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RESUMO 

A tuberculose (TB) é uma doença de importância mundial. Os bacilos que causam a 
tuberculose entram no organismo principalmente pelas vias aéreas e a interação 
inicial nos pulmões é com os macrófagos alveolares, que servem como células 
hospedeiras. A morte dos macrófagos infectados por apoptose constitui uma 
alternativa de defesa do hospedeiro capaz de remover o ambiente de suporte para o 
crescimento bacteriano. No entanto, cepas virulentas de micobactérias parecem ser 
capazes de modular este processo. Alguns estudos tem destacado a importância do 
fator de necrose tumoral alpha (TNF-α) na modulação da apoptose de macrófagos 
infectados. O TNF-α exerce suas atividades biológicas através de dois receptores de 
superfície celular, TNFR1 e TNFR2, cujos domínios extracelulares podem ser 
clivados por proteólise formando receptores solúveis (sTNFR-1 e sTNFR-2). A 
sinalização através do TNFR1 desencadeia a maioria das funções biológicas do 
TNF-α, resultando em sobrevivência ou morte celular, enquanto que o TNFR2 induz 
a sobrevivência da célula. O objetivo deste estudo foi avaliar a influência do TNF e 
seus receptores na modulação da apoptose de macrófagos alveolares durante a 
fase inicial de infecção por cepas atenuada e virulenta de Mycobacterium bovis, bem 
como, a possível interferência da micobactéria na sinalização TNF-TNFR. Para tal,  
camundongos C57BL/6 foram infectados, via intratraqueal, com as cepas atenuada 
(BCG Moreau) ou virulenta (ATCC19274) de M. bovis. Após 3 e 7 dias de infecção, 
os seguintes parâmetros foram avaliados: (1) expressão de receptores de TNF 
(TNFR1 e TNFR2) na superfície de macrófagos alveolares, (2) expressão gênica dos 
receptores TNFR1 e TNFR2, (3) níveis dos receptores solúveis sTNFR1 e sTNFR2 
no lavado broncoalveolar e níveis de TNF-α no pulmão (4) freqüência da apoptose 
de macrófagos alveolares e (5) número de bacilos nos macrófagos alveolares. Além 
disso, o efeito do bloqueio da sinalização TNF-TNFR1 na modulação da apoptose de 
macrófagos foi avaliado em camundongos deficientes em TNFR1 infectados com M. 
bovis BCG. Um aumento significativo da apoptose e da expressão superficial de 
TNFR1 foram observadas em macrófagos alveolares 3 e 7 dias após a infecção com 
M. bovis atenuado, mas apenas no 7º dia de infecção com o M. bovis virulento. 
Baixa expressão superficial de TNFR1 e aumento dos níveis de sTNFR1 no 3º dia 
após a infecção pela cepa virulenta foram associados com reduzidas taxas de 
macrófagos apoptóticos. Além disso, uma redução significativa da apoptose de 
macrófagos alveolares foi observada em camundongos TNFR1-/- no 3º dia  após a 
infecção com BCG. Estes resultados sugerem um papel potencial do TNFR1 na 
apoptose de macrófagos durante a infecção pela micobactéria. Neste contexto, a 
clivagem do TNFR1 parece contribuir para a modulação da apoptose de macrófagos. 
Palavras-chave : TNF-α; TNFR1; TNFR2; macrófago; apoptose; M. bovis  
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ABSTRACT 

Tuberculosis (TB) is a disease of worldwide importance. The tubercle bacilli enter the 
organism mainly via respiratory tract and initial interaction in the lungs is with the 
alveolar macrophages, which serve as host cells. Apoptosis of the infected 
macrophages constitutes a host defense alternative capable of removing the 
environment supporting bacterial growth. However, virulent strains of mycobacteria 
appear to be capable of modulate this process. Some studies have highlighted the 
importance of tumor necrosis factor-α (TNF-α) in the modulation of apoptosis of 
infected macrophages. TNF-α exerts its biological activities via two distinct cell 
surface receptors, TNFR1 and TNFR2, whose extracellular domain can be released 
by proteolysis forming soluble TNF receptors (sTNFR-1 and sTNFR-2). The signaling 
through TNFR1 initiates the majority of the biological functions of TNF-α, leading to 
either survival or cell death, whereas TNFR2 induces survival. The aim of this study 
was to evaluate the influence of TNF-TNFR signaling in the modulation of apoptosis 
of alveolar macrophages during early stage of infection by virulent and attenuated 
strains of Mycobacterium  bovis, as well as the possible interference of mycobacteria 
in this signaling. C57BL/6 mice were intratracheally infected with attenuated (BCG 
Moreau) or virulent (ATCC19274) strains of M. bovis. After 3 and 7 days of infection, 
the following parameters were assessed: (1) expression of TNF receptors (TNFR1 
and TNFR2) on the surface of alveolar macrophages, (2) expression mRNA for TNF 
receptors, (3) levels of soluble receptors sTNFR1 e sTNFR2 in BAL and levels of 
TNF-α in lung (4) frequency of apoptosis alveolar macrophage and (5) number of 
bacilli in alveolar macrophages. Furthermore, the effect of abrogation of TNF-TNFR1 
signaling in the modulation of macrophage apoptosis was assessed in TNFR1 
deficient mice infected with M. bovis BCG. A significant increase of apoptosis and 
high expression of TNFR1 were observed in alveolar macrophages at 3 and 7 days 
after infection with attenuated M. bovis but only on day 7 in infection with the virulent 
M. bovis. Low surface expression of TNFR1 and increased levels of sTNFR1 on day 
3 after infection by the virulent strain were associated with reduced rates of apoptotic 
macrophages. In addition, a significant reduction in apoptosis of alveolar 
macrophages was observed in TNFR1-/- mice at day 3 after BCG infection. These 
results suggest a potential role of TNFR1 in macrophage apoptosis during infection 
by mycobacteria. In this context, the shedding of TNFR1 appears to contribute to the 
modulation of macrophage apoptosis. 
KEY WORDS: TNF-α; TNFR1; TNFR2; macrophage; apoptosis; M. bovis 
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1.1 Epidemiologia da tuberculose  

 
 A tuberculose (TB) é uma das mais antigas doenças infecciosas que afeta a 

humanidade e, apesar de ser alvo de combate a mais de 100 anos, continua 

representando um grave problema de saúde mundial (JORDÃO; VIEIRA, 2011). Há 

alguns anos, em muitos países, a TB foi quase erradicada, no entanto, a ampliação 

da miséria das populações desfavorecidas, bem como a estreita relação da doença 

com a pandemia do HIV facilitaram o recrudescimento da tuberculose em todo o 

mundo (DHEDA et al., 2010; DYE, 2000; RUSSEL, 2001). Embora existam 

medicamentos disponíveis, os esquemas terapêuticos são longos e envolvem 

múltiplas drogas que podem apresentar efeitos colaterais, o que muitas vezes 

contribui para o insucesso do tratamento e para o surgimento de cepas multidroga-

resistentes (ALGOOD et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2007).  

Desde 1993, a tuberculose é reconhecida, pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS), como uma emergência de saúde pública global, por ser a segunda 

principal causa de morte de adultos por doença infecciosa, depois do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) (LAVOR, 2008). As últimas estimativas incluídas no 

relatório global da tuberculose da OMS são de que havia quase 9 milhões de novos 

casos em 2011 e 1,4 milhões de mortes por tuberculose, sendo 990.000 entre 

pessoas HIV negativo e 430.000 mortes por TB associada ao HIV (WHO, 2011).   

Estima-se que um terço da população mundial esteja infectada com o 

Mycobacterium tuberculosis. Aproximadamente, 5-10% dessas pessoas infectadas 

desenvolvem a doença ativa durante os primeiros anos após a exposição ao bacilo 

de Koch. A maioria das pessoas infectadas controla a infecção inicial, mas não 

elimina a micobactéria, e são caracterizadas como tendo tuberculose latente, ou 

seja, infectados pórem sem sinais clínicos da doença. Pessoas com TB latente não 
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disseminam a micobactéria, mas a infecção pode reativar anos mais tarde, 

resultando em tuberculose ativa (Figura 1) . O risco de reativação é aumentado em 

pessoas imunocomprometidas, incluindo indivíduos HIV positivos, pessoas em 

tratamento imunosupressor e desnutridas (ALGOOD et al., 2003; HARDING; BOOM, 

2010; KAUFMANN, 2008; RAJA, 2004; ROOK; HERNANDEZ, 1996).  

 

Figura 1 : Evolução da infecção pelo Mycobacterium tuberculosis . A resposta imune inata e 
adaptativa permite à maioria das pessoas (linha verde) controlarem o crescimento do M. tuberculosis, 
embora possam conter a infecção latente, pois não se sabe se a resposta imune é capaz de eliminar 
completamente a infecção (pontilhado laranja). Alguns indivíduos, especialmente aqueles com 
disfunção na reposta mediada por células T, desenvolvem a tuberculose ativa, tanto por progressão 
primária (pontilhado azul) como por reativação (pontilhado vermelho). Fonte: Harding e Boom (2010).   
 

 O Brasil ocupa o 17º lugar entre os 22 países responsáveis por 82% do total 

de casos de tuberculose no mundo (WHO, 2011). Segundo dados do Sistema de 

Informação de Agravos de Notificação (SINAN/MS), são registrados cerca de 111 mil 

novos casos e 6 mil óbitos no país anualmente. O Rio de Janeiro é um dos estados 

que concentra o maior número de casos, com média de 12 mil por ano e incidência 

de 85 doentes para cada 100 mil habitantes, o que representa mais que o dobro da 

média nacional que é de 40,8 casos por 100 mil habitantes (Figura 2)  (LAVOR, 

2008). 
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Figura 2 : Estimativa da incidência de tuberculose no mundo em  2011.  
Fonte: WHO – Global Tuberculosis Report - 2012  

 

 

1.2 O complexo Mycobacterium tuberculosis   

 

O gênero Mycobacterium é composto bacilos, álcool-ácido resistentes, não 

esporulantes e imóveis. A maioria das espécies do gênero são bactérias ambientais 

não patogênicas. No entanto, algumas espécies são altamente patogênicas e 

capazes de produzir doenças em vários tipos de hospedeiros (COSMA et al., 2003). 

Dentro do gênero, os bacilos que causam tuberculose (Figura 3A)  estão agrupados 

no complexo Mycobacterium tuberculosis, composto por espécies altamente 

relacionadas que apresentam 99% de similaridade em nível de nucleotídeo. Este 

complexo inclui: M. tuberculosis, principal agente etiológico da tuberculose humana; 

M. africanum, causador de tuberculose em humanos na região da África sub-Saara; 

M. canetti, descendente rara do M. tuberculosis, que também causa tuberculose em 

Estimativa de Incidência TB, 2011  

Estimativa de 
novos casos de 
TB (todas formas) 

por 100 000 
habitantes 
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humanos; M. microti, causadora de tuberculose em roedores; M. bovis, que causa 

tuberculose em bovinos, mas também infecta e causa doença em várias espécies de 

mamíferos incluindo o homem; M. bovis BCG, uma variante atenuada do M. bovis 

(COLE, 2002), e duas espécies recentemente incluídas, M. caprae, agente da 

tuberculose em caprinos (ARANAZ et al., 2003) e M. pinnipedii, causador da 

tuberculose em leões marinhos (COUSINS et al., 2003).   

Inicialmente acreditava-se que M. tuberculosis havia evoluído a partir do M. 

bovis, como uma conseqüência não intencional da domesticação do gado (KAPUR 

et al., 1994). No entanto, estudos mapeado a distribuição de uma série de deleções 

do DNA (regiões de diferença, RD) entre micobactérias intimamente relacionadas, 

sugeriram que o M. tuberculosis, com o menor número de regiões deletadas, é o 

mais ancestral de todos os membros do complexo, enquanto que o M. bovis, com 

maior número de regiões excluídas, evoluiu mais recentemente (BROSCH et al., 

2002; COSMA et al., 2003). 

A patologia e o curso da doença causada por M. tuberculosis, M. bovis e M. 

africanum é muito semelhante em humanos (COSMA et al., 2003). Entretanto, 

estudos recentes têm sugerido que em camundongos M. bovis é consideravelmente 

mais virulento do que o M. tuberculosis, de acordo com sua habilidade de causar 

progressiva patologia nos pulmões e o tempo necessário para matar seu hospedeiro 

(DUNN; NORTH, 1995; MEDINA et al., 2006). Esta maior virulência do M. bovis, 

caracterizada pelo aumento da sobrevivência e crescimento intracelular, pode estar 

relacionada com a capacidade de modulação da resposta do macrófago (ANDRADE 

et al., 2012).  
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Todos os membros do complexo Mycobacterium tuberculosis apresentam 

crescimento lento com um tempo de duplicação de aproximadamente 16 a 20 horas. 

A lentidão do crescimento parece estar relacionada à absorção mais demorada de 

nutrientes, provavelmente devido à complexidade de sua parede celular (Figura 3B) 

que apresenta grande quantidade de lipídeos (BRENNAN, 2003) e está relacionada 

com muitas das características desse gênero, como a álcool-ácido resistência, a 

antigenicidade e a resistência a antibióticos comuns (MURRAY et al., 2006). 

 

                                                                                                             

                                                                     
 

 

Figura 3 : Parede celular de micobactérias do complexo M. tuberculosis : (A) Micrografia eletrônica 

de transmissão do bacilo da tuberculose. (B) Esquema representativo da parede celular de 

micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis. A parede celular desses bacilos é composta 

principalmente por três diferentes estruturas covalentemente ligadas: peptideoglicanos, 

arabinogalactanas e ácidos micólicos. A camada de peptideoglicano confere forma e integridade 

estrutural à bactéria e está ligada a arabinogalactanas (polissacarídeos ramificados) as quais estão 

ligadas a ácidos micólicos que são ácidos graxos de alto peso molecular. Esta camada 

arabinogalactanas/ácido micólico é ainda coberta com uma camada de ácidos micólicos e polipeptídeos 

livres. Outros lipídeos e glicolipídeos associados de forma não covalente à parede celular da 

micobactéria incluem fosfatidilinositol manosideos (PIM), o lipoarabinomanana (LAM) e sua forma 

manosilada (Man-LAM). A maioria destes lípidos são específicos para micobactérias e podem atuar 

como moduladores das funções imunológicas.  
 

 

 

B A 

Adaptado de student.ccbcmd.edu/.../prostruct/u1fig11.html  

 

www.wadsworth.org/databank/mycotubr.htm 
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1.3 Infecção e resposta imunológica a micobactéria  

 

O M. tuberculosis, bem como, o M. bovis, são bacilos intracelulares facultativos 

estritamente aeróbicos, que apresentam uma predileção pelo tecido pulmonar o qual é 

ricamente suprido de oxigênio. O bacilo entra no organismo principalmente pela via 

respiratória e os macrófagos alveolares são as primeiras células a fagocitar a 

micobatéria (KAUFMANN, 1993; PIETERS, 2008; RAJA, 2004;). A fagocitose dos 

bacilos é mediada por diferentes receptores sendo que, receptores do complemento 

participam principalmente na fagocitose de micobactérias opsonizadas, enquanto que 

receptores de manose e receptores scavenger contribuem para a fagocitose de 

micobactérias não opsonizadas, através da interação com componentes específicos da 

parede celular da micobactéria (van CREVEL et al., 2002). Além da fagocitose, o 

reconhecimento da micobactéria é uma etapa essencial para o desenvolvimento de 

uma resposta imune efetiva. Esse reconhecimento é mediado principalmente através 

dos receptores tipo Toll (TLRs), dentre eles TLR2 que reconhece lipoproteínas e 

glicolipídeos da micobactéria, tal como lipoarabidomanas (LAM); TLR9 que parece ser 

ativado por DNA genômico da micobactéria e possivelmente TLR4. A ligação dos TLRs 

leva a ativação das células e secreção de citocinas pró-inflamatórias (CARVALHO et 

al., 2011; HARDING; BOOM, 2010; van CREVEL et al., 2002)   

Após a fagocitose, a micobactéria é retida dentro do vacúolo fagocítico e pode 

escapar da destruição neste compartimento inibindo a maturação do fagossomo e 

evitando sua fusão com o lisossomo (Figura 4 ) (AXELROD et al., 2008; KAUFMANN, 

2001; RUSSEL, 2001; WARNER; MIZRAHI, 2007).  Dessa forma, a micobactéria 

sobrevive no interior do fagossomo do macrófago e começa a multiplicar-se, pois este 
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ambiente endossomal protege o bacilo dos mecanismos efetores do hospedeiro e 

permite sua replicação (MCDONOUGH et al., 1993; van CREVEL et al., 2002).  

 

                 

Figura 4: Inibição da fusão fagossomo-lisossomo . (A) Esquema ilustrativo mostrando a fusão 
fagossomo-lisossomo com destruição da micobactéria, e a inibição desse processo pela micobactéria, 
que sobrevive e replica-se no interior do fagossomo do macrófago. Fonte: Adaptado de Philips e Ernst, 
2012 (B) Micrografia eletrônica mostrando o processo de fusão do fagossomo, contendo a micobactéria, 
com os lisossomos (cabeça de seta e detalhe canto inferior esquerdo). 0,2 µm.                                 
Fonte: van der WEL, 2007.  

 

A interação inicial da micobactéria nos pulmões é com os macrófagos 

alveolares. No entanto, o bacilo não permanece apenas nas vias aéreas, mas passa a 

residir também no parênquima pulmonar, infectando e replicando-se em macrófagos 

teciduais residentes, bem como, em macrófagos que se diferenciam a partir de 

monócitos sanguíneos recrutados para o local da infecção. Células dendríticas 

residentes reconhecem a micobactéria e podem também ser infectadas, e presume-se 

que essas células migrem para os linfonodos regionais para ativar células T naives. A 

infecção inicial desencadeia uma cascata de moléculas inflamatórias, incluindo a 

 
B A 
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liberação de citocinas e quimiocinas pelos macrófagos alveolares e outras células 

infectadas, as quais fornecem sinais que conduzem os linfócitos T antígenos-

específicos para o local da infecção, onde essas células ativam os macrófagos para 

eliminação da micobactéria e formam o granuloma (ALGOOD et al., 2003; HARDING; 

BOOM, 2010; van CREVEL et al., 2002). Diferentes tipos de linfócitos participam da 

resposta imune contra a micobactéria (Figura 5 ).  

Linfócitos T CD4+ se diferenciam em efetores Th1 sob a influência das citocinas 

IL-12 e IL-18 (DEMANGEL et al., 2001; SCHNEIDER et al., 2010) e promovem a 

ativação dos macrófagos principalmente através da secreção de IFN-γ. Os macrófagos 

ativados dispõem, então, de diversos mecanismos para tentar controlar e eliminar a 

bactéria intracelular, incluindo a produção de espécies reativas de oxigênio e espécies 

reativas de nitrogênio (FLYNN; CHAN, 2001; PHILIPS; ERNST, 2012). Outros tipos de 

células T CD4+ têm sido recentemente reconhecidas por sua contribuição na imunidade 

a micobactérias, embora seus papéis ainda não estejam totalmente definidos. Células 

Th17 secretam IL-17 e quimiocinas que participam do recrutamento de neutrófilos para 

o sítio da infecção e células T regulatórias (Tregs), cujo desenvolvimento depende de 

TGF-β, parecem atuar como importantes reguladoras da imunidade na TB (PHILIPS; 

ERNST, 2012) (Figura 5 ).   

As células T CD8+ contribuem na defesa contra as micobactérias, principalmente 

através da produção de IFN-γ e da lise das células infectadas (CANADAY et al., 2001; 

KAUFMANN et al., 2010). Estudos recentes indicam que as células T CD8+ podem ser 

ativadas através de um mecanismo de apresentação cruzada, onde vesículas, 

contendo antígenos micobacterianos, oriundas de macrófagos apoptóticos são 

fagocitadas pelas células dendríticas, processadas e os peptídeos antigênicos 

apresentados na superfície via molécula de classe I do MHC (WINAU et al., 2004).  
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Figura 5 : Resposta imunológica a micobactéria .  
                Fonte: KAUFMANN et al. (2010).  
 
 

A resposta imunidade inata ao M. tuberculosis instrui o desenvolvimento da 

imunidade adquirida na fase inicial e executa mecanismos efetores na fase tardia da 

infecção (SCHNEIDER et al., 2010). Entretanto, o estabelecimento da imunidade 

específica mediada por células T ocorre aproximadamente 2 a 6 semanas após a 

infecção (RAJA, 2004). Neste contexto, a resposta do macrófago é muito importante, 

pois a micobactéria persiste no interior dessa célula (RUSSEL, 2003) e durante os 

estágios iniciais da infecção, quando a imunidade específica ainda não foi estabelecida, 

o controle da proliferação da micobactéria depende principalmente da resistência 

natural mediada pelos macrófagos (FENTON; VERMEULEN, 1996; MARTINO, 2008). 

Além dos mecanismos efetores inatos utilizados por essas células, tem sido 

demonstrado que a apoptose dos macrófagos infectados constitui uma estratégia 
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alternativa, que pode contribuir para a defesa do hospedeiro, uma vez que a morte 

desse macrófago infectado significa a perda do ambiente de proteção e replicação da 

micobactéria (BOCCHINO et al., 2005; KEANE et al., 2000; LEE et al., 2006; MOLLOY 

et al., 1994; RÍOS-BARRERA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2009).  

 

 

1.4 Morte celular por apoptose  

 
A apoptose é processo de morte celular altamente controlado. Um dos aspectos 

marcantes da apoptose, que a distingue da necrose, é a preservação da integridade da 

membrana plasmática que evita a liberação dos constituintes celulares para o meio 

extracelular (KROEMER et al., 2009) (Figura 6 ).  

 

               

Figura 6: Alterações celulares nos processos de mor te celular por apoptose e necrose . Na 
apoptose ocorre a preservação da membrana plasmática com formação dos corpos apoptóticos, não 
havendo liberação dos constituintes celulares. Na necrose há perda da integridade da membrana e lise 
celular com extravasamento do conteúdo intracelular e desintegração de organelas.                         
Fonte: van CRUCHTEN e van DEN BROECK (2002).  
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A apoptose pode ser iniciada por estímulos externos, através de receptores 

específicos localizados na superfície celular, denominados receptores de morte (via 

extrínseca), ou por estímulos internos de estresse intracelular que resultem em 

disfunção mitocondrial (via intrínseca) (AMARANTE-MENDES, 2003; GREEN; REED, 

1998). Essas diferentes vias culminam na ativação de cisteíno-proteases, conhecidas 

como caspases, que estão presentes no citosol sob a forma de pró-enzimas inativas, 

tornando-se ativas após clivagem proteolítica à altura de resíduos do ácido aspártico 

(HENGARTNER, 2000) (Figura 7 ). 

 

Figura 7: Vias de indução da apoptose. A via extrínseca  é desencadeada por membros da super-
família dos receptores de morte celular (tal como TNFR1 e Fas). Quando os ligantes específicos (TNF-α 
e FasL) se acoplam aos seus receptores, as moléculas individuais do receptor se trimerizam e recrutam  
TRADD (domímio de morte associado ao receptor de TNF) ou FADD (domínio de morte associado ao 
Fas) e outras proteínas adaptadoras presentes no citosol, formando um complexo que ativa a pró-
caspase 8. A caspase-8 pode então, diretamente ou pela via mitocondrial, ativar a caspase-3 (efetora).  
A via intrínseca  é ativada por sinais de estresse intracelular que resultem em disfunção mitocondrial. 
Ocorre a ativação de proteínas pró-apoptóticas da família Bcl-2 que permitem a liberação do citocromo c 
da mitocôndria para o citosol. No citosol, o citocromo c associa-se com Apaf-1 (Fator ativador de 
apoptose 1) e a pró-caspase-9, formando o apoptossomo que por sua vez ativará a caspase 3. Ambas 
as vias culminam na clivagem de substratos específicos que levam a morte celular por apoptose.  
Fonte: ALMAGRO e VUCIC (2012).  
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Um dos resultados da ativação das caspases é a clivagem de proteínas 

estruturais, o que compromete a integridade do citoesqueleto. Ocorre contração do 

volume citoplasmático, formam-se projeções “blebs” na membrana celular e o 

posicionamento de seus lipídios constituintes, tal como a fosfatidilserina, é alterado. 

Este novo posicionamento serve como sinalizador para que células fagocíticas das 

proximidades englobem os fragmentos celulares e completem o processo de 

degradação. Durante a apoptose ocorrem, também, alterações características no 

núcleo celular graças à ativação de endonucleases que degradam o DNA em 

fragmentos oligonucleossomais. Por fim, o núcleo se desintegra em fragmentos 

envoltos pela membrana nuclear e as projeções que se formam no citoplasma separam 

a célula em fragmentos circundados por membrana, denominados corpos apoptóticos, 

que contém partes do núcleo e organelas intactas e são fagocitados pelos macrófagos 

teciduais ou células adjacentes (Figura 8 ) (PAROLIN; REASON, 2001). 

         

 
A eliminação das células e corpos apoptóticos por fagócitos é o resultado padrão 

no curso típico da apoptose. No entanto, quando os fagócitos não realizam está 

retirada “clearence”, a apoptose pode proceder para um resultado necrótico autolítico. 

Neste processo chamado de necrose secundária, ocorre ruptura da membrana 

plásmatica e liberação do conteúdo intracelular (SILVA, 2010).    

Figura 8 : Formação dos corpos 
apoptóticos e sua remoção 
pelos fagócitos . A ativação da 
cascata de caspases culmina na 
formação de corpos apoptóticos 
que expressam ligantes para que 
sejam reconhecidos e englobados 
por células fagocíticas.  
Fonte: Pathologic Basis of Disease 
de Kumar, Abbas e Fausto. 
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1.5 Apoptose durante a infecção pela micobactéria 

 

  A importância da apoptose de macrófagos durante a infecção pela micobactéria, 

tem sido recentemente destacada através de diversos estudos que sugerem que a 

indução da apoptose dos macrófagos pode constituir uma mecanismo de defesa 

alternativo do hospedeiro e indicam que a modulação da morte do macrófago é uma 

das estratégias utilizadas pela micobactéria para estabelecer a infecção (FAIRBAIRN, 

2004; PHILIPS; ERNEST, 2012; RAMAKRISHNAN, 2012).  

A ocorrência da apoptose durante a infecção pela micobactéria foi inicialmente 

demonstrada por Molloy et al. (1994), os quais constataram que a apoptose, mas não a 

necrose, de monócitos infectados reduzia a viabilidade da micobactéria, sendo 

sugerido por Keane et al. (1997) que a apoptose dos macrófagos poderia favorecer o 

hospedeiro por privar o patógeno de seu refúgio intracelular. A apoptose também 

impediria a propagação da micobactéria por seqüestrar e reter o patógeno dentro dos 

corpos apoptóticos (FRATAZZI et al., 1999), os quais seriam fagocitados por 

macrófagos não infectados que, por sua vez, conseguiriam eliminar a micobactéria, 

uma vez que a ingestão dos bacilos contidos nos corpos apoptóticos resultaria em 

aumento do efeito microbicida (FRATAZZI et al., 1997). 

Keane et al. (2000), em estudo in vitro com macrófagos alveolares humanos, 

testaram um painel de cepas de Mycobacterium de diferentes virulências e constataram 

que cepas virulentas, tais como M. tuberculosis H37Rv e M. bovis selvagem, induzem 

significativamente menos apoptose do que as respectivas cepas atenuadas, M. 

tuberculosis H37Ra e M. bovis BCG. Verificaram ainda, que o aumento da apoptose 

não foi devido à alta taxa de replicação da micobactéria, pois cepas virulentas 

cresceram mais rapidamente do que cepas atenuadas, apesar de causarem menos 
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apoptose nos macrófagos. Sugeriram, então, que a inibição da apoptose das células do 

hospedeiro é um fator de virulência associado à micobactéria, e que a apoptose dos 

macrófagos infectados pode contribuir para a imunidade na tuberculose.  

Zhang et al. (2005), trabalhando com macrófagos J774 infectados com M. 

tuberculosis virulento (H37Rv) e atenuado (H37Ra), também constataram que a cepa 

virulenta induziu menos apoptose do que a cepa atenuada. Verificaram ainda, que 

bacilos da cepa virulenta foram liberados no sobrenadante da cultura em taxas maiores 

do que bacilos da cepa atenuada, sendo este fato simultaneamente acompanhado por 

aumento da necrose das células infectadas. Sugeriram então, que o crescimento mais 

eficiente dos bacilos da cepa virulenta pode ser melhor relacionado com a necrose do 

que com a apoptose, pois, ao contrário da apoptose, a necrose dos macrófagos 

infectados não elimina a micobactéria e ainda possibilita sua liberação para o meio 

extracelular. A descoberta de um gene da imunidade inata denominado Ipr1 (do inglês 

Intracellular Pathogen Resistance 1) enfatiza a importância do mecanismo de morte 

celular na resposta do hospedeiro a infecção. Foi verificado que a expressão do Ipr1 

em macrófagos limita a multiplicação do M. tuberculosis e altera a modo de morte 

celular dos macrófagos infectados de necrose para apoptose (PAN et al., 2005).  

 Além de seu papel na imunidade inata, a apoptose dos macrófagos infectados 

também parece contribuir para o desenvolvimento da imunidade específica contra a 

micobactéria, através da apresentação de antígenos. Conforme já mencionado, após a 

infecção do macrófago, a micobactéria inibe a fusão fagolisossomal, sobrevivendo no 

interior do fagossomo. Este ambiente, além de proteger o patógeno dos mecanismos 

efetores do hospedeiro, afasta seus antígenos das vias de processamento, o que 

consequentemente prejudica a ativação de células T (SCHAIBLE et al., 2003). 

Entretanto, foi demonstrado que ao entrar em apoptose, macrófagos infectados com a 
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micobactéria, liberam corpos apoptóticos contendo antígenos micobacterianos 

(proteínas e lipídeos). Essas vesículas apoptóticas são então fagocitadas por APCs 

não infectadas, incluindo células dendríticas, e dentro dessas APCs profissionais os 

antígenos são processados e subseqüentemente apresentados via MHC I, 

possibilitando, através de um mecanismo de apresentação cruzada, a ativação de 

células T CD8+.  Foi constatado ainda que a inibição da apoptose dos macrófagos 

infectados, com o inibidor de caspases (ZVAD-fmk), reduzia a transferência de 

antígenos para as células apresentadoras, bem como a ativação de células T CD8+. 

Sugeriram então, que a apoptose dos macrófagos infectados constitui uma via 

alternativa para a ativação de células T CD8+ contra a micobactéria intracelular 

(SHAIBLE et al., 2003; WINAU et al., 2006). 

A capacidade das cepas virulentas de inibir a apoptose dos macrófagos pode ser 

relacionada à necessidade de preservação de um ambiente intracelular de suporte para 

o crescimento da bactéria. Além disso, inibindo a apoptose do macrófago infectado, a 

micobactéria também evita seu aprisionamento nos corpos apoptóticos e ainda impede 

a apresentação cruzada de seus antígenos que facilita o desenvolvimento da 

imunidade específica (FRATAZZI et al., 1997; KEANE et al., 2000; WINAU et al., 2005).  

Um importante fator que parece influenciar na morte celular dos macrófagos 

infectados é a carga bacilar. Lee et al. (2006), avaliando, in vitro, o efeito da alta carga 

intracelular de M. tuberculosis na viabilidade dos macrófagos, verificaram que a 

apoptose em alto MOI (>25 bacilos/macrófago) difere notadamente da apoptose em 

baixo MOI (5-10 bacilos/macrófago), uma vez que é TNF-α independente e 

potencialmente induzida pelo M. tuberculosis virulento. Além disso, foi constatado que 

a apoptose em alto MOI, progride rapidamente para necrose e não reduz a viabilidade 
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da micobactéria e, portanto, pode constituir um mecanismo para que a bactéria escape 

da célula hospedeira.   

Recentemente, em estudos realizados em nosso laboratório, foi confirmado, in 

vivo, que a cepa virulenta da micobactéria tem a capacidade de modular a apoptose 

dos macrófagos, e que esta inibição ou indução da apoptose parece depender do 

número de bactérias no interior da célula, refletindo suas necessidades de crescimento 

intracelular e saída da célula hospedeira durante a fase de replicação e disseminação 

inicial no hospedeiro. Foi verificado ainda que esta modulação da apoptose parece 

estar estreitamente relacionada com a citocina TNF-α, uma vez que observamos uma 

relação direta entre os níveis de TNF-α e apoptose dos macrófagos pulmonares 

(RODRIGUES et al., 2009).  

Alguns estudos têm destacado o papel  da citocina TNF-α na modulação da 

apoptose durante a infecção pela micobactéria (ARCILA et al.,2007; KLINGLER et al., 

1997; ROJAS et al., 1999; SLY et al., 2003), onde o TNF-α atuaria como promotor da 

apoptose, sendo que a sua produção parece ser necessária para a indução da 

apoptose dos macrófagos infectados com a micobactéria (KEANE et al., 1997; 

RODRIGUES et al., 2009; SPIRA et al., 2003). De fato, como anteriormente destacado, 

a transdução de sinais do TNF-α através do receptor TNFR1 pode induzir a ativação de 

caspases, as quais são mediadoras da apoptose. Além disso, o TNF-α também 

aumenta a síntese de óxido nítrico (NO) em diferentes células e esta molécula pode 

estar associada com a indução de dano ao DNA e apoptose (CHAN et al., 2001; 

MACMICKING et al., 1997).  

 Rojas et al. (1999), estudando o efeito da infecção pela micobactéria em 

macrófagos resistentes (B10R) e macrófagos susceptíveis (B10S), constataram que 

macrófagos resistentes foram mais propensos a sofrer apoptose do que os 
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susceptíveis, após a infecção com a cepa virulenta. Esta apoptose foi associada com 

altos níveis de produção de óxido nítrico (NO) pelos macrófagos resistentes. 

Verificaram ainda, que macrófagos resistentes produziram mais TNF-α do que os 

macrófagos susceptíveis. O bloqueio do efeito do TNF-α com anti-TNF inibiu a 

apoptose e reduziu a ativação de caspase-1, bem como, a produção do NO, e ainda, 

aumentou a expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2.  

Essas observações sugerem que a citocina TNF-α, além de influenciar as 

funções efetoras e acessórias dos macrófagos, pode também exercer um importante 

papel na modulação da apoptose induzida pela micobactéria, influenciando 

consequentemente a susceptibilidade do hospedeiro à infecção.  

 

 

1.6 TNF-αααα: produção, formas e sinalização 

 

O fator de necrose tumoral alpha (TNF-α) foi identificado há aproximadamente 

30 anos e é atualmente reconhecido como uma citocina altamente pleiotrópica que 

provoca diversas respostas celulares, que vão desde a proliferação e ativação celular 

até a indução da apoptose, desempenhando, portanto, um importante papel na 

inflamação e imunidade (HEHLGANS; PFEFFER, 2005;  SCHÜTZE et al., 2008). 

 O TNF-α é produzido principalmente por macrófagos e monócitos ativados em 

resposta a infecções e condições inflamatórias, mas também por outros tipos de 

células, tais como linfócitos T estimulados por antígenos, células NK, mastócitos, entre 

outras (ABBAS; LICHTMAN, 2005; GUICCIARDI; GORES, 2009). Nos fagócitos 

mononucleares, o TNF é sintetizado, inicialmente, como uma proteína de membrana 

com uma extremidade aminoterminal intracelular e uma grande extremidade 
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carboxiterminal extracelular, que posteriormente sofre clivagem proteolítica (ABBAS; 

LICHTMAN, 2005; HEHLGANS e PFEFFER, 2005; SAUNDERS et al., 2005).  Portanto, 

o TNF apresenta-se sob duas formas: uma forma associada à membrana e uma forma 

solúvel gerada a partir da clivagem proteolítica da proteína ligada à membrana, o que 

ocorre pela ação da enzima conversora de TNF-α (TACE). TACE é um 

metaloproteinase associada à membrana que está presente na superfície de 

macrófagos, as principais células produtoras de TNF-α (ERMERT et al., 2003; GOTO 

et al., 2004). O TNF produzido em resposta a vários estímulos é transportado pela rede 

trans-Golgi, expresso na superfície da membrana e, transitoriamente apresenta-se 

como TNF de membrana (mTNF). Cerca de uma hora depois, o TNF de membrana é 

processado pela TACE e se converte para TNF solúvel, que é incorporado em tecidos 

e plasma sob a forma tipicamente chamada de TNF-α (BLACK et al., 1997; GOTO et 

al., 2004). Ambas as formas de TNF-α, solúvel e de membrana, são biologicamente 

ativas e, enquanto a forma solúvel atua como uma molécula efetora a distância da 

célula produtora, a forma ligada a membrana provavelmente tem um papel específico 

na resposta localizada do TNF-α (GUICCIARDI; GORES, 2009). 

As atividades biológicas do TNF-α são mediadas por dois distintos receptores de 

superfície celular, de pesos moleculares 55 kD chamado receptor de TNF tipo 1 

(TNFR1) e 75 kD chamado receptor de TNF tipo 2 (TNFR2). A ligação da citocina a 

esses receptores inicia vias de sinalização que podem levar tanto a sobrevivência 

como a morte da célula (SCHLUTER; DECKERT, 2000).  

TNFR1 e TNFR2 são estruturalmente relacionados e expressos na superfície de 

muitos tipos de células. Em camundongos, TNFR1 e TNFR2 apresentam 28% de 

identidade em seus domínios extracelulares que são caracterizados por quatro 

seqüências ricas em cisteína. Entretanto, TNFR1 e TNFR2 não compartilham 
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significante homologia em seus domínios intracitoplasmáticos As caudas 

citoplasmáticas dos membros da família TNFR não contêm atividades enzimáticas 

intrínsecas, mas contêm motivos estruturais que se ligam a moléculas de sinalização 

citoplasmáticas e promovem a montagem de complexos de sinalização. Um desses 

motivos estruturais é chamado domínio de morte (DD do inglês “death domain"), cuja 

sinalização pode ativar a cascata de caspases levando a morte celular por apoptose 

(GUPTA, 2003; SCHLUTER; DECKERT, 2000). TNFR1 contém o domínio de morte, 

entretanto o TNFR2 não possui este domínio. Portanto, TNFR1 pode induzir tanto 

sinais de sobrevivência como sinais de morte celular, enquanto que o TNFR2 medeia 

primariamente sinais de sobrevivência (IHNATKO; KUBES, 2007).  

Ambos sinais de sobrevivência e morte celular mediados pelo TNF-α requerem a 

participação de diferentes proteínas adaptadoras e outras moléculas de sinalização 

intracelular, dentre as quais destacam-se TRADD (domínio de morte associado ao 

receptor de TNF), FADD (domínio de morte associado ao Fas) e RIP (proteína de 

interação com o receptor). Além dessas, outro grupo de moléculas que desempenha 

um papel essencial na sinalização pelos TNFRs, constitui uma família de proteínas 

chamadas de TRAFs (fatores associados ao receptor de TNF) (ABBAS; LICHTMAN, 

2005).  

O TNFR1 interage e é ativado por ambas as formas de TNF-α, solúvel e de 

membrana, enquanto que o TNFR2 é preferencialmente ativado pelo TNF de 

membrana, embora interaja com o TNF solúvel, o qual não consegue ativar  

adequadamente a sinalização pelo TNFR2 (NAUDÉ et al., 2011).  
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1.7 Sinalização pelo TNFR1 

 

O TNFR1 é expresso a níveis constitutivamente baixos em muitos tipos de 

células. Ele pertence a um subgrupo da superfamília de TNFR que inclui os chamados 

“receptores de morte”, do qual fazem parte TNFR1, CD95 (Fas) e receptores TRAIL 

(ligantes indutores de apoptose relacionado ao TNF). Estes receptores compartilham o, 

já mencionado, domínio de morte, que é necessário para a ativação direta do programa 

apoptótico por alguns desses receptores (SCHÜTZE et al., 2008).  Ao contrário de 

outros receptores de morte, como o Fas e os receptores TRAIL(1/2), o TNFR1 é 

primariamente envolvido na mediação da inflamação e não na morte celular 

(GUICCIARDI; GORES, 2009).   

Após a ligação do TNF-α, o TNFR1 recruta a proteína adaptadora TRADD 

diretamente para seu domínio de morte citoplasmático (HSU et al., 1996a). TRADD, por 

sua vez, serve como uma plataforma de montagem para divergir a sinalização do  

TNFR1, sendo que a interação de TRADD com RIP-1 e TRAF-2 leva a ativação das 

vias NF-κB e JNK e consequentemente a sobrevivência da célula (HSU et al., 1996b). 

Alternativamente, TRADD pode recrutar FADD e procaspase-8, que é posteriormente 

ativada para iniciar a apoptose (BOLDIN et al., 1996; HSU et al., 1996b; MUZIO et al., 

1996; SCHNEIDER-BRACHERT et al., 2004).  

Embora, os elementos chave das vias de sinalização de sobrevivência (TNFR1, 

TRADD, RIP1 e TRAFs) e de apoptose (TNFR1, TRADD, FADD e caspase-8) estejam 

bem definidos, a compreensão dos mecanismos que regulam a formação desses 

complexos de sinalização, a partir da ativação do TNFR1, ainda está em construção 

(SCHÜTZE et al., 2008).   
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 Inicialmente acreditava-se que a ligação do TNF-α ao receptor TNFR1 resultava 

na formação de um único complexo ligado a membrana, contendo todas as importantes 

proteínas adaptadoras (TRADD, RIP, TRAF e FADD), que por sua vez recrutavam 

adicionais enzimas, as quais iniciavam uma cascata de eventos levando a ativação das 

vias NF-κB ou JNK bem como a apoptose (ASHKENAZI; DIXIT, 1998; BAUD; KARIN, 

2001; CHEN; GOEDDEL, 2002). 

Posteriormente, Micheau e Tschopp (2003), propuseram um novo modelo, no 

qual a sinalização pelo TNFR1 envolve a montagem de dois complexos de sinalização 

molecularmente e espacialmente distintos, que seqüencialmente ativam NF-κB e 

caspases. De acordo com este modelo, dentro de poucos minutos após ligação do 

TNF-α, o receptor TNFR1 recruta TRADD, RIP1 e TRAF2 para formar um complexo de 

sinalização ligado a membrana celular, conhecido como complexo I, que leva a 

ativação do fator de transcrição NF-κB (SCHÜTZE et al., 2008). Entretanto, a formação 

desse complexo I é transitória, uma vez que grande parte de TRADD, RIP1 e TRAF2 

dissociam-se do TNFR1 dentro de uma hora, momento em que este receptor começa a 

sofrer endocitose. Após a dissociação do TNFR1, o domínio de morte do TRADD liga-

se a FADD, o que resulta no recrutamento da caspase-8 para um complexo de 

sinalização secundário dentro do citosol, conhecido como complexo II. O recém-

formado complexo citosólico, contendo TRADD, FADD e caspase 8, promoveria a 

ativação da cascata apoptótica resultando na morte da célula. Este complexo 

secundário (complexo II) iniciaria a apoptose, quando a ativação do NF-κB, 

desencadeada pelo complexo I, não fosse bem sucedida e consequentemente não 

induzisse a expressão de proteínas anti-apoptóticas. Caso o fator NF-κB fosse ativado 

com sucesso pelo complexo I, a ação das proteínas anti-apoptóticas impediria a 
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apoptose da célula (GUICCIARDI; GORES, 2009; MICHEAU; TSCHOPP, 2003) 

(Figura 9 ).  

                  

   

 

Adicionalmente, estudos realizados pelo grupo de Schneider-Brachert et al. 

(2004) confirmaram a existência de complexos de sinalização espacialmente distintos 

na superfície celular e no citoplasma, e sugeriram que a agregação de TRADD, FADD 

e caspase 8  para formar o complexo de sinalização de indução de morte é 

criticamente dependente da internalização do TNFR1. Este complexo contendo 

TRADD, FADD e caspase 8 associados ao TNFR1 internalizado em compartimento 

endossomal foi chamado de Receptossomo TNF, o qual corresponderia ao complexo II 

citosólico proposto por Micheau e Tschopp (SCHNEIDER-BRACHERT et al., 2004) 

(Figura 9 ).  

Figura 9: Sinalização pelo TNFR1.  
Fonte: Adaptado de KRUGLOV et al. (2008). 



                                               36                                                                                                                             
  

1.8 Sinalização pelo TNFR2 

 

 
 Enquanto TNFR1 é constitutivamente expresso na maioria dos tecidos, TNFR2 é 

tipicamente encontrado em células do sistema imunológico. TNFR2 contém o domínio 

extracelular semelhante ao do TNFR1, entretanto, a principal diferença desses dois 

receptores encontra-se em seus domínios citoplasmáticos, o que resulta em diferentes 

modos de transdução de sinais (IHNATKO; KUBES, 2007). Receptores da superfamília 

TNFR que contém o domínio de morte citoplasmático, tal como TNFR1 e Fas, 

sinalizam principalmente através do recrutamento de moléculas de sinalização que 

também possuem domínio de morte como TRADD, FADD e RIP. Por outro lado, 

receptores dessa família que não apresentam o domínio de morte, tal como TNFR2, 

sinalizam através da ligação direta a membros de uma família de moléculas chamadas 

fatores associados ao receptor de TNF (TRAFs), os quais se ligam a moléculas de 

TNFR e a algumas outras proteínas celulares através de seu domínio TRAF-C 

(ASHKENAZI; DIXIT, 1998; GRECH et al., 2005). Até o momento, seis TRAFs foram 

identificadas e são chamadas TRAF1 a TRAF6. Especificamente, TNFR2 interage com 

TRAF1 e TRAF2, e possivelmente com TRAF3. (ABBAS; LICHTMAN, 2005). 

O TNFR2 é preferencialmente ativado pelo TNF de membrana. A ligação do TNF 

ao TNFR2 causa a trimerização do receptor e resulta no direto recrutamento de TRAF2 

para o sítio de ligação TRAF localizado na porção citoplasmática do TNFR2. Isso então 

leva ao recrutamento de TRAF1 que interage com TNFR2 indiretamente através da 

formação de um complexo heterodimérico com TRAF2. O heterocomplexo TRAF2-

TRAF1 recruta então as proteínas inibidoras celulares de apoptose cIAP-1 e cIAP-2. 

Este complexo de sinalização formado por TRAF2, TRAF1, cIAP1/2 induz a ativação 

dos fatores de transcrição NF-κB e AP-1 através das vias IKK e JNK respectivamente, 



                                               37                                                                                                                             
  

gerando um sinal de sobrevivência mediado pelo TNFR2 (Figura 10 ) (CABAL-

HIERRO; LAZO, 2012; ROTHE et al ., 1994; ROTHE et al., 1995). 

Devido a suas funções, TRAF2 atua como um mediador chave na sinalização do 

TNFR2. Sob certas condições, o TNFR2 pode desencadear a degradação de TRAF2, 

que consequentemente finaliza a sinalização que conduz a ativação dos fatores de 

transcrição. Assim, o receptor funciona como um regulador da sua própria atividade 

biológica através da modulação da concentração intracelular de TRAF2 (CABAL-

HIERRO; LAZO, 2012).  

 

 

 
Figura 10. Sinalização pelo TNFR2.   
Fonte: Adaptado de KRUGLOV et al. (2008).  
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1.9 Comunicação cruzada “Cross-talk” entre TNFR1 e TNFR2  

 

 A sinalização iniciada pelo TNFR2 induz primariamente sinais de sobrevivência 

celular. Entretanto, tem sido sugerido que o TNFR2 pode também desempenhar um 

importante papel na regulação da apoptose. Alguns pesquisadores têm relatado que a 

estimulação do TNFR2 não dispara diretamente o programa de apoptose, mas pode 

potencializar a apoptose induzida pelo TNFR1, o que sugere que alguma forma de 

comunicação cruzada “cross-talk” pode ocorrer entre TNFR1 e TNFR2 (GUPTA, 2002). 

Vários mecanismos têm sido propostos para explicar esta observação.  

Tartaglia et al. (1993), sugeriram que o TNFR2 poderia atuar regulando a taxa 

de associação do TNF-α com TNFR1, possivelmente através do aumento da 

concentração de TNF-α na superfície celular, o que ocorreria por meio do recrutamento 

de moléculas de TNF-α e sua transferência para o TNFR1, num modelo de passagem-

do-ligante, e desta forma aumentaria a ligação e a sinalização através do TNFR1 

(TARTAGLIA et al., 1993;  DRI et al., 1999).  

Grell et al. (1999), mostraram que a estimulação do TNFR2 leva a um aumento 

da produção endógena de TNF ligado a membrana, o qual posteriormente ativaria 

TNFR1 de uma forma autotrópica e paratrópica,  resultando em aumento de apoptose 

induzida por este receptor.  

Weiss et al. (1998), demonstraram que, em células HeLa, o TNFR2 aumenta a 

apoptose induzida pelo TNFR1 através de um mecanismo baseado na anulação da 

sinalização anti-apoptótica dependente de TRAF2, molécula que participa da 

sinalização de ambos TNFR1 e TNFR2, desempenhando um papel crucial na ativação 

das vias NF-kB e JNK, as quais são essenciais para a sobrevivência celular. De acordo 

com estas observações, Chan e Lenardo (2000) constataram que a estimulação do 
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TNFR2 por si só não causa apoptose em células T Jurkat, no entanto, este sinal 

potencializa a indução de apoptose pelo TNFR1. Esse efeito causado pela estimulação 

do TNFR2 foi associado ao esgotamento de TRAF2 e a conseqüente redução dos 

fatores anti-apoptóticos associados ao TRAF2 (GUPTA, 2002; WAJANT et al., 2003).   

 Enfim, esses estudos demonstram que, em algumas condições, o TNFR2 pode 

interferir na sinalização apoptótica mediada pelo TNFR1 e sugerem que o “cross-talk” 

entre TNFR1 e TNFR2 (Figura 11 ) pode desempenhar um importante papel no 

resultado final da sinalização iniciada pelo TNF-α.  

 

          
        
 
Figura 11: Cross-talk TNFR1 e TNFR2. 
Fonte: Adaptado de KRUGLOV et al.(2008). 
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1.10 Receptores solúveis de TNF (sTNFR)  

 
 Para aumentar à complexidade do sistema de sinalização TNF-TNFR, tanto 

TNFR1 como TNFR2, que são inicialmente sintetizados como proteínas ligadas a 

membrana, podem liberar seus domínios extracelulares por clivagem proteolítica, num 

processo chamado de “shedding ectodomain”, formando moléculas solúveis dos 

receptores, denominadas sTNFR1 e sTNFR2, as quais são capazes de se ligar ao 

TNF-α (BROCKHAUS, 1997; XANTHOULEA et al., 2004).    

 O processo de “shedding” resulta na redução do número de moléculas dos 

receptores de TNF na superfície celular, o que pode transitoriamente insensibilizar as 

células a ação do TNF-α. Além disso, essas formas solúveis liberadas podem competir 

pelo TNF-α com os receptores de superfície celular e assim bloquear a atividade dessa 

citocina (ADERKA, 1996; XANTHOULEA et al., 2004). Considerando tais ações, foi 

sugerido que os receptores solúveis de TNF (sTNFR) funcionariam como antagonistas 

naturais do TNF-α. Entretanto, foi proposto que quando as concentrações de sTNFR 

são menores, eles podem aumentar a atividade do TNF-α por estabilizar e preservar as 

moléculas bioativas de TNF solúvel, prolongando a disponibilidade do TNF-α para 

ligação com os receptores na superfície celular, funcionando assim como agonistas do 

TNF-α (ADERKA et al.,1992; DAI et al., 2005). 

 Percebe-se assim, que as interações entre os receptores solúveis de TNF 

(sTNFR)  e seu ligante são muito mais complexas do que se pensava inicialmente, pois 

os sTNFR podem funcionar tanto como antagonistas como agonistas do TNF-α. Esses 

receptores solúveis são constitutivamente liberados para a circulação (PINCKARD et 

al., 1997; XANTHOULEA et al., 2004) e seus níveis aumentam durante o curso de 

varias doenças (DIEZ-RUIZ et al., 1995; XANTHOULEA et al., 2004). Neste contexto, o 
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mecanismo ativo de “shedding” do receptor pode tanto aumentar como limitar a ação 

da citocina, e consequentemente influenciar o balanço entre resistência e 

susceptibilidade a doenças (XANTHOULEA et al., 2004; PALAND et al., 2008). 

Portanto, verifica-se que a função dos receptores de TNF não são limitadas apenas a 

transdução de sinais, mas incluem, em suas formas solúveis, funções regulatórias 

extracelulares que afetam a biodisponibilidade sistêmica ou local de TNF-α.  

 

 

1.11 Importância do TNF- αααα e dos receptores de TNF durante a infecção pela 

micobactéria  

 
 
 A citocina proinflamatória TNF-α é essencial para a resposta imune na infecção 

com M. tuberculosis e não pode ser substituída por outra citocina. A superprodução de 

TNF pode causar imunopatologia, entretanto a produção deficiente resulta em infecção 

descontrolada (BEKKER et al., 2000; QUESNIAUX et al., 2010). O TNF-α é uma das 

primeiras citocinas produzidas pelos macrófagos alveolares após o reconhecimento da 

micobacteria através dos TLRs (GARCIA et al., 2011).  

O papel crítico do TNF-α no controle da tuberculose tem sido ilustrado 

recentemente, pelo aumento do risco de infecção primária ou reativação de infecção 

latente em pacientes que recebem terapia farmacológica anti-TNF, para tratamento de 

doenças inflamatórias crônicas como artrite reumatóide ou doença de Crohn  

(ALGOOD et al., 2004; QUESNIAUX et al., 2010; RAY et al., 2009). A importância do 

TNF na geração e manutenção de uma resposta imune protetora contra o M. 

tuberculosis, também tem sido demonstrada em modelos murinos. Estudos realizados 

em camundongos com deleção gênica de TNF, infectados com espécies de 

micobactérias de diferentes virulências, demonstraram que, embora o TNF-α não seja 
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necessário para a geração de uma resposta de células T antígeno específica, ele é 

essencial para controlar o recrutamento de células inflamatórias para os sítios de 

infecção e para o desenvolvimento de uma resposta granulomatosa protetora, com a 

contenção do crescimento de bacilos e a sobrevivência dos animais infectados (BEAN 

et al., 1999; SAUNDERS et al., 2005).  

 O TNF-α está envolvido em quase todas as fases de resposta inflamatória, 

desde a resposta inicial dos macrófagos a presença da micobactéria, até a migração de 

leucócitos através dos vasos sanguíneos e sua retenção no local da infecção (GARCIA 

et al., 2011; SAUNDERS et al., 2005). Dentre as múltiplas funções imunológicas do 

TNF-α durante a infecção com a micobactéria, pode-se destacar: (1) Recrutamento de 

células imunes para o local da infecção, através do aumento de moléculas de adesão e 

regulação da produção de quimiocinas por macrófagos (ALGOOD et al., 2004; ROACH 

et al., 2002); (2) Ativação dos macrófagos, em conjunto com a citocina IFN-γ, os quais 

aumentam a capacidade dessas células de eliminar a micobactéria intracelular 

(FLESCH; KAUFMANN, 1990; HEHLGANS; PFEFFER, 2005; RAY et al., 2009); (3) 

Regulação da atividade de outras citocinas pró-inflamatórias (ALGOOD et al., 2004; 

HODGE-DUFOUR et al., 1998); (4) Influência na sinalização secundária de macrófagos 

para a produção de NO (GORDON, 2003) e (5) Indução de apoptose de macrófagos 

infectados (BALCEWICZ-SABLINSKA et al., 1998; HEHLGANS; PFEFFER, 2005; 

RODRIGUES et al., 2009; ROJAS et al., 1999). A maioria das atividades do TNF 

durante a infecção pela micobactéria tem sido atribuídas a sua forma solúvel, 

entretanto, na ausência desta, a forma do TNF ligada a membrana parece 

desempenhar também um importante papel no controle da infecção aguda na 

tuberculose (SAUDERS et al., 2005).  
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 Assim como a citocina TNF-α, a sinalização através do TNFR1 parece ser 

igualmente essencial para a resistência do hospedeiro à infecção pela micobactéria. 

Flynn et al. (1995), verificaram que camundongos com deficiência TNFR1 (TNFR1-/-), 

infectados com M. tuberculosis rapidamente sucumbem à infecção e apresentam maior 

número de bacilos quando comparado a camundongos selvagens. Nos camundongos 

TNFR1-/-, granulomas foram formados em igual número aos animais controles, 

entretanto apresentavam-se fracamente organizados e com muitas áreas necróticas. 

Além disso, nos camundongos TNFR1-/-, a produção de espécies reativas de nitrogênio 

(RNI) por macrófagos foi prejudicada durante o inicio da infecção. Esses resultados 

sugerem que a sinalização através do TNFR1 desempenha um papel protetor na 

resposta imune contra a micobactéria, sendo que este papel parece estar relacionado 

com a ativação dos macrófagos e a subseqüente destruição do bacilo intracelular, por 

RNI, ou por um mecanismo alternativo, como por exemplo a indução da apoptose da 

célula infectada.   

 A importância da sinalização pelo TNFR1 na formação e manutenção do 

granuloma também foi comprovada por Ehlers et al. (2000), os quais constataram que, 

em camundongos TNFR1-/- infectados com M. avium ocorre desintegração dos 

granulomas com aumento da presença de células T nas lesões desintegradas. A 

ausência da apoptose mediada pelo TNFR1 pode estar relacionada com o acúmulo 

dessas células T, que por sua vez induziriam a apoptose de outras células inflamatórias 

levando a desintegração dos granulomas. Portanto, a sinalização mediada pelo TNFR1 

pode ser uma parte integrante do “feedback” entre macrófagos e células T que 

normalmente ocorre para controlar e regular a resposta inflamatória potencialmente 

prejudicial durante a infecção por micobactérias. 
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 Embora alguns estudos tenham demonstrado a importância do TNFR1 na 

resistência do hospedeiro a infecção por micobactérias, o papel do TNFR2 na 

imunidade antimicobacteriana ainda não é conhecido. Jacobs et al., (2000) 

comparando camundongos deficientes em TNFR1 ou TNFR2 infectados com 

Mycobacterium bovis BCG, observaram que camundongos TNFR1 deficientes foram 

altamente susceptíveis a infecção e sucumbiram, entre 4 e 5 semanas, confirmando os 

resultados de outros grupos. Neste estudo, a incapacidade dos animais TNFR1 

deficientes de eliminar a infecção foi associada com uma redução da resposta de 

hipersensibilidade tardia (DTH) ao derivado protéico purificado (PPD), e ao grave 

comprometimento na formação de granulomas com redução no recrutamento e 

ativação de macrófagos e menor expressão de moléculas de adesão. Em contraste, os   

camundongos   TNFR2-deficientes    desenvolveram   resposta   DTH   normal  e 

granulomas micobactericidas maduros, assim como os camundongos selvagens.  

Sugeriram então, que a imunidade anti-micobacteriana é amplamente dependente da 

via de sinalização do TNF-TNFR1, enquanto que a ativação do TNFR2 desempenha 

um menor papel.   

   

 

1.12 Modulação da sinalização TNF-TNFR por patógeno s  

 
 A sinalização através do TNFR1 parece desempenhar importante papel não só 

na infecção por micobactérias. Camundongos TNFR1 deficientes são incapazes de 

controlar a replicação de Listeria monocytogenes em fagócitos, embora o sistema de 

defesa antimicrobiano que gera intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio não 

seja prejudicado nestes camundongos (ENDRES et al., 1997).  
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 Da mesma forma, camundongos TNFR1 deficientes infectados com os parasitas 

intracelulares Leishmania major ou Trypanosoma cruzi apresentam maior parasitemia e 

mortalidade quando comparado ao animais selvagens (CASTANOS-VELEZ et al., 

1998; NASHLEANAS et al., 1998). Adicionalmente foi demonstrado um papel crucial do 

TNFR1, mas não para TNFR2, na Toxoplasmose murina (DECKERT-SCHLUTER, 

1998). Em contraste, na infecção por Histoplasma capsulatum ambos os receptores 

demonstraram uma influência fundamental no controle da infecção primária, embora 

camundongos TNFR1 deficientes tenham apresentado maior susceptibilidade do que 

os camundongos TNFR2 deficientes (ALLENDOERFER; DEEPE, 2000). 

Portanto, muitas evidências indicam que o TNF-α  e seus receptores, em 

especial o TNFR1 que parece ser o principal responsável pela maioria das funções 

biológicas do TNF, desempenham um papel chave na resistência in vivo a uma 

variedade de microorganismos, uma vez que medeiam a atividade microbicida de 

macrófagos e, em nível tecidual, a inflamação aguda e crônica. 

 Considerando a importância da sinalização TNF-TNFR na resposta imune a 

diversas infecções, não é difícil imaginar que alguns patógenos tenham desenvolvido a 

capacidade de regular a interação do TNF-α com seus receptores e assim inibir as 

funções antimicrobianas dessa citocina.  

Foi demonstrado que Shigella sp. reduz a expressão dos receptores de diversas 

citocinas, incluindo o TNFR1, o que pode estar relacionado ao shedding do receptor ou 

a internalização induzida pela citocina (RAQIB et al., 1995). O vírus Epstein-Barr 

também reduz a expressão do TNFR1, através da inibição de seu promotor, prevenindo 

a apoptose mediada pelo TNF-α e contornando assim os efeitos antivirais dessa 

citocina (MORRISON et al., 2004). 
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Outro exemplo é o citomegalovírus humano, que também impede as atividades 

do TNF-α reduzindo a expressão do TNFR1 na superfície celular durante o curso da 

infecção (BAILLIE et al., 2003). Adicionalmente foi visto que o citomegalovírus murino, 

reduz não só a expressão do TNFR1, mas também do TNFR2, sendo que a redução da 

expressão do TNFR2 ocorreu através da inibição do RNA mensageiro do receptor, 

enquanto que a redução da expressão do TNFR1 provavelmente envolveu um 

mecanismo pós-transcricional (POPKIN; VIRGIN, 2003).  

 Em relação ao adenovírus, resultados conflitantes e/ou complementares são 

encontrados na literatura. Chin e Horwitz (2006), demonstraram que o adenovírus 

apresenta um complexo chamado de receptor de internalização e degradação (RID), o 

qual reduz a expressão de TNFR1 na superfície celular, inibindo portanto a ativação do 

fator NF-κB. Essa redução seria causada pelo aumento da degradação do TNFR1 

internalizado que se associa com RID na membrana plasmática. Já o grupo de 

Scheneider-Brachert et al. (2006), constataram que uma determinada proteína do 

adenovirus, denominada E3-14.7K (14.7K), impede a internalização do TNFR1, 

resultando na inibição da formação do DISC e consequentemente da apoptose 

induzida pelo TNF-α.     

  Vale ainda destacar os recentes estudos de Paland et al. (2008), realizados com 

a bactéria intracelular obrigatória Clamydia trachomatis. Esses pesquisadores 

demonstraram que durante a infecção com essa bactéria, ocorre redução seletiva da 

expressão de TNFR1 na superfície das células infectadas. Essa redução foi atribuída 

ao shedding do receptor e ao recrutamento do TNFR1 para vacúolos endossomais 

contendo a bactéria intracelular, os quais são conhecidos como inclusões clamidiais.   
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1.13 Relação entre o TNF- αααα e seus receptores e a apoptose de macrófagos 

durante a infecção pela micobactéria 

 

O Mycobacterium tuberculosis é um patógeno extraordinariamente bem 

sucedido que consegue infectar latentemente quase um terço da humanidade e é 

responsável por cerca de dois milhões de mortes por ano. O sucesso deste patógeno 

está intrinsecamente ligado à sua capacidade de manipular o meio intracelular das 

células hospedeiras, principalmente os macrófagos, que são o local preferido para a 

persistência intracelular e crescimento da micobactéria (PORCELLI; JACOBS, 2008).  

 A manipulação de processos ligados à morte da célula hospedeira é uma 

estratégia bem conhecida de muitos vírus e também de algumas bactérias 

intracelulares. Coerente com sua capacidade de evadir da resposta imune, tem sido 

demonstrado que cepas virulentas da micobactéria também teriam a capacidade de 

modular a apoptose dos macrófagos infectados. Entretanto, os mecanismos envolvidos 

nesse processo de modulação ainda precisam ser elucidados e devem ser 

investigados, pois podem constituir possíveis alvos no desenvolvimento de uma nova 

vacina e novos medicamentos contra a tuberculose. Além disso, são importantes na 

compreensão dos fatores que levam a infecção inicial ou reativação da doença em 

algumas pessoas e ao controle da infecção em outras. 

Muitas evidências indicam que a sinalização através dos receptores de TNF  

exerce importante papel protetor na infecção contra micobactérias. Este papel, 

possivelmente está relacionado com as inúmeras funções que o TNF-α desempenha 

na resposta imume ao Mycobacterium, incluindo a indução da apoptose da célula 

hospedeira, a qual tem sido identificada como um mecanismo de defesa alternativo 

durante a fase inicial da infecção.  
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 Em estudo prévio realizado por nosso grupo (RODRIGUES et al., 2009), foi 

observado que a cepa virulenta de Mycobacterium bovis possui a capacidade de 

modular a apoptose dos macrófagos infectados, o que parece estar estreitamente 

relacionado com a citocina TNF-α, uma vez que constatamos uma relação direta entre 

os níveis de TNF-α e apoptose dos macrófagos pulmonares. Neste contexto, é possível 

que a micobactéria virulenta manipule a sinalização do TNF-α para promover a 

sobrevivência ou a morte celular, pois conforme explanado, a sinalização do TNF-α 

através dos seus receptores, principalmente o TNFR1, leva a ativação de complexos 

de sinalização que podem tanto ativar a cascata apoptótica como as vias anti-

apoptóticas do NF-κB e JNK.  

 Enfim, dada à importância do sistema TNF-TNFR na resistência a uma 

variedade de microorganismos e considerando que alguns patógenos desenvolveram 

mecanismos para subverter esta sinalização anulando assim as ações do TNF-α, é 

possível hipotetizar que a cepa virulenta de M. bovis possa modular a apoptose dos 

macrófagos alveolares por interferir na sinalização entre o TNF-α e seus receptores. 

Essa interferência pode ser mediada em vários níveis, incluindo, a regulação da 

expressão do ligante e do receptor na superfície celular, tanto a nível transcricional 

como pós-transcricional, inativação da ação do ligante através do shedding do receptor, 

entre outros.  

Portanto, o estudo da expressão dos receptores de TNF após a infecção com a 

micobactéria e sua relação com a apoptose de macrófagos torna-se importante para o 

aprofundamento dos conhecimentos relacionados à modulação da apoptose durante a 

infecção pela micobactéria. 

 

 



                                               49                                                                                                                             
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

2. OBJETIVOS  
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2.1 Objetivo Geral  

 
Avaliar, em modelo murino, a influência da sinalização TNF-TNFR na modulação da 

apoptose de macrófagos alveolares, durante a fase inicial da infecção pelas cepas 

virulenta e atenuada de Mycobacterium bovis, bem como, a possível interferência da 

micobactéria nesse sistema de sinalização.   

 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 
• Avaliar a expressão dos receptores de TNF na superfície de macrófagos 

alveolares após a infecção com as cepas virulenta e atenuada de 

Mycobacterium bovis e correlacionar a expressão desses receptores com a 

ocorrência da apoptose dos macrófagos.   

 

• Avaliar os níveis de receptores solúveis de TNF e da citocina TNF-α em fluidos 

pulmonares após a infecção com as cepas virulenta e atenuada de M. bovis.  

 

• Avaliar a expressão de RNA mensageiro dos receptores de TNF, após a 

infecção com as cepas virulenta e atenuada de M. bovis.  

 

• Avaliar o efeito do bloqueio da sinalização TNF-TNFR1 sob a modulação da 

apoptose de macrófagos, durante a infecção com M. bovis, em camundongos 

deficientes em TNFR1 (TNFR1-/-). 
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3. MATERIAL  E MÉTODOS 
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3.1 Animais e grupos experimentais  

 
Foram utilizados camundongos isogênicos da linhagem C57BL/6, machos, de 8-

10 semanas de idade, provenientes do Biotério CEBIO do ICB da Universidade Federal 

de Minas Gerais (UFMG). Nos experimentos onde avaliou-se os efeitos do bloqueio da 

sinalização TNF-TNFR1, foram utilizados animais deficientes para o receptor TNFR1 

(TNFR1-/-) machos, de 8-10 semanas de idade doados pelo Dr. João Santana da Silva, 

da USP / Ribeirão Preto. Os animais foram mantidos no setor de experimentação do 

Laboratório de Imunologia do ICB-UFJF, sob condições livres de patógenos, dentro de 

microisoladores acondicionados em estantes ventiladas (Alesco, Monte Mor, SP - 

Brasil) e receberam ração e água ad libitum. Todos os experimentos foram realizados 

de acordo com os princípios éticos postulados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal – COBEA e foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da UFJF, através do protocolo nº 007/2009-CEEA.  

Para cada experimento os camundongos foram divididos em três grupos de 12 

animais, sendo: (1) infectados com cepa atenuada de M. bovis (BCG – subcepa 

Moreau); (2) infectados com cepa virulenta de M. bovis (ATCC19274) e (3) controles 

não infectados. Os animais foram sacrificados para análises após 3 e 7 dias de 

infecção.  

 

3.2 Bactérias  

Foram utilizadas duas cepas de Mycobacterium bovis de diferentes virulências: 

1) Cepa atenuada: M. bovis Bacilo Calmette-Guérin (BCG) (subcepa Moreau), 

gentilmente cedida pela Fundação Ataulpho de Paiva e 2) Cepa virulenta: M. bovis tipo 

selvagem (ATCC 19274), gentilmente cedida pelo Instituto Nacional de Controle de 
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Qualidade em Saúde (INCQS/Fiocruz/RJ). Ambas as cepas foram cultivadas em meio 

Lowenstein-Jensen (DIFCO Laboratories, Detroit, MI - USA) por 21 dias. Após este 

período, as colônias foram coletadas, agitadas vigorosamente por 5 minutos em tubo 

contendo pérolas de vidro estéreis e ressuspendidas em PBS (Phosphate-Buffered 

Saline) estéril. A concentração da suspensão bacteriana foi ajustada para 1 × 106  

bactérias em 50 µl de PBS usando a escala padrão de McFarland. A viabilidade do 

inóculo, bem como a confirmação da sua concentração, foram determinadas através de 

diluição seriada da suspensão e plaqueamento em meio Lowenstein-Jensen.  

 

 

3.3 Infecção por via intratraqueal 

 
 Para estabelecimento da infecção pulmonar, a micobactéria foi injetada por via 

intratraqueal (i.t) de acordo com Soares et al. (2003). Os animais foram anestesiados 

por via intraperitoneal com 0,2 ml de solução anestésica contendo 0,9% NaCl, 2% 

xilazina e 5% ketamina. A traquéia foi exposta através de uma pequena incisão na pele 

e um total de 1 x 106 bacilos em 50 µl de PBS foram injetados usando uma 

microsseringa de 50 µl. A incisão na pele foi fechada com linha cirúrgica e os 

camundongos foram mantidos em posição levemente vertical até o término do efeito da 

anestesia. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas de 

biossegurança e os animais infectados foram colocados em gaiolas com 

microisoladores. Camundongos controles foram submetidos aos mesmos 

procedimentos recebendo como inóculo apenas 50 µl de PBS.  
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3.4 Lavado Broncoalveolar (BAL) 

 
Neste trabalho foi utilizada a técnica do Lavado Broncoalveolar (BAL) para 

obtenção das células pulmonares (CROWELL et al., 1992; GARN, 2006). Para tal, os 

animais foram sacrificados no 3º e no 7º dia após a infecção por superdose de 

anestesia (0.9% NaCl, 2% xilazina, 5% ketamina). A traquéia dos camundongos foi 

exposta com o auxílio de material cirúrgico (pinça e tesoura pequenas) e em seguida 

foi delicadamente canulada com um cateter intravenoso (20G), o qual foi fixado com 

uma linha, a fim de que se mantivesse uma posição adequada, evitando assim que a 

cânula provocasse ferimento no pulmão ou saísse da traquéia. Com auxílio de uma 

seringa foi injetado vagarosamente 1 ml de PBS gelado, o qual foi aspirado e injetado 

novamente até que se completasse 6 lavagens broncoalveolares. A suspensão celular 

obtida através do BAL foi então acondicionada em tubo plástico cônico e mantida no 

gelo. Logo após, foi centrifugada a 1400 rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi 

aliquotado e estocado a -80°C, para posterior dosagem dos receptores solúveis de 

TNF. As células sedimentadas foram ressuspendidas em meio RPMI-1640 (Sigma) 

com 10% Soro Fetal Bovino (RPMI/SFB 10%) contadas em câmara de Neubauer 

(método Trypam) e utilizadas para confecção de lâminas em citocentrifuga e para 

análises por citometria de fluxo.   
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3.5 Desenho experimental dos estudos “ in vivo ”  

 

 

 
 
 
 
3.6 Análise da expressão dos receptores TNFR1 e TNFR2 n a superfície de 

macrófagos alveolares por citometria de fluxo 

 
 Para avaliar a expressão dos receptores de TNF na superfície dos macrófagos 

alveolares, após 3 e 7 dias de infecção, as células pulmonares obtidas através do 

lavado broncoalveolar, como anteriormente descrito, foram lavadas e ressuspendidas 

em 100 µl de tampão de marcação (PBS / 0,1% NaN3 / 2% SFB) contendo os 
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anticorpos específicos para TNFR1 (3H3104 - Santa Cruz Biotechnology) ou TNFR2 

(TR75-89 - Santa Cruz Biotechnology), CD11b (BD-Pharmingen) e CD11c (BD-

Pharmingen), conjugados com diferentes fluorocromos (FITC, PE, APC), nas 

concentrações indicadas pelos fabricantes. As células foram incubadas por 30 minutos 

a 4°C ao abrigo da luz. Após a incubação, as células foram lavadas em tampão de 

marcação, centrifugadas a 1400 rpm por 10 min a 4°C, ressuspendidas em 300 µl de 

tampão de marcação e analisadas em citômetro de fluxo (FACScalibur – BD), por meio 

de software específico (CellQuest – BD). As amostras foram mantidas no gelo e as 

leituras foram realizadas em um intervalo máximo de 3 horas.  

A população de macrófagos alveolares foi selecionada segundo suas 

características de tamanho (FSC = Foward Scatter) e granulosidade (SSC = Side 

Scatter) e de acordo com a expressão de CD11b e CD11c conforme descrito por 

Gonzalvez-Juarrero et al. (2003). A expressão dos TNFRs nesta população foi avaliada 

de acordo com a intensidade média de fluorescência (MFI).   

 

 

3.7 Análise da apoptose de macrófagos alveolares 
 

Para avaliar a freqüência da apoptose dos macrófagos alveolares nos 

camundongos infectados e controles, foi utilizada a técnica de detecção com Anexina-

V, que permite identificar as células apoptóticas com base na exposição da 

fosfatidilserina. A fosfatidilserina é um aminofosfolipídeo normalmente presente no 

folheto interno da membrana plasmática que altera seu posicionamento, sendo exposto 

no folheto externo da membrana, logo no início da cascata apoptótica (MARTIN et al., 

1995). A Anexina-V, por sua vez, é uma proteína de 35 kDa com alta afinidade pela 

fosfatidilserina. A exposição da fosfatidilserina ocorre tanto nos estágios iniciais da 
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apoptose como nas células em necrose. O que torna possível a diferenciação entre 

esses dois processos é a reação entre o iodeto de propídeo (PI) e o DNA nuclear, que 

ocorrerá de acordo com o estado de integridade da membrana plasmática. O iodeto de 

propídeo é um corante fluorescente que cora DNA e não cruza a membrana plasmática 

de células viáveis ou nos estágios iniciais da apoptose, pois nestas células a 

integridade da membrana plasmática é mantida. Em células necróticas, ocorre a perda 

da integridade da membrana, que se torna permeável, permitindo assim a entrada do 

PI e sua reação com o DNA nuclear. Através do uso do citômetro de fluxo com análise 

bivariada, é possível então avaliar simultaneamente as diferentes populações de 

células marcadas ou não com Anexina V e coradas ou não com iodeto de propídeo 

(PI). Assim, identificam-se três populações celulares distintas: as células viáveis (ANEX 

V-/PI-), as células apoptóticas (ANEX V+/PI-) e as células necróticas (ANEX V+/PI+). 

Alternativamente pode ser usado o corante 7-AAD para substituir o iodeto de propídeo.  

Após 3 e 7 dias de infecção, as células pulmonares obtidas através do BAL, 

como anteriormente descrito, foram lavadas com 500 µl de solução tampão de Anexina 

(10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2) e 

posteriormente ressuspendidas em 100 µl de tampão Anexina contendo Anexina-V a 

uma concentração final de 1:500. A solução foi agitada suavemente e incubada por 20 

minutos à temperatura ambiente ao abrigo da luz. Após este período, foram 

adicionados em cada tubo, 400µl de solução tampão Anexina e 40 µl (100µg/ml) de PI. 

As amostras foram então mantidas no gelo e imediatamente analisadas em citômetro 

de fluxo (FacScalibur-BD). Para a população controle, foram utilizadas células não 

marcadas (autofluorescência), células marcadas somente com Anexina-V e células 

marcadas somente com PI.  
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A população de macrófagos alveolares foi selecionada segundo suas 

características de tamanho (FSC = Foward Scatter) e granulosidade (SSC = Side 

Scatter) e de acordo com a expressão de CD11b e CD11c, conforme já mencionado. 

Gráficos tipo “Dot plot” (Anexina-V x PI) desta população foram gerados e a 

porcentagem de macrófagos apoptóticos (Anexina V+/ PI-) foi determinada.  

 

 

3.8 Determinação da concentração de receptores solúveis  de TNF (sTNFR1 

e sTNFR2) no lavado broncoalveolar 

 
 A concentração dos receptores solúveis de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) foi 

mensurada no sobrenadante do BAL dos animais infectados e controles, através do 

método de ELISA, utilizando-se o kit DuoSet ELISA Development (R&D Systems), de 

acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, placas de ELISA (NUNC) foram 

sensibilizadas com o anticorpo de captura, anti-sTNFR1 ou anti-sTNFR2, diluídos em 

PBS, e incubadas por 18h a temperatura ambiente. Após este período, as placas foram 

lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) e os sítios inespecíficos foram 

bloqueados com PBS contendo 1% BSA (PBS/BSA 1%), por 1 hora a temperatura 

ambiente. Novamente, as placas foram lavadas em PBST e as amostras de 

sobrenadante do BAL, bem como os padrões da curva, foram adicionadas e incubadas 

por 18h a 4°C. Terminada a incubação as placas foram lavadas. Em seguida foi 

adicionado o anticorpo de detecção biotinilado, diluído em PBS/BSA 1% e as placas 

foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente. Após este período, as placas 

foram novamente lavadas e o complexo detector formado pelo conjugado 

estreptavidina-peroxidase foi adicionado e as placas incubadas por mais 20 minutos à 

temperatura ambiente. Após lavagens adicionais, a reação foi revelada pela adição da 



                                               59                                                                                                                             
  

solução substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB) mais peróxido de hidrogênio e 

incubação por 20 minutos ao abrigo da luz. A reação foi interrompida com ácido 

sulfúrico 1M e a leitura foi imediatamente realizada em leitor de placas (SPECTRAMAX 

190, Molecular Devices, USA) a 450 nm. As concentrações dos receptores solúveis 

foram calculadas a partir da curva-padrão, obtida pelas diferentes concentrações dos 

padrões. 

 

 

3.9 Determinação da concentração de TNF- αααα no pulmão 

 
A concentração da citocina TNF-α foi avaliada no homogeneizado do pulmão 

dos animais infectados e controles. O homogeneizado do pulmão foi obtido conforme a 

técnica descrita em Soares et al. (2003). Brevemente, amostras de pulmão coletadas 

no 3º e 7º dia de infecção e armazenadas a -20°C, foram descongeladas e 100 mg do 

tecido pulmonar de cada animal foram homogeneizados, com auxílio de um pistilo, em 

1 ml de solução de extração de citocinas contendo,  PBS-Tween 20 (0,05%), 0,1 mM 

PMSF (Metil Sulfonil Fluoride), 0.1 mM cloreto de benzetônio, 10 mM EDTA e 20 KI 

aprotinina A. As amostras foram então centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 

4°C, e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C. Posteriormente, essas 

amostras de homogeneizado foram utilizadas para detecção da citocina através da 

técnica de ELISA de captura, descrita a seguir.  

Placas de ELISA (NUNC) foram sensibilizadas com o anticorpo de captura, anti-

TNF diluído em tampão fosfato pH 6.5, segundo as normas do fabricante (BD OptEIA, 

CA, USA), e incubadas por 18h a 4°C. Após este período, as placas foram lavadas com 

PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) e os sítios inespecíficos foram bloqueados 

com PBS contendo 10% SFB, por 1 hora. Novamente, as placas foram lavadas em 
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PBST e as amostras de homogeneizados de pulmão, diluídas na razão de 1:5, bem 

como os padrões da curva foram adicionados e incubados por 18h a 4°C. Terminada a 

incubação as placas foram lavadas. Em seguida o complexo detector formado pelo 

anticorpo de detecção biotinilado mais o conjugado estreptavidina-peroxidase foi 

adicionado e as placas incubadas por mais 1 hora. Após lavagens adicionais, a reação 

foi revelada pela adição da solução substrato contendo TMB e peróxido de hidrogênio. 

A reação foi interrompida com ácido sulfúrico 1M e a leitura foi realizada em leitor de 

placas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, USA) a 450 nm. A quantidade da 

citocina foi calculada a partir da curva-padrão, obtida pelas diferentes concentrações da 

citocina recombinante.  

 

 

3.10 Avaliação da expressão gênica de TNFR1 e TNFR2  por PCR em Tempo-Real 

 
 A quantificação relativa de RNA mensageiro (mRNA) dos receptores TNFR1 e 

TNFR2 foi avaliada nos pulmões dos animais infectados e controles através de PCR 

em Tempo-Real. Todas as etapas da reação foram realizadas com a colaboração do 

Dr. Marco Antonio Machado na EMBRAPA-CNPGL, Juiz de Fora, MG, conforme 

descrito a seguir. 

 

3.10.1 Extração de RNA total e reação de transcriçã o reversa para obtenção de 

DNA complementar 

 
 Após 3 e 7 dias de infecção, amostras de pulmão dos camundongos infectados e 

controles foram coletadas e armazenadas em RNA later a -80°C. Posteriormente, as 

amostras foram removidas, pesadas e aproximadamente 5 mg do tecido pulmonar foi 
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rompido e homogeneizado utilizando o aparelho TissueRuptor (Qiagen, Alemanha) na 

presença de tampão de lise, durante 45 a 90 segundos. A extração do RNA total dos 

pulmões foi realizada utilizando-se o Kit RNeasy Mini (Quiagen), segundo 

especificações do fabricante, permitindo a obtenção de material com grau de pureza 

satisfatório. As amostras de RNA total foram quantificadas por nanoespectrofotometria 

através do NanoDrop ND1000 (NanoDrop, EUA) e qualificadas através do 2100 

Bioanalyzer (Agilent, EUA) para verificar a integridade do RNA. 

 A seguir, as amostras de RNA total foram submetidas à reação de transcrição 

reversa (RT) para obtenção de DNA complementar (cDNA). Para esta reação foi 

utilizado o kit SuperScript III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, EUA) 

conforme as instruções do fabricante. O cDNA produzido foi armazenado a -20°C até o 

momento da realização da PCR em Tempo-Real.  

 

3.10.2 Quantificação relativa do cDNA por PCR em Te mpo-Real   
 

 As quantificações relativas do cDNA das amostras de pulmão foram realizadas 

utilizando a metodologia de PCR em Tempo-Real. As reações foram feitas utilizando-se 

o kit comercial SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), de acordo com as 

recomendações do fabricante. A quantidade de cDNA e a concentração de primer 

utilizados foram os que demonstraram maior eficiência no processo de padronização 

das reações. Os seguintes primers foram utilizados: (TNFR1) 5’-GCCTCC 

CGCGATAAAGCCAACC e 5’-CTTTGCCCACTTTCACCCACAGG (ZHANG et al., 

2008) e (TNFR2) 5’-GAAAACCCATTCTGGCAG CTGTCG e 5’-CAGGATG 

CTACAGATGCGGTGG (RANDALL et al., 2008). O gene HPRT foi utilizado como 

controle endógeno. As temperaturas de ligação dos primers foram de 60ºC para 

TNFR1 e TNFR2 e de 53ºC para HPRT. 
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Brevemente, a reação contendo cDNA, par de primers, Master Mix (dNTPs, 

referência passiva, SYBR® Green, etc) e 0,1 U Taq DNA Polimerase, em um volume 

final de 25 µL, foi incubada a 95ºC por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95ºC por 15 

segundos, ligação na temperatura específica para cada primer por 30 segundos e 

extensão a 60ºC por 30 segundos. Controles negativos nos quais o cDNA foi omitido 

durante a reação de PCR em Tempo-Real foram preparados. As amostras foram então 

incubadas no aparelho ABI PRISM® 7300 Sequence Detection Systems (Applied 

Biosystems). Cada amostra foi avaliada em duplicata em placas ópticas de reação de 

96 poços (Applied Biosystems), seladas com filme adesivo óptico (Applied Biosystems) 

e amplificadas no aparelho ABI PRISM® 7300 Sequence Detection Systems (Applied 

Biosystems). Ao final dos ciclos de amplificação, as amostras foram submetidas à 

análise da curva de dissociação, no intuito de verificar a presença ou ausência de 

produtos não específicos e/ou dímeros de primer.  

A quantificação foi realizada usando-se o método do Ct (cycle threshold) 

comparativo, com os resultados expressos relativos a genes de referência endógena e 

um grupo controle. O Ct corresponde ao ciclo em que cada curva de amplificação 

atravessa o limiar de detecção (threshold), servindo como base para comparação entre 

as amostras. O threshold pode ser automático, ou seja, determinado pelo próprio 

aparelho, ou estabelecido pelo usuário, sendo posicionado na região de amplificação 

exponencial ou geométrica das curvas de amplificação onde a eficiência da PCR é 

maior, e serve como uma referência do ponto no qual todas as amostras possuem uma 

mesma intensidade de fluorescência, ou seja uma mesma quantidade de produto da 

PCR. 
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3.10.3 Análise dos resultados da PCR em Tempo-Real 

 

A análise para quantificação relativa da expressão dos genes TNFR1 e TNFR2 

foi realizada de acordo com o método descrito por Pfaffl et al. (2002) que utiliza o 

seguinte modelo matemático: 

 

 

 

A partir deste método foi desenvolvido o software REST® (PFAFFL et al., 2002), 

que foi utilizado neste trabalho. O modelo estatístico Pair Wise Fixed Reallocation 

Randomisation TEST® presente no software REST® foi utilizado para comparar as 

expressões diferenciais. Este modelo foi desenvolvido com base em testes de 

permutação, que são uma alternativa a ser utilizada quando os testes paramétricos não 

podem ser usados. Estes testes obtem resultados a partir de permutações aleatórias 

dos dados do experimento. Os dados de Ct são permutados (ou rearranjados) 

repetidamente e a estatística de teste é calculada para cada uma das permutações 

resultantes. 
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3.11 Contagem de bacilos em macrófagos alveolares  

 

 As micobactérias são bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR), o que significa 

que durante os procedimentos de coloração pela fucsina, não se deixam descorar por 

uma mistura de álcool e ácido clorídrico. Esta propriedade está relacionada à parede 

celular dessas bactérias que é constituída de grande quantidade de lipídeos (60 a 70 

%), o que a torna extremamente difícil a penetração de corantes aquosos, visto que 

essas paredes são hidrofóbicas. Assim, é necessário utilizar um corante mais 

concentrado e medidas especiais, tal como o aquecimento,  para forçar a passagem do 

corante através da parede bacteriana. Entretanto, após a penetração do corante nas 

células é muito difícil a sua remoção, mesmo que para isso se use uma mistura 

agressiva de álcool-ácido como agente descorante. 

Um dos método mais utilizados para se verificar se uma bactéria é álcool-ácido 

resistente é a coloração de Ziehl-Neelsen. Este método consiste em se cobrir o 

esfregaço com fucsina fenicada, que deve ser aquecida durante o período de 

incubação e, em seguida tratá-lo com uma mistura de álcool (97%) e ácido clorídrico 

(3%) até que o esfregaço esteja totalmente descorado. Depois de lavado com água, o 

esfregaço é corado com azul de metileno que é o corante de contraste. Os bacilos 

álcool-ácido resistentes (BAAR) que retêm a fucsina adquirem a cor deste corante 

(vermelho), e as demais estruturas celulares se coram pelo azul de metileno. 

Portanto, como alternativa para mensurar o crescimento da micobactéria, foi 

utilizado a coloração de Ziehl-Neelsen em lâminas preparadas por citocentrifugação 

das células pulmonares obtidas no lavado broncoalveolar. O número de macrófagos 

contendo a micobactéria de um total de 100 macrófagos por amostra foi registrado e o 

número de bacilos em cada macrófago infectado foi pontuado em 1 a 10 
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bacilos/macrófago ou mais de 10 bacilos/macrófago. A partir desses dados, a 

porcentagem de macrófagos infectados e a porcentagem de macrófagos infectados 

com os diferentes números de bacilos por célula foram calculados. A ocorrência de 

disseminação da bactéria entre o 3º e o 7º dia de infecção foi verificada com base na 

alteração da porcentagem de macrófagos infectados entre os dois pontos (ZHANG et 

al., 1998). 

 

 

3.12 Análise da expressão superficial de TNFR1 e TN FR2 “ in vitro” .  

 

Foi realizado um estudo preliminar in vitro antes dos experimentos in vivo 

descritos acima. Para tal, foram utilizados macrófagos murinos da linhagem J774A.1. 

Os macrófagos foram colocados em placas de 24 poços na concentração de 5 x 104 

células por poço, em meio RPMI 1640 suplementado com L-glutamina (2 mM), 

penicilina (100 U mL_1), estreptomicina (100 µg mL_1), aminoácidos não essenciais (1% 

v/v X 100) e 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor. Essas células foram 

incubadas a 37ºC em atmosfera úmida com 5% CO2 por 2 dias para aderência e até 

atingir 80% da confluência. Posteriormente, os macrófagos foram infectados com M. 

bovis BCG, cuja suspensão foi preparada conforme descrito no item 3.2. Para a 

infecção, removeu-se o meio de cultura de cada poço e adicionou-se 100 µl da 

suspensão bacteriana contendo aproximadamente 3 x 107 bactérias, a fim de se obter 

uma multiplicidade de infecção (MOI) de aproximadamente 10 bactérias para cada 

célula (10:1). As células foram incubadas por 2 horas a 37ºC, em atmosfera de 5% de 

CO2. Logo após o inóculo foi removido e as placas foram lavadas três vezes com PBS 
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pré-aquecido em banho-maria, a fim de se remover as bactérias não fagocitadas. Meio 

de cultura fresco e livre de antibiótico foi então adicionado.  

Após 24, 48 e 72 horas de infecção, os macrófagos J774 foram desprendidos 

dos poços com “cell scrapper” e lavados três vezes com PBS. As células foram então 

ressuspendidas em tampão de marcação (PBS / 0,1% NaN3 / 2% SFB) contendo 

anticorpos monoclonais específicos para TNFR1 (3H3104) e TNFR2 (TR75-89) (Santa 

Cruz Biotechnology) ou os isótipos controles correspondentes e incubadas por 30 min a 

4ºC no escuro. Após a incubação, as células foram lavadas e ressuspendidas em 

tampão de marcação e analisadas por citometria de fluxo usando FACSCalibur  (BD).  

 

 

3.13 Análise estatística  

 
Os resultados foram obtidos através de dois ou mais experimentos independentes 

e foram expressos como média ± erro padrão (EP). Primeiramente os dados foram 

avaliados pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk para verificar se assumiam uma 

distribuição normal. Como os dados não seguiam a distribuição normal, foi utilizado o 

teste não paramétrico de Mann-Whitney, indicado na comparação de dois grupos 

independentes, a fim de se verificar diferenças significativas entre os grupos 

estudados. O intervalo de confiança utilizado foi de 95%. O valor de p<0,05 foi 

considerado significativo. Todas as análises foram realizadas utilizando-se o programa 

GraphPad Prism 5.00. 
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4. RESULTADOS  
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4.1 Infecção com a micobactéria altera a expressão superficial dos receptores de 

TNF-αααα em macrófagos J774. 

 

As interações entre o TNF-α e seus receptores inicia múltiplas vias de 

sinalização que podem resultar na sobrevivência ou morte das células. Esse resultado 

depende de vários fatores, dentre eles o nível de expressão de moléculas dos 

receptores de TNF (TNFRs) (HEHLGANS; PFEFFER 2005; SUM; FINK, 2007). 

Portanto, inicialmente foi realizado um estudo in vitro a fim de avaliar se a infecção com 

a micobactéria altera a expressão dos receptores TNFR1 e TNFR2 na superfície de 

macrófagos. Para tal, macrófagos J774A.1 foram infectados com M. bovis BCG (MOI 

10:1) e a expressão superficial de TNFR1 e TNFR2 foi avaliada por citometria de fluxo. 

A infecção com M. bovis BCG induziu um aumento significativo e gradual da expressão 

de TNFR1 na superfície dos macrófagos (Figura 12A ). Em contraste, uma redução 

significativa da expressão superficial de TNFR2 foi observada nas células infectadas 

(Figura 12B ).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                               69                                                                                                                             
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

                                
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                
 
Figura 12.  Expressão superficial de TNFR1 (A) e TNFR2 (B) em m acrófagos J774A.1.  Macrófagos 
J774A.1 foram infectados com M. bovis BCG (MOI 10:1). Após 24, 48 e 72 horas de infecção, as células 
foram marcadas com anti-TNFR1 e anti-TNFR2 e analisadas por citometria de fluxo. A expressão dos 
receptores foi avaliada de acordo com a intensidade média de fluorescência (MFI) de pelo menos 10.000 
células por amostra. Cada barra representa a Média ± EPM. * P < 0.05. Histogramas representativos 
mostram a expressão superficial de TNFR1 ou TNFR2 em células não infectadas (linha pontilhada); 
células infectadas com M. bovis BCG (linha preta) ou células marcadas com isótipo controle (área cinza 
claro).  
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4.2  Expressão de TNFR1 e TNFR2 em macrófagos alveo lares após a infecção 

com M. bovis  atenuado e virulento.  

 

A seguir, para determinar in vivo se as cepas atenuada e virulenta de M. bovis 

induzem o mesmo perfil de expressão dos TNFRs em macrófagos alveolares, 

camundongos C57Bl/6 foram intratraquealmente infectados com M. bovis atenuado 

(BCG) ou com M. bovis virulento (ATCC 19274). Após 3 e 7 dias de infecção, 

macrófagos alveolares obtidos através do BAL foram identificados como células 

CD11b-/CD11c+/high (Figura 13A ) e a expressão de TNFR1 e TNFR2 na superfície 

dessas células foi avaliada por citometria de fluxo (Figura 13B ).  

Foi observado um aumento significativo na expressão de TNFR1 em macrófagos 

alveolares após a infecção com a cepa atenuada tanto no 3º como no 7º dia de 

infecção. Em contraste, na infecção com a cepa virulenta, o aumento da expressão de 

TNFR1 ocorreu somente no 7º dia de infecção (Figura 13C ). No 3º dia, a expressão de 

TNFR1 induzida pela cepa virulenta foi similar àquela detectada para o controle não 

infectado e significativamente menor do que a expressão induzida pela cepa atenuada. 

Enquanto que no 7º dia, a expressão superficial de TNFR1 não diferiu 

significativamente entre as cepas atenuada e virulenta de M. bovis (Figura 13C ).   

Em relação ao TNFR2, foi observado uma redução significativa na expressão 

deste receptor na superfície de macrófagos alveolares no 3º e 7º dia após a infecção 

com ambas as cepas de M. bovis (Figura 13D ).  
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Figura 13.  Expressão superficial de TNFR1 e TNFR2 em macrófago s alveolares após infecção 
com M. bovis . Camundongos C57BL/6 foram infectados com as cepas atenuada ou virulenta de M. 
bovis. Controles foram inoculados com PBS. Após 3 e 7 dias de infecção, as células pulmonares foram 
obtidas através do BAL. Macrófagos alveolares foram identificados como CD11b-/CD11c+/high (A) e a 
expressão superficial de TNFR1 e TNFR2 nesta população foi avaliada por citometria (B). Resultados da 
marcação para TNFR1 (C) e TNFR2 (D) foram expressos como a intensidade média de fluorescência 
(MFI) de pelo menos 10.000 células por amostra. Cada barra representa Média ± EPM de um 
experimento representativo de três com resultados similares. * P < 0.05 versus controle, # P < 0.05.  
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4.3 Expressão gênica de TNFR1 e TNFR2 após a infecç ão com M. bovis  atenuado 

e virulento.  

 

A redução da expressão de TNFR2 na superfície dos macrófagos alveolares 

observada após a infecção com ambas as cepas de M. bovis, bem como a menor 

expressão superficial de TNFR1 no 3º dia de infecção com a cepa virulenta, podem ter 

ocorrido em resposta à alteração da expressão gênica destes receptores. Portanto, foi 

avaliado a quantidade de RNA mensageiro (mRNA) de TNFR1 e TNFR2 por PCR em 

Tempo-Real. Foi verificado que a expressão de mRNA de TNFR2 não foi reduzida 

após a infecção com ambas as cepas de M. bovis (Figura 14B ). Da mesma forma, a 

baixa expressão de TNFR1 no 3º dia de infecção com a cepa virulenta, não foi causada 

pela redução da expressão gênica, ao contrário, a expressão de mRNA de TNFR1 foi 3 

vezes maior neste ponto (Figura 14A ), sugerindo que a regulação da expressão 

superficial de TNFR1 e TNFR2 nos macrófagos alveolares ocorre a nível pós-

transcricional.  
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Figura 14: Quantificação relativa de mRNA de TNFR1 e TNFR2 após infecção com M. bovis . 
Camundongos C57BL/6 foram infectados com as cepas atenuada ou virulenta de M. bovis. Controles 
foram inoculados com PBS. Após 3 e 7 dias de infecção amostras de pulmão foram coletadas, 
processadas e utilizadas para quantificação relativa de mRNA de TNFR1 e TNFR2 por PCR em Tempo-
Real conforme descrito em material e métodos. Cada barra representa a Média ± EPM.  
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4.4 Alteração da expressão superficial dos receptor es de TNF pode ser devido à 

clivagem “shedding” dos receptores da superfície ce lular.  

 

Tanto TNFR1 como TNFR2 podem ser liberados da superfície das células por 

clivagem proteolítica, formando as moléculas solúveis sTNFR1 e sTNFR2. Este 

processo desempenha importante papel na regulação da expressão superficial dos 

receptores (ADERKA, 1996; XANTHOULEA et al., 2004). Sendo assim, os níveis de 

sTNFR1 e sTNFR2 no fluido do BAL foram mensurados por ELISA a fim de avaliar se a 

clivagem “shedding” do ectodomínio de TNFR1 e TNFR2 poderia explicar a redução na 

expressão destes receptores na superfície dos macrófagos alveolares.  

A quantidade de sTNFR1 aumentou significativamente apenas no 3º dia de 

infecção com a cepa virulenta (Figura 15A ), o que sugere que o “shedding” de TNFR1 

pode estar envolvido na baixa expressão superficial deste receptor detectada neste 

ponto da infecção com a cepa virulenta. Da mesma forma, a redução da expressão 

superficial de TNFR2 em macrófagos alveolares pode estar relacionada com a 

clivagem deste receptor da superficie celular, uma vez que um aumento significativo do 

sTNFR2 no BAL foi detectado no 3º e 7º dia após a infecção com ambas as cepas de 

M. bovis (Figura 15B ). 
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Figura 15: Quantificação de sTNFR1 e sTNFR2. Os níveis dos receptores solúveis sTNFR1 (A) e 
sTNFR2 (B) no fluido do lavado broncoalveolar (BAL), de camundongos infectados com as cepas 
atenuada ou virulenta de M. bovis e controles não infectados, foram mensurados por ELISA. Cada barra 
representa a Média ± EPM de um experimento representativo de três com resultados similares. * P < 
0.05 versus controle, # P < 0.05 
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4.5 Aumento da produção de TNF- αααα após infecção com as cepas atenuada e 

virulenta de M. bovis .  

 

A sinalização iniciada pelo TNF-α pode ser afetada em vários níveis, incluindo a 

regulação da expressão de seus receptores e liberação de suas formas solúveis, e 

também a regulação da expressão do ligante (HEHLGANS; PFEFFER, 2005). 

Adicionalmente, alguns estudos sugerem que a micobacteria apresenta mecanismos 

específicos para modular a produção de TNF-α por macrófagos (PHILIPS; ERNST, 

2012). Portanto, os níveis de TNF-α foram mensurados por ELISA no 3º e 7º dia de 

infecção com as duas cepas de M. bovis. Foi observado que os níveis de TNF-α no 

pulmão dos animais aumentaram significativamente após a infecção com ambas as 

cepas, quando comparado ao controle não infectado. Ao comparar os grupos 

infectados, foi verificado que no 3º dia, os níveis de TNF-α não diferiram 

significativamente entre a cepas atenuada e virulenta de M. bovis, embora tenha sido 

detectado um menor nível desta citocina na infecção com a cepa virulenta. No entanto, 

no 7º dia de infecção, a cepa virulenta induziu significativamente mais TNF-α do que a 

cepa atenuada (Figura 16 ).    
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Figura 16: Quantificação de TNF- α. Os níveis de TNF-α no pulmão de camundongos infectados com 
as cepas atenuada e virulenta de M. bovis e controles não infectados foram mensurados por ELISA. 
Cada barra representa a Média ± EPM. Resultados de um experimento representativo de três com 
resultados similares são mostrados. * P < 0.05 versus controle,  # P < 0.05 
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4.6 Apoptose de macrófagos alveolares induzida pelo  M. bovis  
 

Conforme já mencionado, a sinalização do TNF-α através do TNFR1 é capaz de 

induzir tanto a sobrevivência como a apoptose das células. Já a sinalização pelo 

TNFR2 induz preferencialmente sinais de sobrevivência, mas pode também 

potencializar o sinal de morte mediado pelo TNFR1 (CABAL-HIERRO; LAZO, 2012). 

Portanto, foi avaliado a freqüência de macrófagos alveolares apoptóticos após a 

infecção com as cepas atenuada e virulenta de M. bovis, a fim de se verificar uma 

possível relação entre a expressão dos receptores de TNF e apoptose induzida pela 

micobactéria.  

Foi observado um aumento significativo da apoptose de macrófagos alveolares 

no 3º e 7º dia de infecção com a cepa atenuada e no 7º dia de infecção com a cepa 

virulenta. No 3º dia, a cepa virulenta induziu significativamente menos apoptose de 

macrófagos alveolares do que a cepa atenuada. Em contraste, no 7º dia a cepa 

virulenta induziu significativamente mais apoptose do que a cepa atenuada (Figura 17 ).  
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Figura 17: Apoptose de macrófagos alveolares após i nfecção com M. bovis . Camundongos 
C57BL/6 foram infectados com as cepas atenuada e virulenta de M. bovis. Após 3 e 7 dias de infecção, a 
freqüência de macrófagos alveolares apoptóticos foi analisada por citometria de fluxo. Cada barra 
representa a Média ± EPM. Resultados de um experimento representativo de três com resultados 
similares são mostrados. * P < 0.05 versus controle, # P < 0.05 
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4.7 Participação do TNFR1 na modulação da apoptose induzida pela 

micobactéria. 

  

Analisando a expressão dos receptores de TNF em macrófagos alveolares 

(Figura 13 ) e a ocorrência da apoptose dessas células (Figura 17 ) após a infecção 

com as cepas atenuada e virulenta de M. bovis, verificamos uma relação direta entre a 

expressão superficial de TNFR1 e a apoptose dos macrófagos alveolares, sugerindo 

um papel potencial para o TNFR1 na modulação da apoptose induzida pela 

micobactéria. Para adicionalmente avaliar a contribuição do TNFR1 na apoptose de 

macrófagos durante a infecção por micobactérias, camundongos deficientes em TNFR1 

(TNFR1-/-) e camundongos tipo selvagem C57Bl/6 foram infectados com M. bovis 

atenuado (BCG) e a frequência de apoptose de macrófagos alveolares foi comparada. 

Camundongos TNFR1-/- exibiram uma redução significativa da apoptose de macrófagos 

alveolares quando comparados a camudongos do tipo selvagem (WT) (Figura 18 ), 

reforçando a participação do TNFR1 na apoptose induzida pela micobactéria.  
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Figura 18: Apoptose de macrófagos alveolares em cam undongos TNFR1 -/-. Camundongos C57BL/6 
tipo selvagem (WT) ou deficientes em TNFR1 (TNFR1-/-) foram infectados com M. bovis BCG. Controles 
foram inoculados com PBS. Após 3 dias de infecção a freqüência de macrófagos alveolares apoptóticos 
foi analisada por citometria de fluxo. Cada barra representa a Média ± EPM. Resultados de um 
experimento representativo de dois com resultados similares são mostrados. * P < 0.05 versus controle, 
# P < 0.05 
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4.8 Contagem de bacilos em macrófagos alveolares  

 

Em prévio estudo, foi verificado que a modulação da apoptose do macrófago 

durante a infecção pela micobactéria parece ser influenciada pelo carga bacteriana 

intracelular (RODRIGUES et al., 2009) Portanto, no presente estudo, foi avaliado o 

número de bacilos em macrófagos, utilizando coloração alcóol-ácido-resistente, a fim 

de se investigar uma possível relação entre a carga bacteriana e a expressão de 

TNFR1.  

Na infecção com a cepa atenuada, a porcentagem de macrófagos infectados 

diminuiu de 23% no 3º dia para 16% no 7º dia de infecção. Em ambos os dias, a 

maioria dos macrófagos infectados continham de 1 a 10 bacilos (Figura 19A ), com 

elevada ocorrência de macrófagos apresentado um único bacilo (Figura 19C ) 

principalmente no 3º dia da infecção. Em contraste, na infecção com a cepa virulenta, a 

porcentagem de macrófagos infectados aumentou de 29% para 41%, entre o 3º e o 7º 

dia de infecção. No 3º dia, a maioria dos macrófagos infectados (88%) continham 

menos do que 10 bacilos (Figura 19B e 19D ), enquanto que no 7º dia a maioria dos 

macrófagos (82%) apresentaram mais de 10 bacilos (Figura 19B e 19E ). 
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Figura 19: Número de bacilos em macrófagos alveolar es de camundongos infectados com a cepa 
atenuada (A) ou virulenta (B) de M. bovis . Células pulmonares obtidas no BAL, 3 e 7 dias após a 
infecção, foram citocentrifugadas e coradas para identificação de BAAR pelo método de Ziehl-Neelsen. 
Aproximadamente 100 macrófagos por amostra foram contados e o número de bacilos em cada 
macrófago infectado foi pontuado em 1 a 10 bacilos/macrófago (C,D) ou > 10 bacilos/macrófago (E). 
Resultados são representativos de dois experimentos. (C, D e E x1000). 
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5. DISCUSSÃO 
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Micobactérias patogênicas empregam diversas estratégias para escapar da 

resposta imunológica e se estabelecer em macrófagos, os quais constituem o local 

preferencial para a persistência intracelular e proliferação das micobactérias (COSMA 

et al., 2003; de CHASTELLIER, 2009). Estudos comparando a resposta do hospedeiro 

a cepas atenuadas e virulentas de micobactérias contribuem para a elucidação de tais 

estratégias. O reconhecimento de que a manipulação das vias de morte dos 

macrófagos é um dos métodos utilizados pela micobactéria para evadir as defesas do 

hospedeiro (BEHAR et al., 2010; PORCELLI; JACOBS, 2008) tem motivado muitos 

grupos a investigar os mecanismos envolvidos neste processo sendo que, alguns 

estudos tem estabelecido um papel central para o TNF-α na modulação da apoptose 

induzida pela  micobacteria (KEANE et al., 1997; ROJAS et al., 1999; SPIRA et al., 

2003).  

Conforme já mencionado, o TNF-α (TNF) é uma citocina pleiotrópica que 

desempenha diversas funções durante a infecção pela micobactéria. As ações do TNF 

são mediadas através de dois receptores transmembrana, sendo que a  sinalização 

iniciada pelo TNFR1 pode resultar em  ativação e sobrevivência celular, apoptose ou 

ainda  necroptose dependendo do ambiente celular, enquanto que o TNFR2 induz 

primariamente sinais de sobrevivência (CABAL-HIERRO; LAZO, 2012; MOCARSKI et 

al., 2012; VANDENABEELE et al., 2010). Embora a maioria das atividades do TNF 

sejam mediadas atrávés da sinalização pelo TNFR1, diferentes tipos de células 

coexpressam TNFR1 e TNFR2 e requerem a cooperação entre estes dois receptores 

parar gerar respostas ao TNF, incluindo alguns casos de apoptose mediada pelo TNF 

(FONTIN-MLECZEK et al., 2002; GRECH et al., 2005).  

 Apesar da importância do TNF na resposta imunológica à micobactérias e seu 

potencial papel na indução da apoptose de macrófagos durante a infecção, poucos 
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estudos têm se dedicado a avaliar in vivo a expressão de TNFR1 e TNFR2 durante a 

infecção por micobactérias ou determinar a influência da expressão destes receptores 

sobre a apoptose induzida pela micobactéria. Portanto, no presente trabalho, foi 

investigado a relação entre a expressão dos receptores de TNF e apoptose de 

macrófagos alveolares, durante a fase inicial da infecção com cepas atenuada e 

virulenta de M. bovis.  

Na infecção com a cepa atenuada foi observado um aumento significativo da 

expressão superficial de TNFR1 em macrófagos alveolares e da apoptose dessas 

células, tanto no 3º como no 7º dia após a infecção. Já na infecção com a cepa 

virulenta, o aumento da expressão de TNFR1 e apoptose de macrófagos alveolares 

ocorreu somente no 7º dia de infecção. No 3º dia de infecção pela cepa virulenta, a 

expressão de TNFR1 em macrófagos alveolares permaneceu baixa e foi acompanhada 

por reduzidas taxas de apoptose dessas células. Além disso, uma redução significativa 

da apoptose de macrófagos alveolares foi observada em camundongos deficientes em 

TNFR1 (TNFR1-/-) três dias após a infecção com M. bovis BCG. Tomados em conjunto, 

estes resultados sugerem um papel potencial do TNFR1 na modulação da apoptose de 

macrófagos durante a fase incial da infecção por micobactérias. 

 Diferentes patógenos apresentam a capacidade de modular a expressão dos 

receptores do TNF a fim de inibir as funções antimicrobianas mediadas por esta 

citocina. Essa modulação pode ocorrer através de vários mecanismos. Foi 

demonstrado que o vírus Epstein-Barr diminui a expressão de TNFR1 por sub-

regulação do seu promotor, e assim evita a sinalização de morte celular induzida pelo 

TNFR1 (MORRISON et al., 2004). Chlamydia trachomatis, uma bactéria intracelular 

que ativamente inibe a apoptose da célula hospedeira, diminui a expressão superfícial 

de TNFR1 em células infectadas. Esta redução parece estar relacionada a clivagem 
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“shedding” do receptor e ao sequestro do receptor dentro de vacúolos endossomais 

denominados inclusões clamidiais (PALAND et al., 2008). 

 No presente estudo, foi observado aumento significativo dos níveis de sTNFR1 

no BAL no 3º dia de infecção com a cepa virulenta de M. bovis, o qual foi relacionado 

com a menor expressão de TNFR1 na superfície dos macrófagos. Assim, a redução da 

expressão superficial de TNFR1 em macrófagos alveolares devido a clivagem 

“shedding” do receptor pode representar um mecanismo de escape por meio do qual a 

micobactéria impede a apoptose induzida pelo TNF-α. 

A regulação do processo de “shedding” foi previamente proposta como um 

possível mecanismo através do qual as micobactérias inibem a apoptose de 

macrófagos. Balcewicz-Sablinska et al. (1998) sugeriram que a micobactéria virulenta 

evita a apoptose do macrófago hospedeiro através do “shedding” de TNFR2. Esses 

pesquisadores observaram que a cepa virulenta M. tuberculosis H37Rv induziu uma 

maior liberação de sTNFR2 em comparação com a cepa atenuada H37Ra, resultando 

na neutralização da bioatividade do TNF-α por meio da formação de complexos 

inativos entre o ligante e o receptor solúvel (TNF-sTNFR2). No presente estudo, 

também foi observado aumento de sTNFR2 no BAL, o qual foi acompanhado por 

redução da expressão superficial de TNFR2 em macrófagos alveolares. Este aumento 

do “shedding” de TNFR2 ocorreu na infecção com ambas as cepas de M. bovis e 

portanto, diferente do estudo de Balcewicz-Sablinska et al. (1998), parece não ter sido 

influenciado pela virulência da micobactéria. Além disso, aqui, o aumento de sTNFR2 

não foi correlacionado com inibição da apoptose dos macrófagos. No entanto, a 

importância deste processo durante a infecção pela micobactéria deve ser considerada, 

uma vez que “cross-talk” entre TNFR1 e TNFR2 ocorre em múltiplos níveis e pode ser 
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influenciado pela expressão dos receptores, tanto em suas formas ligadas à membrana 

como em suas formas solúveis (NAUDÉ et al., 2011).  

As formas solúveis dos receptores de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) ligam-se ao 

TNF- α e embora possam atuar como agonistas, estabilizando e preservando a forma 

trimérica bioativa do TNF, eles parecem agir principalmente como antagonistas do 

TNF, pois competem pelo ligante com os receptores de superfície celular e assim 

bloqueiam a ação dessa citocina (DAI et al., 2005; PESCHON et al., 1998a). Assim, tal 

como sugerido por Balcewicz-Sablinska et al. (1998), a liberação de sTNFR2 com a 

formação de complexos inativos TNF-sTNFR2 poderia contribuir para impedir a ligação 

TNF-TNFR1 e reduzir a apoptose de macrófagos.  

Por outro lado, tem sido proposto que o TNFR2, em sua forma ligada a 

membrana, pode também aumentar a resposta apoptótica mediada pelo TNFR1 

(BIGDA et al., 1994; CHAN; LENARDO, 2000). Neste contexto, alguns estudos 

sugeriram que o TNFR2 poderia aumentar a resposta mediada pelo TNFR1 através do 

recrutamento de moléculas de TNF-α para a superfície da célula e sua transferência 

para o TNFR1, num modelo de passagem do ligante (DRI et al., 1999; TARTAGLIA et 

al., 1993). No entanto, outros estudos sugerem que o TNFR2 pode aumentar a 

apoptose induzida pelo TNFR1 devido a sua própria atividade de sinalização, através 

da regulação negativa da função de TRAF2 (GRECH et al., 2005; WEISS et al., 1998). 

TRAF2 é uma molécula adaptadora recrutada no início do processo de sinalização 

celular de ambos receptores TNFR1 e TNFR2. TRAF2 forma um complexo 

heterodimérico com TRAF1, o qual interage com proteinas inibidoras de apoptose 

celular (cIAP-1 e cIAP-2) e fornece um sinal anti-apoptótico que é essencial para o 

bloqueio da apoptose e sobrevivência celular (HSU et al., 1996a; ROTHE et al., 1994; 

ROTHE et al., 1995). De acordo com este modelo, a estimulação do TNFR2 poderia 
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aumentar fortemente a morte celular induzida pelo TNFR1, devido à depleção de 

TRAF2 mediada pelo TNFR2, que levaria a anulação da sinalização antiapotótica, 

dependente de TRAF2, induzida pelo TNFR1 (FOTIN-MLECZEK et al., 2002; WEISS et 

al., 1998). Portanto, o complexo “cross-talk” entre TNFR1 e TNFR2 pode resultar tanto 

em efeito estimulatório como em efeito inibitório, os quais podem influenciar o equilíbrio 

entre a sobrevivência e apoptose das células (NAUDÉ et al., 2011). 

Baseado na discussão acima, no presente estudo, tanto o aumento dos níveis 

de sTNFR2 como a redução da expressão de TNFR2 na superfície dos macrófagos, 

poderiam contribuir de diferentes modos para inibir a apoptose dessas células. 

Entretanto, baixa apoptose de macrófagos foi detectada somente quando a expressão 

superficial de TNFR1 foi menor e os níveis de sTNFR1 aumentaram.  Uma possível 

explicação para esse achado pode ser a diferença na estabilidade de cada um dos 

complexos ligante-receptor solúvel. Krippner-Heidenreich et al. (2002) verificaram que a 

interação do TNF-α com o TNFR1 e com o TNFR2 difere marcadamente. Enquanto 

TNF-α forma complexos muito estáveis com TNFR1 (vida-média de 33 min), sua 

ligação com TNFR2 é muito transitória (vida-média de 1,1 min). Sendo assim, é 

possível especular que, similarmente, a variação na estabilidade dos complexos TNF-

sTNFR1 e TNF-sTNFR2 possa influenciar no efeito inibitório desses complexos.  

A liberação do TNFR1 e TNFR2 da superfície das células é mediada através da 

ação de uma metaloproteinase, da família ADAM, chamada Enzima Conversora de 

TNF-α (TACE), a qual também cliva a forma precursora do TNF-α da membrana para 

gerar a forma solúvel do TNF-α (BLACK et al., 1997; PESCHON et al., 1998b; REDDY 

et al., 2000). Em camundongos nocautes para TACE, o nível de sTNFR2 circulante no 

soro é aproximadamente 90% menor do que em camundongos selvagens, enquanto 

que o nível de sTNFR1 é cerca de 50% menor (MOSS et al., 2008).  Portanto, o 
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aumento da atividade de TACE pode estar envolvido no aumento do “shedding” dos 

TNFRs observado após a infecção com M. bovis. De fato, Richmond et al., (2012) 

observaram in vitro ativação sustentada de TACE em macrófagos infectados com M. 

tuberculosis, mas não em macrófagos infectados com a cepa avirulenta M. smegmatis. 

Entretanto, a liberação de sTNFR2 aumentou na infecção com ambas as cepas, 

enquanto que a quantidade de sTNFR1 diminuiu. No presente estudo, foi também 

observado um aumento preferencial de sTNFR2 na infecção com ambas as cepas de 

M. bovis tanto no 3º como no 7º dia de infecção, enquanto que a quantidade de 

sTNFR1 aumentou somente no 3º dia de infecção com a cepa virulenta, sugerindo a 

existência de outro mecanismo regulando o “shedding” de TNFR1. Embora TACE 

esteja envolvida no “shedding” de diversas proteínas de membrana, incluindo TNFR1 e 

TNFR2, as condições requeridas para cada uma dessas atividades proteolíticas podem 

ser diferentes. Por exemplo, em células epiteliais e endoteliais humanas, o “shedding” 

do TNFR1 é também regulado pela expressão de ARTS-1 (aminopeptidase reguladora 

do shedding TNFR1), uma proteína que se liga especificamente no domínio 

extracelular do TNFR1 e aumenta o “shedding” de TNFR1 mas não de TNFR2 (CUI et 

al., 2002). Além disso, a quantidade de inibidores naturais de TACE, bem como a 

participação de outras enzimas da família ADAM pode também influenciar a liberação 

dos TNFRs. Portanto, adicionais estudos são necessários para investigar os 

mecanismos que regulam o “shedding” dos receptores de TNF durante a infecção pela 

micobactéria.  

Embora os mecanismos envolvidos na liberação dos receptores solúveis de TNF 

ainda não estejam totalmente esclarecidos, a importância do processo de “shedding” 

do TNFR1 durante a infecção pela micobactéria foi demonstrada em um estudo usando 

camundongos transgênicos que produziam diferentes quantidades de sTNFR1. Neste 
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estudo, foi verificado que camundongos transgênicos expressando baixos níveis de 

sTNR1 foram protegidos contra a infecção pelo M. bovis BCG através do aumento de 

mecanismos bactericidas. Entretanto, camundongos que expressavam altos níveis de 

sTNFR1 não desenvolveram uma resposta imune efetiva e sucumbiram à infecção pelo 

BCG, o que foi atribuído a inibição do TNF-α circulante e a reduzida sinalização via 

ambos receptores TNFR1 e TNFR2 (GARCIA et al., 1997; SCHLÜTER; DECKERT, 

2000). Sendo assim, no presente estudo, embora um aumento significativo de TNF-α 

tenha sido observado no 3º dia de infecção com ambas as cepas de M. bovis, na 

infecção com a cepa virulenta, o aumento dos níveis de sTNFR1, acompanhado pela 

menor expressão superficial deste receptor, pode ter contribuído para a inibição da 

apoptose de macrófagos induzida pelo TNF-α. Essa inibição favoreceria a permanência 

e replicação da micobactéria virulenta dentro da célula hospedeira neste ponto onde 

poucos bacilos por célula foram observados. Em contraste, no 7º dia de infecção, a 

expressão de TNFR1 em macrófagos não diferiu entre as duas cepas, no entanto, a 

cepa virulenta induziu significativamente mais TNF-α do que a cepa atenuada, o que 

pode possivelmente estar relacionado com o grande aumento da apoptose de 

macrófagos observado no 7º dia de infecção com a cepa virulenta. A apoptose de um 

grande número de macrófagos neste ponto, onde a maioria destas células infectadas 

continha mais do que 10 bacilos, poderia facilitar a saída da micobactéria da célula 

hospedeira para infecção de novas células, uma vez que células apoptóticas lisam e 

tornam-se necróticas, ou seja, sofrem necrose secundária, quando a quantidade de 

células que morrem supera a capacidade local de remoção “clearence” mediada por 

fagócitos (SAVIL et al., 2002; SILVA, 2010).  
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Tomados em conjunto, estes resultados reforçam a hipótese de que a 

micobactéria virulenta modula a apoptose de macrófagos de acordo com a carga 

bacteriana intracelular. No entanto, não foi possível estabelecer uma direta relação 

entre o número de bacilos e a expressão superficial de TNFR1 em macrófagos, para as 

duas cepas de M. bovis, pois embora na infecção com a cepa virulenta baixa 

expressão de TNFR1 tenha ocorrido na presença de pequeno número de bacilos e 

aumento da expressão tenha ocorrido somente na presença de alta carga bacteriana, 

na infecção com a cepa atenuada foi observada expressão aumentada de TNFR1, 

mesmo na presença de um pequeno número de bacilos. Portanto, embora seja 

possível que o número de bacilos influencie a expressão superficial de TNFR1, a 

modulação deste processo parece ser dependente da virulência da micobactéria.  

A manipulação da morte do macrófago pela micobactéria virulenta, parece 

envolver tanto a inibição da apoptose como a indução da apoptose seguida por 

necrose (necrose secundária), as quais podem favorecer a replicação intracelular do 

bacilo e sua saída da célula hospedeira, respectivamente. No entanto, ainda não está 

claro se durante a fase inicial da infecção, a inibição e a indução da apoptose ocorrem 

como processos independentes ou se representam alternativas de uma mesma via 

(RAMAKRISHNAN, 2012). Neste contexto, a regulação da expressão do TNFR1 

favorece a hipótese de que esses processos ocorrem através de uma mesma via, onde 

a redução ou aumento da expressão do TNFR1 levaria a inibição ou indução da 

apoptose.  

Um outro tipo de morte celular envolvendo TNFR1 que poderia favorecer a saída 

da micobactéria da célula hospedeira é a necroptose. Recentes estudos têm 

demonstrado que na ausência da atividade da caspase 8, a ativação do TNFR1 não 

resulta em apoptose, mas aos invés disso, inicia uma via de necrose programada a 
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qual é chamada de necroptose (MOCARSKI et al., 2012; VANDENABEELE et al., 

2010). A morfologia da célula que sofre necroptose é muito semelhante aquela 

observada após a necrose ou necrose secundária, e incluiu a perda precoce da 

integridade da membrana plasmática (BERGHE et al., 2010) que poderia favorecer a 

disseminação do bacilo. De fato, foi demonstrado que, na presença de alta carga 

intracelular, o M. tuberculosis virulento rapidamente induz a morte do macrófago em um 

modo independente de caspases (LEE et al., 2006) e com ruptura da membrana 

plasmática (LEE et al., 2011), a qual pode ser compatível com a necroptose induzida 

pelo TNFR1. No entanto, adicionais estudos são necessários para avaliar a ocorrência 

da necroptose durante a infecção pela micobactéria e para determinar se a sinalização 

mediada pelo TNFR1 pode ter diferentes conseqüências para as vias de morte celular 

induzidas pelas cepas atenuada e virulenta de M. bovis.  

Enfim, os achados deste estudo sugerem que o TNFR1 desempenha um 

importante papel na indução da apoptose de macrófagos durante a fase inicial da 

infecção pela micobactéria, e que a redução da expressão superficial de TNFR1 

através da sua clivagem “shedding” pode ser um mecanismo usado pela micobactéria 

virulenta para inibir a apoptose de macrófagos. 
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1. A infecção com Mycobacterium bovis altera a expressão superficial dos 

receptores de TNF-α em macrófagos, sendo observado em geral aumento da 

expressão de TNFR1 e redução da expressão de TNFR2. A cepa virulenta de M. 

bovis parece ser capaz de reduzir a expressão superficial do TNFR1 e este 

receptor parece influenciar a indução da apoptose dos macrófagos alveolares. 

Em contraste, a expressão superficial de TNFR2 em macrófagos alveolares 

parece não ter efeito sobre a modulação da apoptose dessas células.  

 

2. Ocorre aumento dos níveis de TNF-α após a infecção com ambas as cepas de 

M. bovis. Os níveis do receptor solúvel sTNFR2 também aumentaram após a 

infecção com ambas as cepas, tanto no 3º como no 7º dia de infecção, enquanto 

que o nível de sTNFR1 aumentou somente no 3º dia de infecção com a cepa 

virulenta de M. bovis.  

 

3. A  redução da expressão de TNFR2 na superfície dos macrófagos alveolares no 

3º e 7º dia de infecção com ambas as cepas de M. bovis, bem como a menor 

expressão superficial de TNFR1 no 3º dia de infecção com a cepa virulenta não 

ocorreram devido à alteração da expressão gênica destes receptores, uma vez 

que não foi verificado redução na expressão de RNA mensageiro de TNFR1 e 

TNFR2 nestes pontos. 

 

4. O bloqueio da sinalização TNF-TNFR1 durante a infecção com M. bovis BCG, em 

camundongos deficientes em TNFR1 (TNFR1-/-), reduziu a apoptose dos 

macrófagos alveolares.  
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5. O receptor TNFR1 desempenha um importante papel na indução da apoptose 

dos macrófagos alveolares durante a fase incial da infecção pela micobactéria. A 

redução da expressão superficial de TNFR1 em macrófagos alveolares através 

da clivagem “shedding” deste receptor pode representar um mecanismo de 

escape por meio do qual a micobactéria virulenta impede a apoptose induzida 

pelo TNF-α. 
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ANEXO A - Comprovante de aceite do artigo para publicação na revista Immunology, 

apresentado ao Programa de Pós-Graduação em Saúde como requisito parcial para 

obtenção do título de Doutor em Saúde Brasileira.  

 

 
     
  


