17A pode promover um 

papel deletério direcionando a resposta imune para o desenvolvimento de doenças 

autoimunes, inflamatórias e câncer (Prabhala et al., 2016). IL-17RA é o receptor cognato 

da IL-17 e se liga tanto com a IL-17A quanto com a IL-17F, embora apresente maior 

afinidade com a IL-17A. Esse receptor tem expressão mais intensa em células 

hematopoiéticas e uma expressão menor em células residentes como osteoblastos, 

fibroblastos, células endoteliais e células epiteliais. Já o IL-17RC é o receptor cognato 

para IL-17F, com alta expressão em células não hematopoiéticas (Korn et al., 2009). 

Alguns estudos apontam uma resposta imune Th1 amplificada em modelos de 

camundongos IL-17ARKO aumentando a gravidade da doença. Boari et al, 

demonstraram que o silenciamento desse receptor provocou a evolução da infecção por T. 
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cruzi levando ao aumento da mortalidade devido a uma resposta Th1 exagerada (Tosello 

Boari et al., 2012). 

A IL-17A também é capaz de agir sobre macrófagos, já que estes expressam os 

receptores IL17RA e IL-17RC (Barin et al., 2012; Ge et al., 2014) induzindo a produção 

de citocinas e quimiocinas como a IL-6, CCL2, IL-1β, IL-12, IL-10 e TNF-α através da 

ativação da p38 MAPK promovendo assim sua ativação e diferenciação. (De La Paz 

Sanchez-Martinez et al., 2017). Entretanto, a produção de moléculas envolvidas na 

resposta inflamatória induzidas pela IL-17 em macrófagos é complexa e não foi ainda 

completamente caracterizada (De La Paz Sanchez-Martinez et al., 2017). Além disso, já 

foi observado que a deficiência da IL-17 interfere no recrutamento de macrófagos, 

provocando alterações no desenvolvimento da inflamação. Experimento realizado em 

camundongos KO para IL-17A mostrou uma diminuição na expressão de MCH de classe 

II e também dos receptores de manose nos macrófagos, além de comprometer sua 

maturação, ativação e diferenciação (Barin et al., 2012). 

Devido a sua capacidade de promover inflamação, vários trabalhos relacionam a 

IL-17 com a patogênese de inflamações crônicas, alergias e doenças autoimunes como 

artrite reumatoide (AR), Esclerose Múltipla (EM), Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES), 

Doença Inflamatória Intestinal (DII) entre outras (Mcgeachy e Cua, 2008; Korn et al., 

2009). Para evitar tais doenças, a sinalização desta citocina deve ser muito bem regulada. 

Existem trabalhos que demonstram que a IL-17 pode exercer uma atividade moduladora 

na inflamação, inibindo a expressão de genes pró-inflamatórios. Dentre os mecanismos 

de regulação negativa descritos, podemos citar a dupla fosforilação de c/EBPb, 

recrutamento de TRAF3 e de TRAF4 (Shen et al., 2009; Song e Qian, 2013). Outro 

mecanismo de regulação da IL-17 é mediado pelos neutrófilos atraídos para o ambiente 

inflamatório, os quais podem entrar em apoptose e favorecer a geração de macrófagos 

reguladores (Laskay et al., 2008; Mosser e Edwards, 2008). 

A IL-17 pode recrutar macrófagos e induzi-los à produção de citocinas (incluindo 

a própria IL-17) e quimiocinas. Essa interação entre macrófagos e IL-17 pode 

potencializar as respostas inflamatórias mediadas por essa citocina, induzindo inclusive a 

ativação clássica dos macrófagos, uma vez que a IL-17 promove a polarização de M1 

induzida por IFN-γ, favorecendo a fosforilação de STAT1 e suprimindo a fosforilação de 

STAT6, o que conduziria a uma polarização M2 ativando alternativamente os 

macrófagos. Os macrófagos então ativados pela via clássica são estimulados pela IL-17 a 

produzir citocinas como a IL-6 e a IL-23, importantes para a diferenciação e manutenção 
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do perfil Th17 (Zhang, et al., 2013). A IL-23 desenvolve um papel crítico ao estabelecer 

essa ligação entre a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa (Korn et al., 

2009). Quando combinada ao IFN-γ, a IL-17 pode regular a produção de IL-10 nos 

macrófagos e induzir a produção de óxido nítrico (NO) (Quirino et al., 2016). 

Macrófagos M1 apresentam aumento na expressão de TLR2 e TLR4 se 

comparados com macrófagos não estimulados e um aumento ainda mais significante nos 

M2 utilizando-se a mesma comparação. Já em macrófagos diferenciados com IL-17 

observou-se um aumento menor na expressão de TLR2 e TLR4 comparados com 

macrófagos não diferenciados. Estudos mostraram que monócitos estimulados com IL-17 

se diferenciaram em macrófagos e não apresentaram alterações na expressão das suas 

moléculas de superfície relacionadas com os fenótipos M1 e M2. Esses resultados 

sugerem que macrófagos diferenciados com IL-17 expressam receptores TLR2 e TLR4 

na sua superfície, o que consequentemente contribui para a sua ativação (De La Paz 

Sanchez-Martinez et al., 2017).  

Embora muitos trabalhos demonstrem que a IL-17 seja capaz de exercer uma 

influência na atividade pró-inflamatória dos macrófagos (Trajkovic et al., 2001; Korn et 

al., 2009; Zhang, Atsuta, Liu, Chen, Shi, Shi, et al., 2013), outros estudos demonstram 

que essa citocina pode agir também na regulação da resposta inflamatória, induzindo o 

macrófago a produzir citocinas anti-inflamatórias e estabelecendo também um perfil 

permissivo nessas células (Zizzo e Cohen, 2013; Sousa et al., 2014). 

1.5 A Influência da IL-4 e da IL-13 na ativação dos macrófagos e sua atuação em 

camundongos knockout para IL-4. 

A IL-4 e a IL-13 são citocinas canônicas do tipo 2 que atuam na resposta imune 

contra parasitas extracelulares através da indução da produção de IgE, ativação de 

macrófagos M2 e diferenciação de linfócitos Th0 em Th2 (Wang et al., 2015). 

Receptores para IL-4 estão presentes em células hematopoiéticas, enquanto os receptores 

para IL-13 estão presentes em maior quantidade em células não hematopoiéticas (Gordon 

e Martinez, 2010), contudo, essas citocinas podem se ligar aos receptores de cadeia α 

comum, IL-13Rα2 e IL-4Rα (Hodgkinson et al., 2017). 

A IL-4 é uma citocina pleiotrópica (Hodgkinson et al., 2017), descrita pela 

primeira vez em 1982 como um fator secretado por células T que seria capaz de levar à 
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proliferação de células B (Kedong et al., 2019). Hoje se sabe que essa citocina é capaz de 

desempenhar um papel central na mediação do fenótipo Th2 além de desenvolver 

funções na homeostase e regulação da resposta imune. É produzida principalmente por 

células Th2, contudo, pode ser produzida também por outras células de origem 

hematopoiética como mastócitos, eosinófilos e basófilos (Paliard et al., 1988; Seder et 

al., 1992; Moqbel et al., 1995; La Flamme et al., 2012; Hodgkinson et al., 2017).  

A IL-4 está relacionada com a proliferação celular e prevenção da apoptose em 

diversas células, como linfócitos e macrófagos (Ul-Haq et al., 2016), podendo promover 

a ativação alternativa dos macrófagos, estabelecendo um fenótipo de restauração celular 

com alteração do equilíbrio Th1/Th2 (Gordon e Martinez, 2010). Essa ativação para um 

perfil M2 é caracterizada pelo aumento do metabolismo da L-arginina pela enzima 

arginase, promovendo assim o desenvolvimento de uma função restauradora por essa 

célula (Hodgkinson et al., 2017). Além disso, essa citocina é capaz de regular as 

condições alérgicas (Ul-Haq et al., 2016). 

A transcrição do gene para produção da IL-4 é dependente do Fator Nuclear de 

Células T (NF-AT) (Park et al., 2006). Esse fator de transcrição permanece inativo no 

citoplasma até que seja desfosforilado pela ação da calcineurina após ativação celular. 

Essa desfosforilação leva a sua translocação para o núcleo onde ele será integrado a outro 

fator de transcrição, AP-1. Essa integração inicia o processo de transcrição do gene para 

IL-4, desencadeando a ativação de outros três fatores de transcrição: STAT6, GATA3 e 

C-maf. STAT6 é um fator de transcrição responsável pela expressão do receptor de IL-4, 

capaz de induzir ainda o aumento da síntese dessa proteína e consequentemente a 

diferenciação do perfil Th2. Estudos realizados em camundongos knockout para 

receptores de IL-4 (IL-4RaKO), onde houve bloqueio da ação de STAT6, comprovaram a 

incapacidade de diferenciação de células T naive para o perfil Th2, impedindo 

consequentemente a produção de IL-4. GATA 3 também está relacionado ao 

desenvolvimento de células Th2, agindo na região distal do gene e C-maf atuando na 

região proximal do gene promotor de IL-4. A deficiência em C-maf leva à expressão 

reduzida de IL-4 (Ul-Haq et al., 2016). 

Assim como a IL-4, a IL-13 é também uma citocina do perfil Th2 que apresenta 

atividade sobreposta com a IL-4 na ativação alternativa dos macrófagos, embora possuam 

funções distintas (Munitz et al., 2008; Suzuki et al., 2015; Hodgkinson et al., 2017). A 

IL-4 e a IL-13 atuam nos macrófagos de forma a regular positivamente a expressão dos 

receptores de manose e das moléculas de MHC de classe II, estimulando a endocitose e a 
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apresentação de antígenos além de promoverem a ativação da enzima arginase (Gordon, 

2003). 

A IL-13 é uma citocina marcante do perfil Th2 e desempenha um papel 

importante em doenças alérgicas. Essa citocina pode ser produzida por várias células 

como células T auxiliares foliculares, células linfoides inatas do grupo 2 (ILC2), 

eosinófilos, mastócitos e basófilos (Mitamura et al., 2018). 

Embora a IL-4 e IL-13 sejam indutores diretos da ativação alternativa dos 

macrófagos, outras citocinas como a IL-25 e IL-33 são capazes de amplificar 

indiretamente essa polarização através das células Th2, induzindo o aumento da produção 

de citocinas desse perfil. A IL-25 é uma citocina da família da IL-17 capaz de induzir a 

produção de células hematopoiéticas (Gordon e Martinez, 2010). 
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2 JUSTIFICATIVA 

O sistema inume é responsável por promover e manter a homeostasia no 

hospedeiro. Para isso desenvolve mecanismos de defesa contra agentes patogênicos ou 

potencialmente patogênicos e injúrias internas capazes de provocar algum dano celular 

(Murray, 2018). Para que células como os macrófagos sejam capazes de responder 

satisfatoriamente a cada agressão elas recebem uma série de estímulos pós-

reconhecimento do agente agressor, como o de citocinas pró-inflamatórias ou reguladoras 

(Hotchkiss et al., 2016). Esses estímulos induzem o recrutamento de populações de 

macrófagos que serão capazes de conduzir a resposta inflamatória (Soudi et al., 2013). 

Quando ativados por padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) ou 

padrões moleculares associados a danos (DAMPs), os macrófagos podem se diferenciar 

em M1 ou M2 (Aki et al., 2010; Murray et al., 2014). Macrófagos classicamente ativados 

(M1) são capazes de produzir IL-12 o que induz a produção de IFN-γ principalmente por 

células T auxiliares Th1. Essa citocina ajuda a estabelecer um perfil pró-inflamatório e 

com alto poder microbicida desse macrófago (Geissmann et al., 2010). Quando são 

estimulados por citocinas como IL-4 e IL-13, são caracterizados por uma ativação 

alternativa que favorece o estabelecimento de ações que promovem a reparação tecidual 

(Gordon, 2003). Contudo outras citocinas também estão envolvidas na ativação dessas 

células, entre elas está a IL-17, citocina importante na resposta inflamatória e na ativação 

indução da proliferação celular (Zhang, Atsuta, Liu, Chen, Shi e Le, 2013). 

Os macrófagos têm a capacidade de promover ações não apenas microbicidas ou 

reparadoras, mas também são capazes de estabelecer a regulação da resposta imune 

através da produção de IL-10 (Schmidt et al., 2000). Diferentes estudos descreveram que 

a IL-17 tem a capacidade de induzir nos macrófagos o aumento ou diminuição da 

produção de IL-10, direcionando assim a produção de citocinas pró- ou anti-inflamatórias 

(Zizzo e Cohen, 2013; Sousa et al., 2014). 
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Pelo fato dos macrófagos serem células fagocíticas cuja ativação pode ser ainda 

estimulada pela ação de diferentes citocinas tais como a IL-17, IL-4 e IL-13, nossos 

ensaios buscam demonstrar in vitro a importância dessas citocinas na atividade desses 

fagócitos. Sabendo das propriedades controversas da IL-17 e da capacidade da IL-4 em 

ativar alternativamente os macrófagos (Gordon, 2003), buscamos entender a atuação da 

IL-17 nos macrófagos inflamatórios de murinos, células capazes de expressar maior 

quantidade de receptores para IL-17 na sua superfície celular (Barin et al., 2012), e como 

essa citocina interage na presença de outros estímulos. A utilização de macrófagos 

peritoneais inflamatórios de camundongos BALB/c WT e IL-4KO nos permite avaliar se 

há sinergismo entre IL-17 e IFN-γ e IL-17 e IL-4, avaliando ainda a ação da IL-4 quanto 

sua capacidade de induzir atividade em células IL-4KO. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral. 

Avaliar se a IL-17 é capaz de ativar macrófagos inflamatórios peritoneais de 

camundongos BALB/c WT ou IL-4 KO de forma clássica ou alternativa 

3.2 Objetivos Específicos. 

3.2.1. Avaliar perfil de macrófagos peritoneais após a inoculação de tioglicolato em 

diferentes tempos; 

3.2.2. Avaliar a ação da IL-17 quanto sua capacidade indutora da atividade de arginase e 

produção de óxido nítrico na presença ou não de LPS ; 

3.2.3. Avaliar se há sinergismo entre IL-4 ou IFN-γ com IL-17 na ativação alternativa ou 

clássica de macrófagos ; 

3.2.4. Avaliar a ação da IL-4 quanto sua capacidade indutora da atividade em células KO 

para IL-4. 
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4 MÉTODOS 

4.1 Camundongos. 

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c WT e IL-4 KO de ambos os 

sexos e com idades entre 6 a 16 semanas. Os animais foram mantidos em estantes 

ventiladas e permaneceram durante todo o desenvolvimento do projeto no Biotério do 

Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade Federal de Goiás. 

Receberam alimentação e água ad libitum. Projeto desenvolvido mediante aprovação pela 

Comissão de Ética No Uso de Animais CEUA sob o protocolo 39/2013 (Anexos 1, 2 e 

3). 

4.2 Obtenção de células peritoneais inflamatórias e enriquecimento de macrófagos 

em cultura in vitro. 

Os animais foram inoculados com 3 mL de Tioglicolato a 3% 

(DIFcoLaboratories, Detroit, MI, USA) por 4 a 6 dias. Após este período, os animais 

foram eutanasiados por decaptação após anestesia com 100μL de xilazina 

(Anasedan)/ketamina (Cetamin) e em seguida foi realizada a lavagem peritoneal com 

PBS estéril gelado. As células obtidas foram mantidas no gelo durante todo o 

procedimento. Macrófagos residentes não inflamatórios foram obtidos de animais não 

injetados com tioglicolato. 

As células peritoneais totais obtidas foram lavadas com PBS. Para a avaliação dos 

marcadores de superfície as células foram submetidas a dois procedimentos distintos. No 

primeiro, após a lavagem com PBS, as células totais foram marcadas para M170, F480 e 

IL-17R. No segundo procedimento, as células foram incubadas por 1h em placas de 6 

poços (Costar, Sigma, Alemanha) previamente tratadas com SBF 50%. Após a 

incubação, as células do sobrenadante foram desprezadas e as células aderidas foram 

retiradas com a adição de meio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St Louis, MD, USA) 
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contendo 1g/L de bicarbonato de sódio (Labsynth, São Paulo), e EDTA (Vetec, 

Alemanha) a 2mM e posteriormente marcadas para M170, F480 e IL-17R.  

Para os estímulos em placa utilizamos células aderidas que foram incubadas em 

estufa a 36⁰C contendo 5% de CO2 por 48 h na presença ou ausência de IL-17A 

(Biolegend, San Diego’, Estados Unidos) nas concentrações de 150 e 300 ng/mL, IL-17F 

(Biolegend, San Diego, Estados Unidos) na concentração de 50 ng/mL, IFN-γ (R&D 

Systems, Miniápolis, EUA) nas concentrações de 0,2, 1 ng/ml, IL-4 (R&D Systems) nas 

concentrações de 0,04 e 0,2 ng/mL e Lipopolissacáride  (LPS, Escherichia coli O111:B4, 

Sigma) a 0,5 μg/mL, Células co-estimuladas com LPS e citocinas foram primadas por 2 

horas antes da adição do LPS. As células foram incubadas a 1x105 células/mL para 

quantificação de NO e em 5x104 células/mL para ensaio da atividade de arginase.  

4.3 Análise de marcadores de superfície de células peritoneais por citometria de 

fluxo. 

Para avaliar a expressão de marcadores de superfície foram utilizadas 2x105 

células em 100μL de PBS contendo 2% de SBF, 5 mM de EDTA e 0,02% de azida 

sódica (tampão de FACS). Células totais ou aderidas foram incubadas com anticorpos 

específicos por 20 minutos em Ta, lavadas em tampão de FACS e ressuspendidas em 50 

μL de tampão de FACS contendo 1μg/mL de anticorpos anti-CD11b (clone M1/70)  

FITc-conjugado (BD Pharmingen); 1μg/mL de anti-F4/80 PE de camundongo (BD 

Pharmingen) ou 1μg/mL de anti-IL17R PE (invitrogen) por 20 minutos em Ta. As células 

foram novamente lavadas e ressuspendidas em 200μl de tampão de FACS. Foram 

coletados 20.000 eventos de cada amostra em aparelho C6 Accuri (Accuri, Estados 

Unidos) e os dados foram analisados no software CFlow da BD. 

4.4 Avaliação da Atividade de Arginase. 

A Avaliação da atividade de arginase foi realizada como descrito anteriormente por 

Corraliza et al, em 1994. Após 48 h de incubação, as células aderidas à placa de cultura 

foram lisadas com 100 μL de tampão de Lise 10x (Tris-HCl 500 mM, pH 7.5 adicionados 

a 1% de Triton) diluído 1/10 em água milliQ e 2 μL de inibidor de protease (Sigma) 

incubando por cerca de 30 minutos. Depois de incubados, o conteúdo dos poços foi 
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transferido para tubos de microcentrifuga. Foram adicionados 100 μL Tris HCl contendo 

0,02% de azida sódica  a cada poço para remoção do material restante que foi transferido 

para o respectivo tubo. As amostras foram armazenadas a -20⁰C até o uso. Essas 

amostras foram incubadas por 10 min a 56°C. Depois foi adicionado 50μL de L-arginina 

(5M pH 9.7) e incubado por 60 min a 37°C. A reação foi parada pela adição de 200 μL de 

solução ácida H2SO4:H3PO4:H2O (1:3:7). Subsequentemente, 25 μL da solução de α-

isonitropropiophenone (0,9g α-isonitropropiophenone em 10 mL de etanol absoluto) foi 

adicionada e incubada a 100°C por 45 min para o desenvolvimento de cor. Foi transferido 

120μL da solução de cada amostra (em duplicata) para placa de microtitulação e 

realizada a leitura na leitora de ELISA (MULTISKAN) em filtro 550nm. A curva padrão 

foi feita usando uma solução de uréia e o limite de detecção do ensaio foi de 2,5 mg/dL 

de uréia. 

4.5 Detecção de Óxido Nítrico (NO). 

Para detecção de óxido nítrico foi utilizado o método de Griess. Foram utilizados 

50 μL de sobrenadante das culturas e 50 μL de reagente de Griess (0,05% N-1-

naphthylethylenediamine dihydrochoride, 0,5% de sufanilamida em 2.5% de ácido 

fosfórico) em uma placa de 96 poços. A leitura foi realizada em leitora de ELISA 

(MULTISKAN) em filtro de 550nm. O limite de detecção do ensaio foi de 5 μM. 

4.7 Análise Estatística. 

Os resultados foram comparados para avaliar a significância das diferenças 

utilizando o teste ANOVA Two-way seguido pelo teste de Fisher LSD para os ensaios de 

citometria de fluxo e o teste ANOVA One-way seguido pelo teste de Fisher, usando o 

programa Graph-Pad Prism Sophtware 5.0 (Inc. San Diego, CA, USA). Os dados foram 

apresentados em gráficos contendo média ± desvio padrão. Valores de p<0,05 foram 

considerados significantes. 
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5 RESULTADOS 

5.1.1 Análise de marcadores de superfície de células peritoneais residentes ou 

inflamatórias obtidas em diferentes dias após inóculo com tioglicolato. 

Células peritoneais dos camundongos foram colhidas antes (dia zero-residentes) 

ou quatro, cinco e seis dias após a inoculação IP com tioglicolato (inflamatórias) para a 

análise da expressão das moléculas M1/70, F4/80 e IL-17R. Na figura 1A podemos 

observar que a porcentagem de células com dupla marcação para M1/70 e F4/80 

aumentou no quarto dia após a inoculação (10 ± 2,46 dia zero X 53 ± 5,3 dia 4; P<0,05), 

mantendo se constante nos quinto e sexto (59,2 ± 17,5 dia 5 e 52,9 ± 26,7 dia 6). A 

porcentagem de expressão do receptor para IL-17 também aumentou no quarto dia em 

células expressando o marcador M1/70 (1,5 ± 0,8 dia zero X 35,2 ± 11,3 dia 4) com uma 

queda no quinto (13,7 ± 7,49) e um novo aumento no sexto dia (43,3 ± 22,5 dia 6) (figura 

1B). 

A) 
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Figura 1. Células peritoneais inflamatórias aumentam a expressão de M1/70, F4/80 e IL-17R após a 

inoculação de tioglicolato. Células peritoneais de camundongos BALB/c foram recuperadas no dia zero 

(antes do inóculo) ou de 4 a 6 dias após o inóculo com tioglicolato IP para observar a marcação para M1/70 

e F4/80 (A) ou IL-17R e M1/70 (B) por citometria de fluxo. Os dot blots à esquerda mostram uma figura 

representativa da marcação das células recuperadas. À direita as barras representam a média ± desvio 
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padrão da porcentagem de células marcadas. O * indica diferença significativa entre os grupos (p<0,05) 

avaliada por ANOVA Two-way seguido por teste de Fisher LSD. Os gráficos apresentados constituem a 

média de quatro experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento.  

5.1.2 Expressão de marcadores em células peritoneais aderentes recuperadas em 

diferentes tempos. 

Para selecionar uma população enriquecida em macrófagos, as células coletadas 

da cavidade peritoneal nos diferentes tempos foram aderidas à superfície da placa antes 

de se proceder as análises dos marcadores de superfície. Na figura 2 observamos que a 

porcentagem de células aderentes com dupla marcação para M1/70 e F4/80 aumentou no 

quarto dia (9,9 ± 8,6 dia zero X 37,6 ± 21,6 dia 4, p<0,05) e continuou aumentando no 5⁰ 

dia (37,6 ± 21,6 dia 4 X 76,7 ± 16,4 dia 5, p<0,05) mantendo-se constante no sexto dia 

(65,2 ± 20,5 dia 64). A expressão de IL-17R nas células M1/70 foi maior no quarto dia 

(1,6 ± 1,3 dia zero X 38,6 ± 7,9 dia 4, p<0,05), aumentando no quinto dia (46,6 ± 5,3) e 

diminuindo consideravelmente no sexto dia (12,2 ± 1,7). 
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Figura 2. A expressão dos marcadores M1/70, F4/80 e IL-17R em células aderentes é maior no 5⁰ dia 

após o inóculo com tioglicolato. Células peritoneais de camundongos BALB/c foram recuperadas no dia 

zero (antes do inóculo) ou de 4 a 6 dias após o inóculo com tioglicolato IP e aderidas por uma hora antes da 

marcação para M1/70 e F4/80 (A) ou IL-17R e M1/70 (B) por citometria de fluxo. Os dot blots a esquerda 

mostram uma figura representativa das células recuperadas. À direita as barras representam a média ± 

desvio padrão da porcentagem de células marcadas. O * indica diferença significativa entre os grupos 

(p<0,05) avaliada por ANOVA Two-way seguido por teste de Fisher LSD. Os gráficos apresentados 

constituem a média de três experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento. 
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5.1.3 Intensidade de Fluorescência de diferentes marcadores. 

Foi analisada também a intensidade de fluorescência dos marcadores M1/70 e IL-

17R expressos em células totais e em células aderentes. A expressão dos marcadores para 

M1/70_IL-17R nas células totais foi muito heterogênea (Figura 3A), porém, nas células 

aderentes, observa-se que a intensidade de fluorescência dos dias 4, 5 e 6 superior ao dia 

zero, destacando-se um aumento significativo no 5⁰ dia pós-inoculação com tioglicolato 

(figura 3B). 

Ressalta-se que população aderente foi homogênea com cerca de 80% de 

macrófagos (duplo positiva para M1/70 e F4/80) (Figura 2A) e que a expressão o IL-17R 

foi maior no quinto dia (Figura 2B e 3B), sendo este considerado o melhor dia para se 

testar o papel da IL-17 sobre os macrófagos. Além disso, o número de células 

recuperadas no 5⁰ dia foi maior em relação aos outros dias avaliados (dados não 

mostrados). Dessa forma, essa população foi escolhida para a realização dos 

experimentos. 

A)      B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Células peritoneais inflamatórias aderentes apresentam maior intensidade de fluorescência 

no 5⁰ dia após inoculação com tioglicolato. Intensidade de fluorescência dos marcadores M1/70 e IL-17R 

em células inflamatórias totais (A) ou aderentes (B) obtidas dia zero (sem tioglicolato) ou 4 a 6 dias após 

inóculo com tioglicolato. As barras representam a intensidade de fluorescência ± Desvio Padrão. CT 

controle de isotipo. O * indica diferença significativa entre os grupos (p<0,05) avaliada por ANOVA Two-

way seguido por teste de Fisher LSD. Os gráficos apresentados constituem a média de três experimentos 

independentes com dois camundongos em cada experimento. 
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5.1.4 Atividade da Arginase. 

Para caracterizar os macrófagos M2 de animais WT ou deficientes em IL-4, foi 

analisada a atividade da arginase em células peritoneais aderentes estimuladas com as 

doses de 0,2 ng/mL e 0,04 ng/mL de IL-4 (Figura 4). 

Ambas as doses induziram um aumento na atividade de arginase semelhante nas 

duas linhagens, entretanto, macrófagos de camundongos IL-4 KO apresentaram sempre 

uma atividade de arginase superior aos animais selvagens. Com esses dados concluiu-se 

que as diferentes concentrações de IL-4 foram capazes de induzir a produção de uréia 

tanto em macrófagos de camundongos WT quanto em KO para IL-4, sendo que em 

camundongos KO verificamos maior atividade de arginase mesmo independente dos 

estímulos com IL-4, o que aparentemente demonstra maior sensibilidade desse grupo a 

IL-4 quando submetidos às mesmas condições.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Células de camundongos IL-4 KO possuem uma maior atividade de arginase que de 

animais WT. Células peritoneais aderentes de camundongos WT ou IL-4 KO foram estimuladas in vitro 

com 0,2 ou 0,04 ng/mL de IL-4 por 48h e o lisado celular analisado para atividade de arginase. As barras 

representam a quantidade de uréia produzida (média ± desvio padrão). “a” significa diferença estatística em 

relação ao controle não estimulado e “b” significa diferença estatística entre as diferentes linhagens para o 

mesmo estímulo. As médias foram avaliadas por ANOVA One-way seguido por Teste de Fisher LSD 

considerando significativo p<0,05. Os gráficos apresentados constituem a média de sete experimentos 

independentes com dois camundongos em cada experimento. 

 

Uma vez demonstrada a resposta frente a IL-4, nossa próxima investigação foi avaliar se 

a IL-17 é capaz de induzir alteração na atividade da arginase nos macrófagos dos animais 

WT ou IL-4 KO.  Nas figuras 5A e 5B observamos que a IL-4 a 0,04 ng/mL induziu 

aumento na atividade de arginase em ambas as linhagens, como o esperado. Em 

macrófagos de camundongos WT testados com diferentes concentrações de IL-17A (150 
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e 300 ng/mL) não observamos alteraração da atividade, entretanto, a IL-17F a 50 ng/mL 

demonstrou uma tendência em aumentar a atividade de arginase em relação ao controle 

(p=0,06). Doses mais baixas de IL-17A também foram utilizadas, não alterando a 

atividade de arginase (dados não mostrados). 
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A)          B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. IL-17 não alterou a atividade de arginase em macrófagos de animais selvagens ou IL4 KO. 

Células peritoneais aderentes de camundongos WT (A) e IL-4 KO (B) foram estimulados in vitro com IL-4 

(0,04 ng/mL), IL-17A (150 e 300 ng/mL) ou IL-17F (50 ng/mL) por 48h e o lisado celular foi analisado 

para atividade de arginase.  As barras representam a quantidade média de uréia produzida ± Desvio Padrão, 

onde “a” indica diferença significativa com o grupo não estimulado (p<0,05) avaliada por ANOVA One-

way seguido pelo teste de Fisher LSD. Os gráficos apresentados constituem a média de sete experimentos 

independentes com dois camundongos em cada experimento. 

 

Em macrófagos de animais IL-4 KO foi possível observar uma tendência de 

aumento na atividade de arginase quando a IL-17A foi utilizada nas concentrações de 150 

(p=0,06) e 300 ng/mL (p=0,07) (Figura 5B). Nesta linhagem, a IL-17F não foi capaz de 

induzir a produção de uréia na dose testada. 

Como a IL-17 sozinha não foi capaz de alterar a atividade de arginase de forma 

significativa em macrófagos peritoneais de camundongos WT ou IL-4 KO, embora em 

alguns experimentos tenha sido observada uma tendência para aumentar a atividade da 

enzima, resolvemos investigar se haveria sinergismo entre IL-17 e IL-4. Para responder a 

essa questão, realizamos os ensaios com IL-4 a 0,04 ng/mL e IL-17A nas concentrações 

de 150 e 300 ng/mL e IL-17F a 50 ng/mL. Observamos que a atividade da arginase não 

alterou em macrófagos de camundongos WT e KO tratados com IL-17A associada à IL-4 

(Figura 6). 
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A)             B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. IL-4 e IL-17 não agem de forma sinérgica para aumentar a atividade da arginase. Células 

peritoneais aderentes de camundongos WT (A) e camundongos KO (B) foram estimuladas in vitro com IL-

4 (0,04 ng/mL), IL-17A (150 e 300 ng/mL), IL-17F (50 ng/mL) ou associação destas citocinas por 48h e o 

lisado celular foi analisado para atividade de arginase. As barras representam a quantidade média de uréia 

produzida ± Desvio Padrão, onde “a” indica diferença significativa com o controle não estimulado (p<0,05) 

avaliada por ANOVA One-way seguido pelo teste de Fisher LSD. Os gráficos apresentados constituem a 

média de sete experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento. 

5.1.5 Produção de óxido nítrico. 

Para caracterizar os macrófagos M1 de animais WT ou IL-4KO, foi analisada a 

produção de NO em células inflamatórias aderentes estimuladas com IFN-γ nas 

concentrações de 1 e 0,2 ng/mL associado ao LPS a 0,5 μg/mL (Figura 7).  Observamos 

que a dose de 1 ng/mL de IFN-γ foi capaz de induzir um aumento na produção de óxido 

nítrico em animais WT, mas não em animais IL-4KO, enquanto a dose mais baixa de 0,2 

ng/mL não induziu NO em macrófagos de nenhuma linhagem de camundongo. 

Adicionalmente, observamos que a associação de LPS ao IFN-γ na dose de 0,2 ng/mL foi 

capaz de induzir aumento na produção de NO por macrófagos de ambas as linhagens. 
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Figura 7. Sinergismo entre IFN-γ e LPS induz aumento na produção de nitrito em células de 

camundongos WT e KO. Células peritoneais aderentes de camundongos WT (preto) ou IL-4 KO (cinza) 

foram estimulados in vitro com IFN-γ nas concentrações de 1 e 0,2 ng/mL e LPS a 0,5 μg/mL. As barras 

representam a quantidade média de nitrito produzida ± Desvio Padrão, onde “a” indica diferença 

significativa entre a média de nitrito produzida e o respectivo controle não estimulado (p<0,05) avaliada 

por ANOVA One-way seguido pelo teste de Fisher LSD. Os gráficos apresentados constituem a média de 

quatro experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento. 

 

Para avaliar se a IL-17 possui algum efeito sinérgico com IFN-γ em macrófagos 

de animais WT ou IL-4KO na  indução da produção de NO, as células aderentes dos 

animais foram estimuladas com IFN-γ nas concentrações 0,2, IL-17A nas concentrações 

de 150 e 300 ng/mL e IL-17F na concentração de 50 ng/mL (Figura 8). IL-17A e IL-17F 

nas concentrações testadas não induziram sozinhas a produção de NO, assim como IFN-γ 

a 0,2 ng/mL. Quando testados simultaneamente, IFN-γ a 0,2 ng/mL e IL-17A a 300 

ng/mL, podemos verificar aumento na produção de NO em células de camundongos WT, 

sugerindo que houve sinergismo entre elas (p<0,05), pois houve diferença estatística com 

relação ao controle (figura 8A). 

Sob as mesmas condições, avaliamos as células de camundongos KO (figura 8B) 

onde observamos que a IL-17A sozinha também não foi capaz de induzir a produção de 

NO. Para avaliar se houve sinergismo entre as citocinas, verificamos que IFN-γ a 0,2 

ng/mL e IL-17A nas concentrações de 150 e 300 ng/mL foram capazes de induzir a 

produção de NO acima do controle, sugerindo um sinergismo.   
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A) B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. IL-17 A age sinergicamente com IFN-γ para induzir a produção de nitrito em células de 

camundongos WT e KO. Células peritoneais aderentes de camundongos WT (A) ou IL-4 KO (B) foram 

estimulados in vitro com IFN-γ a 0,2 ng/mL, IL-17A a 150 e 300 ng/mLe IL-17F a 50ng/mL sozinhos ou 

em associação. As barras representam a quantidade média de nitrito produzida ± Desvio Padrão, onde “a” 

indica diferença significativa entre a média de nitrito produzida e o controle não estimulado (p<0,05) 

avaliada por ANOVA One-way seguido pelo teste de Fisher LSD. Os gráficos apresentados constituem a 

média de quatro experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento. 

  

Na sequência, verificamos a capacidade das células aderentes em produzir NO 

frente a combinação dos estímulos IL-17A, IL17-F, LPS e IFN-γ (figura 9). As células 

foram estimuladas com IL-17A nas concentrações de 150 e 300 ng/mL, com LPS a 0,5 

μg/mL e com IFN-γ a 0,2 ng/mL. 

Verificamos que apenas na combinação de LPS com IL-17F em animais WT 

houve sinergismo para a produção de NO (figura 9A). Em relação ao grupo IL-4KO 

observou-se uma grande variabilidade da resposta, sem diferença estatística nos 

resultados (figura 9B).  
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Figura 9. Sinergismo entre IL-17F e LPS para produção de nitrito em células de camundongos WT. 

Células peritoneais aderentes de camundongos WT (A) ou IL-4 KO (B) foram estimulados in vitro com 

IFN-γ a 0,2 ng/mL LPS a 0,5 μg/mL e IL-17A a 150 e 300 ng/mL e IL-17F sozinhos ou em associação. As 

barras representam a quantidade média de nitrito produzida ± Desvio Padrão, onde “a” indica diferença 

significativa entre a média de nitrito produzida e o controle não estimulado e “b” significa diferença 

estatística em relação aos estímulos individuais (p<0,05) foram avaliadas por ANOVA One-way seguido 

por Teste de Fisher LSD. Os gráficos apresentados constituem a média de quatro experimentos 

independentes com dois camundongos em cada experimento para camundongos WT e a média de três 

experimentos independentes com dois camundongos em cada experimento para KO. 
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6 DISCUSSÃO 

Os macrófagos são células multifuncionais com grande capacidade fagocítica, 

característica que qualifica sua importância na defesa do hospedeiro para eliminação de 

agentes infecciosos, capacidade de eliminar fragmentos celulares remanescentes da 

resposta imune e ainda estimular a renovação da matriz extracelular (Geissmann et al., 

2010; Okabe e Medzhitov, 2016). Macrófagos inflamatórios murinos derivados de 

monócitos, recém-recrutados da corrente sanguínea, são capazes de expressar os 

marcadores M1/70, F4/80 e receptores de citocinas como IL-17R (Gordon, 2007; Barin et 

al., 2012; Sousa et al., 2014). Em estudos realizados em camundongos BALB/c foi 

possível observar que os receptores de IL-17 presentes nos macrófagos podem ser 

regulados frente a diferentes estímulos inflamatórios. A indução do perfil pró-

inflamatório em macrófagos é capaz de aumentar a expressão de receptores para IL-17 

(Barin et al., 2012). 

Para a realização dos experimentos, foi inoculado tioglicolato na cavidade 

peritoneal de camundongos BALB/c com o objetivo de induzir a migração de macrófagos 

inflamatórios. O perfil das células totais recém-migradas foi avaliado após a lavagem 

peritoneal de animais inoculados. Nos dias 4, 5 e 6 não houve variação significativa na 

porcentagem de macrófagos migratórios que marcaram para M1/70 e F4/80, embora o 

número de células recuperadas tenha sido maior no quinto dia (dados não mostrados). No 

dia 4 foi observada maior expressão do receptor IL-17 em células positivas para M1/70, 

seguido pelo dia 6, contudo no dia 5 houve uma diminuição na expressão desse receptor. 

Essa variação pode ser justificada devido à presença da ampla variedade de outras 

populações celulares positivas para M1/70 capazes de expressar esse receptor, como 

neutrófilos e linfócitos B (Korn et al., 2009).  

Em virtude dessa variação, objetivou-se selecionar uma população mais 

purificada de macrófagos inflamatórios. Assim, as células peritoneais obtidas foram 

incubadas em placa para promover a aderência dos macrófagos (Pineda-Torra et al., 

2015; Bolling et al., 2018). Dessa forma foi possível selecionar uma população celular 

mais homogênea para realização dos experimentos. 
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Uma vez constatado que a população de células totais mostrou-se mais 

heterogênea que as células aderentes, as quais 80% marcavam para M1/70 e F4/80 no dia 

5, as células peritoneais inflamatórias totais foram comparadas às células aderentes 

quanto à intensidade de fluorescência dos receptores para IL-17 presentes em células que 

expressavam M1/70. Foi demonstrado em números absolutos que as células aderentes 

foram capazes de expressar maior quantidade de receptores, constatado pela maior 

intensidade de fluorescência em relação às células totais em todos os dias avaliados (4, 5 

e 6 dias). Observamos ainda que a intensidade de fluorescência das células aderentes 

marcadas foi maior no dia 5 em relação aos outros dias. Dessa forma, os resultados 

indicaram o dia 5 como melhor dia para obtenção das células peritoneais inflamatórias 

para o estudo do papel da IL-17 sobre macrófagos. 

Mills et al., 2000, propuseram uma classificação para os macrófagos, 

classificando-os em classicamente ativados (M1) e alternativamente ativados (M2) (Mills 

et al., 2000). Quando os macrófagos são classicamente ativados, é necessário que ocorra 

a elaboração de produtos microbicidas. Para isso, a célula utiliza a L-arginina, que é 

catabolizada pela enzima óxido nítrico sintase (NOS), produzindo NO e citrulina. 

Quando são alternativamente ativados (M2), ocorre a ação da enzima arginase que 

cataboliza a L-arginina gerando como produto final ornitina e uréia (Durante et al., 

2007). 

Macrófagos M2 podem ser ativados pelo reconhecimento de fungos, parasitas, 

complexos imunes, LPS, complemento e produtos celulares (PAMPs e DAMPs) através 

dos seus PRRs. Somado a isso, citocinas como fator estimulador de colônias de 

macrófagos (MCSF), IL-4, IL-13, IL-10 e fator de crescimento tumoral-β (TGF-β) se 

ligam aos receptores cognatos nessas células favorecendo o desenvolvimento desse perfil 

de ativação. A ligação de IL-4, IL-13 e TGF-β ativa a via de transcrição STAT-6, 

induzido a ativação do gene codificador da arginase-1 (Roszer, 2015).  

Pelos resultados obtidos foi possível constatar que macrófagos inflamatórios 

peritoneais de camundongos BALB/c WT e KO para IL-4 foram capazes de responder a 

diferentes concentrações de IL-4 produzindo uréia, o que demonstra a viabilidade dessas 

células para o estudo proposto. Além disso, foi demonstrado que células de camundongos 

KO para IL-4 se mostraram mais responsivas às concentrações de IL-4 testadas, o que 

evidenciou maior sensibilidade dessa população celular mesmo quando não estimuladas.   

Quando estimulados por LPS, os macrófagos M2 são capazes produzir de IL-12 e 

IL-10 (Soudi et al., 2013). A IL-10 é uma citocina reguladora capaz de inibir a produção 
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e secreção de citocinas pró-inflamatórias como o IFN-γ, através da inibição do fator de 

transcrição pró-inflamatório NF-κB (Schmidt et al., 2000) levando consequentemente à 

redução da produção de NO em macrófagos ativados (Padigel et al., 2003). Dessa forma, 

a IL-10 consegue estimular um aumento da atividade da arginase nessas células 

induzindo um perfil regulador.  

Os macrófagos constituem a primeira linha de defesa do organismo. Quando há a 

polarização para o perfil M1 pela ligação de LPS ao TLR4, acontece a ativação da via 

NF-kB, desencadeando a transcrição de genes pró-inflamatórios que induzem a produção 

de citocinas e quimiocinas, como IL-12, IL-1β e TNF-α. O IFN-γ é capaz de se ligar ao 

macrófago M1 e reforçar o perfil pró-inflamatório pré-estabelecido pelo reconhecimento 

do LPS por TLR4 (Haydar et al., 2019). Quando combinada ao IFNγ, a IL-17 pode 

regular negativamente a produção de IL-10 nos macrófagos infectados e induzir a 

produção de óxido nítrico (NO) (Quirino et al., 2016). 

A inoculação de tioglicolato na cavidade peritoneal dos camundongos promoveu a 

migração de células em resposta ao estímulo inflamatório. Dessa forma, muitas citocinas 

pró-inflamatórias, como o IFN-γ e TNF, envolvidas na resposta inflamatória induzida in 

vivo colaboraram na ativação prévia dos macrófagos utilizados no estudo. Nossos 

resultados demonstraram que quando macrófagos WT foram estimulados in vitro com 

diferentes concentrações de IL-17A e IL-17F, houve uma tendência da IL-17F estimular 

a atividade de arginase, o que poderia ser devido a uma maior expressão do receptor 

IL17R (Barin et al., 2012).  

Entretanto, em camundongos IL-4KO a IL-17A (150 e 300 ng/mL) apresentou 

uma tendência em induzir a atividade de arginase, com p=0,06 e p=0,07, 

respectivamente, sendo que a IL-17F não conseguiu induzir essa atividade. Dessa forma, 

concluímos que a IL-17 não foi capaz de induzir o aumento da atividade da arginase nas 

linhagens de camundongos testadas. Quando avaliada se haveria sinergismo entre a IL-17 

e a IL-4, concluímos que não houve alteração na atividade da arginase. 

A indução das células aderentes para um perfil M1 foi avaliada pela detecção de 

nitrito resultante da produção de NO. Tanto as células de camundongos WT quanto IL-

4KO não foram capazes de responder ao estímulo mínimo com IFN-γ 0,2 ng/mL, sendo 

as células de camundongos WT responderam ao IFN-γ 1 ng/mL. O LPS é um produto 

ativador de macrófagos, capaz induzir a produção de mediadores inflamatórios e 

aumentar a expressão de iNOS (La Flamme et al., 2012).  O LPS sozinho na 

concentração utilizada não foi capaz de induzir a produção de NO nas células de 
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camundongos WT e KO. Contudo, quando avaliado em associação com o IFN-γ 0,2 

ng/mL, foi possível observar sinergismo entre os estímulos nas células de camundongos 

WT e KO. 

Embora já tenha sido demonstrada a capacidade da IL-17 em induzir a produção 

de NO em macrófagos (Quirino et al., 2016), trabalhos anteriores demonstraram que 

macrófagos de diferentes linhagens de camundongos não foram capazes de produzir NO 

quando estimulados com IL-17 (Trajkovic et al., 2001; Bi et al., 2014). Assim, foi 

avaliada a participação da IL-17 na indução da produção de NO e concluiu-se que tanto a 

IL-17A quanto a IL-17F nas concentrações utilizadas não foram capazes de induzir 

sozinhas NO nestas células. Contudo, foi observado sinergismo dentre IL-17A a 300 

ng/mL e IFN-γ a 0,2 ng/Ml na indução de NO em células aderentes de camundongos WT. 

Em camundongos KO para IL-4 o sinergismo foi observado nas duas concentrações 

testadas de IL-17A (150 e 300 ng/mL) com o IFN-γ a 0,2 ng/mL. Verificou-se também 

que não houve sinergismo entre a IL-17A (150 e 300 ng/mL) com LPS, embora a 

interação da IL-17F com o LPS tenha sido capaz de induzir a produção de NO nas células 

aderentes.  

Linfócitos de camundongos BALB/c tem uma predisposição para expansão 

preferencial de células Th2, secretoras de IL-4, sendo uma linhagem mais favorável para 

a ativação alternativa dos macrófagos  (Kropf et al., 2003). As células utilizadas no nosso 

estudo são de origem inflamatória, uma forma de induzir a maior migração de células. 

Assim, deve ser considerado que elas passaram por ativação prévia in vivo, para 

posteriormente serem submetidas aos estímulos in vitro como proposto no estudo. Com 

isso, é possível que essas células tenham recebido diversos estímulos como ação de IFN-

γ e IL-13. No caso de camundongos IL-4KO, observamos maior atividade da arginase, 

mesmo em células não estimuladas. Como a IL-13 pode induzir os macrófagos na 

atividade da arginase (Gordon, 2003), consideramos o fato de que os macrófagos 

peritoneais de camundongos IL-4KO possam ter sido previamente ativados 

alternativamente in vivo, induzindo essas células ao perfil M2, induzindo assim maior 

atividade da arginase.  

Acreditamos então que, ao estimularmos in vitro esses macrófagos com IL-4, 

estimulamos um perfil já pré-definido, tornando a IL-4 nesse cenário capaz de otimizar a 

ativação alternativa dos macrófagos, resultando assim na maior atividade da arginase. 
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7 CONCLUSÕES 

7.1. Células aderentes do dia 5 após inoculação com tioglicolato são as melhores para se 

avaliar a ação da IL-17, pois elas expressam maior quantidade de receptores para IL-17 

em relação às células totais em todos os dias avaliados (4, 5 e 6 dias); 

 

7.2. Células de camundongos KO para IL-4 são mais sensíveis à ação da IL-4 e 

apresentam maior atividade da arginase, mesmo sem estímulo; 

 

7.3. A IL-17 não foi capaz de induzir o aumento da atividade da arginase sozinha e nem 

em associação com a IL-4 em camundongos BALB/c WT e KO; 

 

7.4. LPS apresentou sinergismo com IFN-γ induzindo a produção de NO nas células de 

camundongos WT e KO; 

 

7.5. IL-17 sozinha não induziu NO. Assim, a IL-17 sozinha não foi capaz de induzir um 

perfil M1; 

 

7.6. A IL-17A apresentou sinergismo com IFN-γ na indução de NO nas linhagens 

testadas; 

 

7.7. IL-17F apresentou sinergismo com o LPS na indução de NO nas células de 

camundongos WT. 
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9 ANEXOS 

Anexo 1 – Parecer do Comitê de Ética, TCLE  
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Anexo 2 – Termo de prorrogação do projeto 

 


