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RESUMO 

 
Introdução: Considerada uma doença crônica e multifatorial, a obesidade é um dos 
principais problemas de saúde pública no mundo. Além do excesso de gordura corporal, a 
obesidade é caracterizada por um estado inflamatório de baixo grau, conhecido como 
metainflamação. Fatores genéticos, ambientais e distúrbios metabólicos têm sido 
propostos como gatilhos para inflamação que envolve a sinalização/interação entre os 
adipócitos e macrófagos. Fatores secretados por adipócitos (FSA), são propostos como 
moduladores de perfil macrofágico (M1, M2) e são capazes de intensificar a inflamação 
metabólica. Entre eles, estão as citocinas, adipocinas e vesículas extracelulares (VE's). 
Além disso, fatores de transcrição têm um papel importante como o receptor nuclear 
PPARγ, ativado por ligantes lipídicos, com propriedades imunorreguladoras na função dos 
macrófagos. PPARγ induz a formação de corpúsculos lipídicos (CL)s durante infecções por 
patógenos intracelulares, como por Mycobacterium bovis BCG. Os CLs são organelas 
dinâmicas com funções no estoque lipídico, síntese de mediadores inflamatórios, 
sinalização celular e são sítios intracelulares para a sobrevivência de patógenos. Os 
mecanismos envolvidos na via de sinalização e metabolismo lipídico por fatores secretados 
por adipócitos e macrófagos, bem como seu impacto no curso da infecção por patógenos 
intracelulares não estão bem conhecidos. Métodos: as análises de LBs foram realizada por 
microscopia de campo claro e fluorescência, o ensaio de citocinas por ELISA e expressão 
de PPARy por Western Blot. O isolamento de EVs foi feito por uma série de centrifugações 
seguidas de quantificação por citometria de fluxo, caracterização por Zetasizer, e dosagem 
protéica por Micro BCA. Resultados: A infecção por BCG induz a formação de CLs, que foi 
potencializada na presença de FSA. Concomitantemente, a expressão do PPARy também 
foi potencializada por FSA. Além disso, GW9662 inibiu a expressão desse receptor durante 
a infecção. A produção de TNF-α foi regulada negativamente, enquanto IL-10 e KC foram 
positivamente modulados em macrófagos infectados e estimulados com FSA. Além disso, 
a produção de adiponectina foi aumentada em macrófagos controles estimulados com FSA, 
um efeito que foi inibido durante a infecção por BCG. No estudo sobre o papel das 
subpopulações de VEs, (microvesículas ou exossomos), verificou-se uma modulação 
positiva sobre a biogênese dos CLs e a ativação de macrófagos, induzindo a síntese de 
TNF-α e IL-10. Além disso, as microvesículas foram capazes de induzir KC, que foi 
modulada negativamente nos grupos infectados, efeito que não foi observado para 
macrófagos estimulados com exossomos. Conclusão: Nossos resultados sugerem que VEs 
têm um papel modulador na ativação de macrófagos infectados com BCG, atribuído à 
formação de CLs, expressão de PPARγ e síntese de citocinas, que podem contribuir para 
mudanças no estado de polarização destas células. No entanto, estudos futuros ainda 
serão realizados para ajudar a elucidar os mecanismos de modulação das VEs sobre 
macrófagos durante infecções por patógenos intracelulares, como M. bovis BCG. 

Palavras chave: macrófagos, corpúsculos lipídicos, PPARγ, microvesículas, exossomos, 
Mycobacterium bovis 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

Introduction: Considered a chronic and multifactorial disease, obesity is one of the main public 
health problems in the world. In addition to excess body fat, obesity is characterized by a low-
grade inflammatory state (metainflamation). Genetic, environmental factors and metabolic 
disorders have been proposed as triggers for inflammation that involves the 
signaling/interaction between adipocytes and macrophages. Factors secreted by adipocytes 
(FSA), are proposed as modulators of macrophagic profile (M1, M2) and are able to intensify 
the metabolic inflammation. Among them, there are cytokines, adipokines and extracellular 
vesicles (EV's). In addition, transcriptional factors it has an important role, PPARγ is a nuclear 
receptor activated by lipid ligands, with immunoregulatory properties in the macrophage 
function. PPARγ induces the lipid bodies (LB)s formation during intracellular pathogens 
infections, such as Mycobacterium bovis BCG. The LBs are dynamic organelles with functions 
in the lipid stock, synthesis of inflammatory mediators, cell signaling and function as sites for 
the survival of pathogens. The mechanisms involved in the signaling pathway activation and 
lipid metabolism by factors secreted by adipocytes and macrophages, as well as their impact 
on the course of infection by intracellular pathogens are not well known. Methods: LBs count 
was performed by fluorescence microscopy, cytokine assay by ELISA, and PPARy expression 
by Western Blot. Isolation of EVs was done by a series of centrifugations followed by 
characterization and quantification by flow cytometry, Zeta Size and Micro BCA. Results: BCG 
infection induce LBs formation, which was potentialized by FSA presence. Concomitantly, the 
expression of PPARy also was potentialized by FSA. Moreover, GW9662 inhibited the 
expression of this receptor during the infection. The production of TNF-α was negatively 
regulated, while IL-10 and KC were up modulated in macrophages infected and stimulated with 
FSA. Further, the adiponectin production was increased in control macrophages stimulated 
with FSA, an effect that was inhibited during the BCG infection. Furthermore, subpopulations 
of EV's, the microvesicles or the exosomes, positively modulate LBs biogenesis and 
macrophage activation, inducing TNF-α and IL-10 synthesis. In addition, the microvesicles 
were able to induce KC synthesis, which was negatively modulated in the infected groups, an 
effect that was not observed for macrophages stimulated with exosomes. Conclusion: Our 
results suggest that FSA have an important role on BCG-infected macrophages, attributed to 
the formation of LBs, PPARγ expression, synthesis of cytokines and adipokines, which can 
contribute to changes in the polarization state. However, future studies will still be carried out 
to elucidate the real cross-talk between adipocytes and macrophages in the face of infections 
by intracellular pathogens such as M. bovis BCG. 

Keywords: macrophages, lipid bodies, PPARγ, microvesicles and exosomes, Mycobacterium 
bovis 
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1 – INTRODUÇÃO 

 
 
1.1 – OBESIDADE E METAINFLAMAÇÃO  
 

      A obesidade é um dos maiores problemas de saúde pública do mundo. Segundo 

a Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2016, 39% (ou 1,9 bilhão) da população 

adulta mundial apresentava sobrepeso e 13% (650 milhões) era obesa. Sua 

prevalência global continua aumentando e, se a tendência continuar, alcançara 18% 

em homens e 21% em mulheres até 2025 (NCD-RisC, 2016). A maioria da população 

mundial vive em países onde pessoas com sobrepeso e obesidade morrem mais que 

pessoas abaixo do peso (OMS, 2016) (Figura 1). Outro dado preocupante é com 

relação à obesidade infantil, onde 41 milhões de crianças com menos de 5 anos 

apresentaram sobrepeso ou obesidade em 2016 (OMS, 2016). 

 

Figura 1 

 

 
 

Figura 1: Distribuição da obesidade pelo mundo. Fonte: Disponível em: https://www.dw.com/pt-
br/dois-ter%C3%A7os-da-popula%C3%A7%C3%A3o-mundial-se-alimentam-mal/a-18839529 

 

        No Brasil, os índices permanecem preocupantes. Uma pesquisa realizada pelo 

Ministério da Saúde (MS) mostrou que o número de obesos no país aumentou 67,8% 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=NCD%20Risk%20Factor%20Collaboration%20(NCD-RisC)%5BCorporate%20Author%5D
https://www.dw.com/pt-br/dois-ter%C3%A7os-da-popula%C3%A7%C3%A3o-mundial-se-alimentam-mal/a-18839529
https://www.dw.com/pt-br/dois-ter%C3%A7os-da-popula%C3%A7%C3%A3o-mundial-se-alimentam-mal/a-18839529
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entre 2006 e 2018, saindo de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2018. No entanto, nos 

últimos quatro anos, o Brasil apresenta taxas estáveis da doença. Desde 2015, a 

prevalência de obesidade se manteve em 18,9%, coincidindo com uma mudança 

adquirida por boa parte da população ao optar por hábitos de vida mais saudáveis, 

é o que aponta a Pesquisa de Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para 

Doenças crônicas por Inquérito Telefônico (Vigitel) (MS, 2019) (Figura 2). 

 
 

Figura 2  
 

 
 
Figura 2: Crescimento do índice de obesidade no Brasil. Fonte: 
https://www.endocrino.org.br/minsterio-da-saude-divulga-dados-do-vigitel-2016/ 
 
 

    A obesidade é uma doença crônica caracterizada pelo excessivo acúmulo de 

gordura corporal e diminuição do gasto de energia, o que resulta em uma hipertrofia 

do tecido adiposo, normalmente associada a outros problemas de saúde, 

comprometendo ainda mais o estado de saúde do indivíduo (Gregor e Hotamisligil, 

2011; Kanneganti and Dixit 2012). 

    Nos seres humanos, o tecido adiposo branco – TAB responde por um 

fornecimento excessivo de ácidos graxos através da hipertrofia e hiperplasia de 

adipócitos. Juntos, estes dois processos caracterizam a adipogênese, isto é, a 

geração de adipócitos a partir de células precursoras (Spalding et al. 2008). Alterações 

no tamanho (diâmetro e volume) de adipócitos maduros ocorrem devido à ativação de 

https://www.endocrino.org.br/minsterio-da-saude-divulga-dados-do-vigitel-2016/
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suas ações metabólicas típicas: lipogênese e a lipólise. Quando o aumento em 

diâmetro dos adipócitos atinge um grau máximo e a capacidade de armazenamento 

de gordura se exaure, novas células são recrutadas para esse tecido. Adipócitos muito 

grandes podem perder a capacidade de estocagem de gordura e tornam-se mais 

lipolíticos, isso resulta no aumento da concentração de ácidos graxos livres no plasma 

e danifica a função de órgãos não adiposos, num processo identificado como 

lipotoxicidade (De Fronzo et al. 2004).  

      Vários peptídeos bioativos liberados por adipócitos já foram descritos, alguns 

deles capazes de atuar como hormônios (Lafontan et al. 2005; Blaszczak, Jalilvand, 

and Hsueh 2021). Entre as citocinas e adipocinas destacam-se a leptina, a 

adiponectina, a adipsina, a resistina, o fator de necrose tumoral α (TNF-α), o inibidor 

do ativador de plasminogênio tipo 1 (PAI-1), interleucina 1β (IL-1β), interleucina 6 (IL-

6) e interleucina 8 (IL-8), o fator 1 de crescimento semelhante à insulina (IGF-1), a 

proteína-1 quimioatraente de monócitos (MCP-1) a visfatina, entre outros. Com 

exceção da adiponectina, a produção e a secreção desses diversos fatores tendem a 

intensificar com a obesidade (Maury and Brichard 2010; Paniagua et al. 2016; Maury 

and Brichard 2010; Engin et al. 2017; Longo et al. 2019). Muitos deles, como o TNF-

α, a resistina, o PAI-1, a IL-6 e a MCP-1, são diretamente associados a indução de 

resistência a insulina, a hipercoagulabilidade e a aterogênese, que, associados à 

lipotoxicidade, geram hipertensão, intensificam estados pró-inflamatórios, aumentam 

riscos cardiovasculares, acidentes tromboembólicos, diabetes tipo 2 (DM2), esteatose 

hepática, neurodegeneração, doença biliar e certos tipos de câncer (Hotamisligil et al. 

2006).  

       A descoberta de que a própria obesidade resulta em um estado inflamatório nos 

tecidos, incluindo o adiposo, tem impulsionado pesquisas que estudam os 

mecanismos inflamatórios na obesidade (Gregor e Hotamisligil, 2011; Deng et al. 

2013; 2017; Blaszczak, Jalilvand, and Hsueh 2021).  

A metainflammação ou inflamação metabólica, é definida como inflamação 

crônica e de baixo grau orquestrada por células adiposas e imunológicas em resposta 

ao excesso de nutrientes (considerado o gatilho inflamatório na obesidade), com 

diversos efeitos metabólicos, contribuindo também para a resistência à insulina e 

disfunção no metabolismo do indivíduo (Blaszczak, Jalilvand, and Hsueh 2021). 

Durante a metainflamação, uma série de citocinas e adipocinas são produzidas pelo 

tecido adiposo branco (TAB), resultando na ativação duradoura do sistema 
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imunológico, e no recrutamento de células imunológicas para este tecido (Gregor e 

Hotamisligil, 2011; Engin et al. 2017; Blaszczak, Jalilvand, and Hsueh 2021). 

A primeira descoberta de inflamação em tecidos de obesos revelou níveis 

aumentados da citocina TNF-α, no tecido adiposo (e em adipócitos) de camundongos 

obesos comparados com eutróficos (Hotamisligil et al. 1995). O TNF-α, é um indutor 

de lipólise em indivíduos obesos e inibidor da síntese lipídica. Pode ser secretado 

juntamente à IL-6 por macrófagos infiltrados no tecido adiposo hipertrofiado, sendo 

este um aspecto importante no desenvolvimento da síndrome metabólica, pois 

potencializa a secreção de citocinas pró-inflamatórias (Guilherme et al. 2008; 

Greenberg et al. 2011; Paniagua et al. 2016; Hotamisligil et al. 2006; Maury and 

Brichard, 2010). Portanto, o TNF-α pode contribuir para o aumento de ácidos graxos 

circulantes, levando ao acúmulo de triglicerídeos e lipídios estocados ectopicamente 

em hepatócitos, células β e células musculares, o que induz estresse e disfunção 

nessas células (Guilherme et al. 2008; Greenberg et al. 2011). 

Em um estado de sobrecarga metabólica, onde a ingesta alimentar supera o gasto 

energético, o organismo tenta equilibrar este desbalanço, secretando insulina, 

estocando lipídios no tecido adiposo e oxidando ácidos graxos no músculo 

(Hotamisligil, et al. 2006). Mantida esta sobrecarga, fatores como a lipotoxicidade dos 

ácidos graxos em excesso, a ativação de macrófagos residentes e a secreção de 

quimiocinas e citocinas, levam ao recrutamento de células do sistema imune para o 

tecido adiposo. Desse modo, processos inflamatórios são então desencadeados, 

ocorrendo o recrutamento de mais macrófagos e outras células do sistema imune para 

o local, induzido pela secreção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias 

produzidas por adipócitos e macrófagos residentes, como TNF-α, IL-6 e quimiocinas, 

como a MCP-1 (Xu et al. 2003; Weisberg et al. 2003; Hotamisligil et al. 2006; 

Guilherme et al. 2008; Engin et al. 2017; Xu et al. 2003; Weisberg et al. 2003, Engin 

et al. 2017) (Figura 3). 
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Figura 3 

 

 
Figura 3: Expansão do tecido adiposo branco na obesidade. Expansão do tecido adiposo branco 
na obesidade. O tecido adiposo branco responde ao excesso calórico através de uma expansão 
saudável ou não. A expansão saudável através da hiperplasia adipocitária protege contra as 
complicações metabólicas da obesidade. A expansão não saudável através da hipertrofia de adipócitos 
promove as complicações metabólicas associadas à obesidade. O ganho de peso corporal devido ao 
consumo de dietas hipercalóricas leva a uma sobrecarga metabólica, com aumento de triglicerídeos e 
glicose no sangue (Adaptado de Longo et al. 2019).  
 
 
      A glicotoxicidade e a lipotoxicidade induzem uma característica proinflamatória em 

macrófagos que residem ou invadem o tecido adiposo e vasculatura, sendo 

responsáveis por efeitos oxidativos e estresse do retículo endoplasmático (Nguyen et 

al. 2007; Vandanmagsar et al. 2011). Isso, por sua vez, provoca a ativação da proteína 

tiorredoxina (TXNIP) e da família do receptor NOD-like (NLR) – que ativam o 

inflamassomo NLRP3, aumentando a liberação de IL-1β na sua forma ativa (Zhou et 

al. 2010; Dinarello et al. 2009). A inflamação amplificada por IL-1β aumenta a 

expressão de várias citocinas e quimiocinas, e favorece o recrutamento de mais 

macrófagos para o tecido adiposo e vasos sanguíneos (Vandanmagsar et al. 2011; 

Kim et al. 2006).  

       Além disso, alterações na microbiota intestinal juntamente ao aumento da 

permeabilidade intestinal de lipopolissacarídeos de paredes bacterianas 

(endotoxinas) podem promover uma potencialização da inflamação (Belkaid and Hand 
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2014; Patterson et al. 2016).  

      A sinalização de múltiplas vias pode ser ativada com o excesso de nutrientes para 

estimular uma resposta inflamatória. Embora os fatores que atraem e/ou ativem 

células do sitema imune nos tecidos obesos ainda não estejam totalmente entendidos. 

Além disso, foi demonstrado que células isoladas da medula óssea migraram para o 

meio de cultura condicionado por explantes de adipócitos de pacientes obesos em 

resposta aos fatores solúveis liberados (Ito et al. 2008; Ringseis et al. 2015; Tetsuya 

et al. 2017), mostrando a forte conexão entre tecidos obesos e infiltração celular. 

 

1.2 – ATIVAÇÃO DA MIGRAÇÃO CELULAR E PERFIL MACROFÁGICO DURANTE 

A METAINFLAMAÇÃO 

 

      A obesidade está associada à inflamação crônica caracterizada por progressivo acúmulo 

de células do sistema imune (por exemplo, macrófagos, células T, células B, eosinófilos e 

neutrófilos) no tecido adiposo (Boutens e Stienstra et al. 2016; Blaszczak, Jalilvand, and 

Hsueh 2021). Além de adipócitos, macrófagos foram identificados como um dos principais 

tipos celulares encontrados neste tecido, sendo também fonte de produção de citocinas e fator 

chave na progressão da inflamação e resistência à insulina durante a obesidade (Lumeng et 

al., 2008; Flaherty et al. 2019). 

      O perfil de polarização de macrófagos do tecido adiposo (ATMs) durante a obesidade, 

seja pró-inflamatório ou anti-inflamatório (perfil de ativação M1 ou M2, respectivamente), é 

influenciado por fatores metabólicos (Wentworth et al. 2010; Frieler, Ramnarayanan, and 

Mortensen 2012; Fjeldborg et al. 2014). Camundongos obesos exibem uma população pró-

inflamatória M1 de macrófagos, que por sua vez foram mostrados insensíveis à insulina 

(Olefsky et al. 2010). As proteínas marcadoras dos ATMs M1 incluem integrina αM (CD11b), 

CD40 e citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-12, IL-6 e IL-1β (Haase et al. 2014). Por 

outro lado, indivíduos eutróficos exibem mais ATMs de perfil de ativação M2 com expressão 

genética distinto que se caracteriza pela expressão relativamente alta de CD206, arginase-1 

e IL-10 (Morris et al., 2011).  Não apenas macrófagos, mas também células T natural killer 

(NKT) estão em maior número no tecido adiposo de camundongos obesos em comparação 

com eutróficos e podem contribuir para o estado de metainflamação (Liu et al. 2009; Ohmura 

et al. 2010). 

O TNF-α é uma citocina importante derivada de macrófagos e adipócitos mediador da 

inflamação, enquanto os ácidos graxos livres são importantes mediadores da inflamação 

derivados de adipócitos. Mudanças no tecido adiposo durante a inflamação metabólica 

também incluem expressão em macrófagos de alguns produtos genéticos característicos de 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kubota+T&cauthor_id=28380373
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adipócitos, como o ativador da proteína 2 (AP2), enquanto os adipócitos secretam produtos 

de genes característicos de macrófagos tais como IL-6 ou TNF-α (Lumeng et al. 2007).  

Além disso, estudos anteriores relataram alterações nas populações de células T do 

tecido adiposo na obesidade. A proporção de células T CD8+ e T CD4+ aumentaram à medida 

que os animais se tornaram obesos, e as células reguladoras imunossupressoras T 

diminuíram, criando um ambiente favorável à ativação do sistema imune inato (Feuerer et al. 

2009; Nishimura et al. 2009; Winer et al. 2009; Lee et al. 2013; Blaszczak, Jalilvand, and 

Hsueh 2021). 

      A correlação da infiltração de macrófagos com um aumento da morte celular de 

adipócitos incita a hipótese de que os macrófagos podem ser responsáveis pela 

remoção das células mortas e remodelação do tecido adiposo (Kuroda and Sakaue 

2017; Sabine A. Eming, Thomas A. Wynn 2017). Acredita-se que o estado inflamatório 

induzido pela sobrecarga metabólica pode não ser o suficiente para estimular um 

programa de remodelação completo, portanto, os sinais de baixo grau provenientes 

do metabolismo do tecido são mantidos em um estado crônico, sem resolução 

aparente (Figura 4) (Gregor e Hotamisligil, 2011). 

 

Figura 4 

 

 

 

Figura 4: Cross-talk entre macrófagos e adipócitos. Diante de um balanço energético positivo, ou 
seja, quando a ingesta alimentar supera o gasto energético, células residentes do tecido adiposo como 
macrófagos e adipócitos, são responsáveis pela secreção de diversos fatores solúveis que recrutam 
mais macrófagos para o tecido adiposo e amplificando o processo de metainflamação. Adaptado de 
Quail and Dannenberg, 2019. 
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      Acredita-se que fenômenos relacionados às interações entre macrófagos e 

adipócitos, como a metainflamação, migração celular e mudanças nos estágios de 

polarização, envolvem fatores secretados por adipócitos (FSA) (Zhao et al. 2018; 

Zhang et al. 2019).  

        Além da obesidade ser marcada por fenômenos relacionados com interações 

entre macrófagos e adipócitos como a inflamação metabólica ou metainflamação, a 

ativação macrofágica por fatores secretados por adipócitos é primordial para induzir 

estados polarizados de macrófagos. Assim, fatores de transcrição com propriedades 

imunorregulatórias podem realizar uma função chave em processos inflamatórios e na 

adipogênese.       

 

1.3  –  PPARγ E METABOLISMO LIPÍDICO 
 
 
       O receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PPARγ) é um receptor 

nuclear pertencente a uma superfamília de fatores de transcrição, conhecido por 

originalmente regular a diferenciação de adipócitos, captação e armazenamento de 

ácidos graxos, metabolismo lipídico, homeostase da glicose, aterogênese, 

sensibilidade à insulina, mas também com funções na inflamação, imunorregulação, 

função neuronal, doenças oculares e cardiovasculares, e em infecções (Desvergne et 

al. 1999; Rosen et al. 2001; Fajas et al. 2001; Guan et al. 2001; Willson et al. 2001; 

Koutnikova et al. 2003; Zingarelli, et al. 2003; Knouff et al. 2004; Lehrke et al. 2005; 

Feige et al. 2006;  von Knethen et al., 2007; Tontonoz et al. 2008; Almeida et al. 2009; 

Antonietta et al., 2012; Monsalve et al. 2013; Almeida et al. 2014; Marion-Letellier et 

al. 2015).  

      O PPARγ, foi descrito junto às demais classes de PPARs em adipócitos, 

monócitos e macrófagos de tecidos diversos, incluindo células espumosas de lesões 

ateroscleróticas (Ricote et al., 1998; Tontonoz, 1998). Além disso, está presente em 

outras células como musculares, do epitélio gastrointestinal, osteoblastos e 

osteoclastos, células do sistema imune de origem hematopoiética, incluindo linfócitos 

T, linfócitos B, células NK, células dendríticas, neutrófilos, eosinófilos e mastócitos, 

(Zingarelli, et al. 2003; Szatmari et al., 2007; Heikkinen et al., 2007; Tontonoz et al. 

2008, Monsalve et al. 2013).  

      Existem três isoformas de PPAR-γ bem identificadas, a saber, PPAR-γ1, PPAR-

γ2 e PPAR-γ3, derivadas do mesmo gene (Ricote et al., 1998; Fajas et al. 1998; Fajas 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monsalve%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23781121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monsalve%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23781121
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et al. 2000). O PPAR-γ1 difere pela presença de 30 aminoácidos extras na região n-

terminal e os transcritos de RNA de PPAR-γ1 e γ3 se traduzem na proteína PPAR-γ1 

idêntica. PPAR-γ1 é encontrado em uma ampla gama de tecidos; enquanto o PPAR-

γ2 é restrito ao tecido adiposo e o PPAR-γ3 é abundante em macrófagos, intestino 

grosso e tecido adiposo branco (Fajas et al. 1998; He et al. 2003; Ricote et al. 1998; 

Braissant et al 1996).  

       A partir da ligação ligante-receptor, o PPARγ se heterodimeriza com o receptor 

retinóide x (RXR) e se liga a regiões promotoras específicas de genes-alvo no DNA, 

atuando como fator de transcrição. Nesse processo de ativação, após se 

heterodimerizarem com o RXR, complexos de proteínas que se constituem de co-

ativadores ou co-repressores são recrutados, como o co-ativador 1α do receptor γ 

ativado por proliferador de peroxissoma (PGC-1α) ou proteína E1a de ligação p300 

(EP300) contendo atividade de histona acetilase. Uma vez formado, o heterodímero 

reconhece a região do elemento de resposta PPRE, localizado no promotor do gene 

alvo, levando à regulação da transcrição gênica. (Figura 5) (Monsalve et al. 2013; 

Marion-Letellier et al. 2015).  

 

Figura 5 

 
Figura 5: Sinalização de PPARγ. O receptor ativado por proliferador de peroxissoma γ (PPARγ) e o 
receptor retinóide X (RXR) pertencem à superfamília dos receptores nucleares. PPARγ é ativado por 
numerosos ligantes naturais ou sintéticos. Após a ligação a um ligante, PPAR forma um heterodímero 
com o receptor retinóide X (RXR) que é ativado por ácido retinóico e recruta co-ativadores. O complexo 
então se liga à região promotora do elemento de resposta do proliferador de peroxissomo (PPRE), 
levando à regulação de genes envolvidos principalmente no metabolismo de lipídios e glicose, 
inflamação e câncer (Marion-Letellier et al. 2015). Adaptado de Jong et al. 2012. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monsalve%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23781121
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      O PPARγ também pode promover a expressão de mediadores anti-inflamatórios 

no sistema imunológico inato, e reprimir genes inflamatórios, incluindo citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-1, e IL-6) e NO sintase induzível (iNOS), por meio da 

transrepressão de genes alvos do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κβ), 

ativador da proteína 1 (AP-1) e transdutor de sinal e ativador de proteínas de 

transcrição (STAT) (Chen et al., 2014; Jiang et al. 1998; Poynter et al. 1998). Estas 

observações sugerem a participação de PPARs não somente no metabolismo de 

lipídios como também no controle da inflamação. 

      O papel dos PPARs na diferenciação de macrófagos e acúmulo de lipídios 

intracelular tem sido documentado (Nagy et al., 1998; Tontonoz, 1998). Ligantes 

específicos de PPARγ potencializam a formação de corpúsculos lipídicos (CL’s), são 

agonistas do fator ativador de plaquetas (PAF) e fator estimulador de colônias de 

granulócitos (G-CSF), juntamente à expressão de CD36 na membrana celular, 

sugerindo que PPARγ tem um papel fundamental na regulação da formação de 

corpúsculos lipídicos em leucócitos (de Assis et al. 2003; Inazawa et al. 2003).  

       Já foi relatado que a ativação de PPARs aumenta a transcrição de todos os genes 

que codificam proteínas da família das perilipinas (antigas proteínas PAT), com 

exceção da proteína de interação da porção terminal de 47 quilodaltons (TIP47). 

Essas proteínas (perilipina, ADRP, TIP47) podem compartimentalizar ácidos graxos 

esterificados nos corpúsculos lipídicos, para posterior liberação de ligantes para os 

PPARs (Wolins e et al., 2013). Além disso, os PPARs podem também controlar a 

transcrição da ADRP em camundongos e humanos (Edvardsson et al., 2006; 

Motomura e et al., 2006). Apesar de muitas funções serem propostas para PPARγ em 

macrófagos, o verdadeiro papel deste fator de transcrição na fisiologia e ativação dos 

macrófagos não é completamente conhecido e a identidade de ligantes biológicos 

para PPARγ permanece não esclarecida, sendo esta uma área de investigação 

intensa. 

       Além disso, patógenos intracelulares como Mycobacterium bovis BCG, 

sobrevivem e replicam no interior de células do sistema imune, como os macrófagos, 

induzindo um mecanismo de escape que envolve a formação de corpúsculos lipídicos, 

mediada pela via de sinalização celular do receptor nuclear PPARγ, entre outras 

atividades (Almeida et al. 2009, Almeida et al. 2014). 
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1.4  – CORPÚSCULOS LIPÍDICOS 
 
 
1.4.1 – CARACTERÍSTICAS GERAIS 
 
 

Os Corpúsculos lipídicos (CL)s são organelas citoplasmáticas altamente 

dinâmicas, com funções ativas no metabolismo e estoque de lipídios para geração de 

energia, síntese de membrana, síntese de mediadores inflamatórios, sinalização 

celular, inflamação e implicações no câncer (Beller et al. 2010; Bozza et al. 

2007; Farese and Walther 2009). São compostos por lipídios neutros, como 

triacilglicerol, diacilglicerol e ésteres de colesterol e distribuem-se pelo citoplasma 

de diversos organismos e tipos celulares, incluindo plantas, fungos e procariotos 

(Tauchi-Sato et al., 2002; D’Ávila et al, 2006; Bozza et al.2011).  O tamanho dos CLs 

varia de 0,5 μm a 100 μm ou pouco mais, como é o caso de adipócitos que apresentam 

CLs preenchendo todo o citoplasma da célula (Walther e Farese, 2012). Sua 

morfologia apresenta certa heterogeneidade a nível ultraestrutural variando de 

fortemente de elétron-densos a elétron-lúcidos de acordo com o tipo celular e o estado 

de ativação (Figura 6 A e B), podendo ser corado por corantes específicos para lipídios 

neutros como Oil Red O e Bodipy (Figura 6 C e D). 

Existem algumas limitações metodológicas para o seu estudo e identificação pela 

microscopia convencional, devido à possibilidade de serem destruídos por fixação e 

coloração com os reagentes à base de álcool. Os aspectos relacionados à estrutura e 

função variam de acordo com o tipo de leucócito, estado de ativação e ambiente 

inflamatório (Melo et al, 2011; Bozza et al., 2007). 

Diferentemente das demais organelas que possuem bicamada lipídica, os CLs são 

constituídos por uma monocamada de fosfolipídios, que os delimita juntamente a 

proteínas (Tauchi-Sato et al. 2002). Esta organização única desafia a compreensão 

de como ocorrem as vias de transporte de proteínas e lipídios, uma vez que o arranjo 

não se encaixa nos mecanismos clássicos de transporte vesicular. Por outro lado, 

favorece a sua distinção de outras organelas sob o microscópio eletrônico de 

transmissão (Melo et al. 2011). 

       Vários tipos de lipídios foram identificadas nos CLs, presentes em maiores ou 

menores quantidades. Em adipócitos, os triacilgliceróis (TAGs) são largamente 

dominantes, enquanto em macrófagos espumosos, colesterol ésteres são mais 

abundantes (Bartz et al., 2007; Grillitsch et al., 2011). Uma variada gama de proteínas 

https://journals.sagepub.com/doi/full/10.1369/0022155411404073
https://journals.sagepub.com/doi/full/10.1369/0022155411404073
https://journals.sagepub.com/doi/full/10.1369/0022155411404073
https://journals.sagepub.com/doi/full/10.1369/0022155411404073
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está associada à superfície dos CLs através de porções moleculares de natureza 

anfipática e outras foram detectadas no seu núcleo lipídico hidrofóbico (Boulant et al., 

2006; Bussell e Eliezer, 2003). O grupo mais abundante e bem caracterizado de 

proteínas associadas com os CLs são as da família das perilipinas e, por conseguinte, 

são frequentemente utilizados como marcadores moleculares destas organelas 

(Brasaemle et al. 2007) (Figura 6 E). 
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Figura 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Morfologia dos Corpúsculos Lipídicos. As micrografias eletrônicas mostram a 
heterogeneidade dos CLs, variando de fortemente (A) elétron-densos a (B) elétron-lúcidos de acordo 
com o tipo celular e o estado de ativação. Adaptados de (Melo etal., 2011). (C) Corpúsculos lipídicos 
em adipócitos. Adipócitos 3T3-L1 foram estimulados para induzir lipólise e depois marcados para 
Rab18 (vermelho) e lípidos neutros (verde). Rab18 é recrutado especificamente para a superfície de 
um subconjunto de corpúsculos lipídicos (CLs). A barra de escala representa 10 μm (Adaptado de 
Parton e Martin, 2014). (D) Adipócito marcado com Oil Red O, corante específico para CLs, e DAPI, 
corante específico para núcleo. Aumento de 100x (autoria própria). (E) Ampliação da representação 
esquemática da composição estrutural de um LB. Objetos coloridos representam proteínas ligadas à 
superfície de LBs localizadas na monocamada de fosfolipídios. PGE 2, prostaglandina E 2; AA, ácido 
araquidônico; DAG, diacilglicerol; TAG, triacilgliceróis e CEs, ésteres de colesterol são encontrados no 
núcleo de lipídio neutro (Almeida et al. 2018). 
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As principais proteínas pertencentes à família das perilipinas descritas 

relacionadas aos CLs compreendem as perilipinas (PLIN 1), que constituem o 

conteúdo protéico da organela e têm sido relacionadas na montagem, estocagem, 

biogênese e metabolismo dos CLs, ADRP (Proteína relacionada com a diferenciação 

de adipócitos – atualmente denominada PLIN 2), TIP47 (Proteína de interação de 

porção terminal de 47kDa – PLIN 3), além de S3-12 (PLIN 4) e oxPAT (Arrese et al. 

2014; Mahajan et al, 2015).  

 A perilipina é a proteína mais abundante em CLs de adipócitos e atua regulando 

mecanismos de lipólise. Em condições basais, a perilipina protege os CLs da ação 

das lipases, mas em resposta à estimulação hormonal, como glucagon e epinefrina, 

esta proteína é fosforilada por proteína cinase A (PKA) dependente de adenosina 

monofosfato cíclica (AMPc) e recruta lipases sensível a hormônios, dentre outras 

lipases para os CLs, permitindo o acesso destas enzimas ao seu substrato 

promovendo a lipólise (Tansey et al., 2008). As perilipinas também são marcadores 

de diferenciação de adipócitos, nos quais a expressão de seu gene é controlada via 

PPARγ (Bickel et al. 2009). A ADRP tem funções na incorporação e acúmulo de 

lipídios em diferentes tipos de células (Brasaemle et al., 1997). TIP47 foi originalmente 

identificada como uma proteína envolvida no tráfego de membrana a partir da rede 

trans do Golgi. Por existir em outros compartimentos subcelulares, mas ser 

rapidamente recrutados após estímulo lipogênicos, TIP47 foi denominada proteína 

permutável associada aos CLs (Wolins et al., 2001). 

 Outras proteínas também fazem parte do conteúdo protéico dos CLs, como as 

hidrolases que se ligam ao nucleotídeo guanosina trifosfato (GTPases) da família 

RAB, consideradas reguladoras chave do tráfego vesicular e da interação entre 

organelas. A Rab18 é recrutada para CLs após a estimulação de lipólise por agonistas 

β-adrenérgicos, e a expressão de Rab18 aumenta o envolvimento da membrana do 

retículo endoplasmático (RE) em torno de CLs. A Rab18 associa-se à superfície de 

CLs, recrutando os efetores ainda não identificados que facilitam a aproximação das 

superfícies das membranas (Brasaenle et al., 2004). Isso permite a transferência de 

lipídios entre as camadas de fosfolípidos e associações com elementos do 

citoesqueleto (Brasaenle et al., 2004). Moléculas envolvidas na sinalização celular e 

na produção de mediadores inflamatórios, como ciclooxigenases (COX) e 

prostalandinas (PGE’s) foram detectadas em CLs de diferentes tipos celulares sob 

diferentes condições (Bozza et al., 1997). 
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Com os estudos de proteômica de corpúsculos lipídicos isolados, o número de 

proteínas identificadas aumentou bastante (Hodges e Wu, 2010). Muitas delas estão 

envolvidas na biossíntese, transporte e catabolismo de lipídios. Os CLs 

compartimentalizam enzimas como acetil-CoA sintetase, acetil-CoA carboxilase, 

esqualeno epoxidase, lanosterol sintase, triglicerídeo lipase, álcool desidrogenase, 

dentre outras (Brasaemle et al., 2004; Fujimoto et al., 2004; Wan et al., 2007). Além 

disso, foram identificadas proteínas relacionadas ao transporte vesicular, fusão de 

membranas e de associação ao citoesqueleto (Rabs), fator de ribosilação de ADP 

(ARF), pequenas GTPases e caveolinas, o que sugere que os corpúsculos lipídicos 

possam sofrer eventos de fusão e fissão, além de poder interagir com outras organelas 

(Jing  et al. 2011; Bartz et al., 2007; Fujimoto et al., 2001; Hodges e Wu, 2010). 

 
 
1.4.2 – BIOGÊNESE DE CORPÚSCULOS LIPÍDICOS 
 
 

Existem diferentes modelos propostos para a biogênese de CLs, envolvendo 

transferência de lipídios e proteínas do retículo endoplasmático (RE); no entanto, os 

mecanismos precisos envolvidos continuam a ser elucidados. Um dos modelos já 

descritos se dá a partir do RE, onde ocorre um acúmulo de lipídios neutros (LNs) nos 

folhetos citoplasmático e luminal (Murphy et al. 1999; Robenek et al., 2004; Martin e 

Parton, 2006; Bozza et al, 2009; Walther, Chung, and Jr 2017; Joshi et al. 2018; 

Chapman et al. 2019; Guan et al. 2020; Qian et al. 2020; Santinho et al. 2020; Sui et 

al. 2020; Thiam and Ikonen, 2020; Rakotonirina-Ricquebourg, Costa, and Teixeira 

2021). Os lipídios neutros mais abundantes em eucariotos são triacilgliceróis (TGs) e 

ésteres de esterol e as principais enzimas que os geram em mamíferos são a 

diacilglicerol (DAG), a diacylglycerol O-acetiltransferase 1 (DGAT1) e a acil-coenzima 

A: colesterol aciltransferase 1/esterol O-aciltransferase 1 (ACAT1/SOAT1), 

pertencente à superfamília de O-acil transferase ligada à membrana (Qian et al. 2020; 

Sui et al. 2020; Guan et al. 2020). Os LNs se difundem na bicamada do RE, e quando 

sua concentração atinge um nível crítico, uma condensação espontânea de LNs por 

separação de fases pode ocorrer, levando à formação de uma bolha de óleo dentro 

da região da bicamada hidrofóbica: esta é a primeira etapa de montagem CL é 

denominada “nucleação'” (Thiam and Ikonen, 2020). A segunda etapa é o 

crescimento: seguindo os princípios de nucleação, a bolha de óleo deve crescer, 
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adsorvendo mais LNs para se tornar um CL, ou reabsorver. A terceira etapa 

compreende o brotamento de um CL esférico no citosol. Esta etapa requer a 

manutenção dos fosfolipídios e uma cobertura de proteína específicas na 

monocamada citosólica. Tal assimetria garante que o folheto citosólico permaneça 

com baixa tensão superficial, promovendo o surgimento do CL nesta direção. A quarta 

etapa é provavelmente uma estabilização feita por proteína dos contatos CL-RE ou 

um destacamento potencial do CL da bicamada RE. Em ambos os casos, os CLs 

permanecem intimamente ligados à bicamada ER por várias proteínas de interação 

(Thiam and Ikonen, 2020) (Figura 7).  

Quando formados, os CLs são suscetíveis a aumentar seu volume, tanto por 

síntese localizada de lipídios (Kuerschner et al., 2008) como por fusão (Olofsson et 

al., 2009). A identificação de proteínas que atravessam a membrana permeando o 

centro dos CLs, tais como caveolinas e ciclooxigenases (Bozza et al., 1997; Dvorak et 

al., 1992; Fujimoto et al., 2001) associado à visualização de estruturas membranosas 

ou membranotubular dentro dessas organelas, levaram à formulação de uma nova 

teoria chamada de "o modelo de englobamento”, que propõe que o CL em formação 

incorporam projeções de membrana do RE, de ambos os folhetos, citoplasmática e 

luminal (Bozza et al., 2009). 

Proteínas e fatores regulatórios distintos, que se localizam em regiões de contato 

com a membrana, estão envolvidos não apenas na troca e transporte de lipídios inter-

organelares, mas também funcionam em outros processos celulares importantes, 

incluindo autofagia, dinâmica mitocondrial e herança, sinalização iônica e inter-

regulação (Rakotonirina-Ricquebourg, Costa, and Teixeira 2021; Renne and Hariri 

2021). Locais de contato entre membranas funcionam como centros metabólicos 

cruciais que controlam a ocorrência de reações químicas, levando à síntese de 

organelas, como os CLs, compartimentação de metabólitos para fins de eficiência 

energética, homeostase celular, biossíntese de membrana, regulação da divisão e 

biogênese de organelas e crescimento celular (Rakotonirina-Ricquebourg, Costa, and 

Teixeira 2021; Renne and Hariri 2021). CLs podem estabelecer contatos extensos 

com muitas organelas, incluindo o RE, que possui estruturas amplamente 

interdependentes que podem se comunicar com outras organelas por meio de contato 

entre membranas, apoiando a troca de lipídios, transporte de íons e até mesmo 

distribuição e divisão de organelas (Figura  7 B) (Haoxi Wu, Pedro Carvalho and Voeltz 

2018; Choudhary and Schneiter 2021; Cottier and Roger Schneiteret al.  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cottier+S&cauthor_id=34373922
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schneiter+R&cauthor_id=34373922
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Figura 7 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 7: Biogênese dos Corpúsculos Lipídicos: (A) A síntese a partir do retículo endoplasmático 
(RE) ocorre através da atividade das proteínas DGAT. TGs (triglicerídeos). Durante a nucleação, óleos, 
Seipin, FITM, MCTP2, ACSL3, Nem1, lipina, DGAT e cPLA2α medeiam a remodelação lipídica local 
envolvendo ácido fosfatídico, diacilglicerol e lisofosfolipídios. Protéinas cPLA2α, FITM, PLIN1e PLIN3, 
lisofosfolipídios e dialglicerídeos são necessários para o brotamento e emergência dos CLs. Vários 
fatores contribuem para a expansão e crescimento dos CLs, como fosfolipase D, VPS’s, ORPs, seipina, 
LDAF1 e PA. A linha amarela representa a monocamada do CL. Adaptado de (Rakotonirina-
Ricquebourg, Costa, and Teixeira 2021). (B) Proteínas de amarração, associadas a regiões de contato 
CL-RE. Seipina contribui para a marcação de locais para formação do CL e brotamento. Uma vez que 
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o TG se acumula acima de um certo limite, LDAF1 dissocia e redistribui para a superfície do CL. Rab18 
ligado a GTP contribui para reunir as duas organelas. ORP2 associado a VAP também é necessário 
para a interação. DGAT2 e FATP1 provavelmente contribuem com a síntese e acúmulo de TG no 
contato CL-RE. ICE2 é ancorado no RE e interage com CLs. Snx14 medeia a interação via seu domínio 
de nexina C-terminal (CN). VPS13A/C interage com o RE via VAP usando seu motivo FFAT. Outras 
proteínas que participam da interação estão exemplificadas na figura. Adaptado de Rakotonirina-
Ricquebourg, Costa, and Teixeira 2021. 
 
 

A formação de CLs durante o processo inflamatório é um evento altamente 

controlado e dependente de vias sinalização e estímulos. Prostaglandina D2 (PGD2) 

um potente agente quimiotático de leucócitos, induz a biogênese de CLs via receptor 

acoplado à proteína G em eosinófilos, mas não em macrófagos. O PAF, através de 

seu receptor, induz formação de CLs em neutrófilos e eosinófilos (Bozza et al., 2005, 

Bozza et al., 2009), e as quimiocinas eotaxina (CCL11) e RANTES (CCL5), via 

receptores CCR3, estimulam formação de CLs em eosinófilos (Bandeira-Melo et al., 

2001). Durante as infecções por Mycobacterium bovis BCG e por T. cruzi, a formação 

de corpúsculos lipídicos tem mostrado ser dependente do receptor semelhante ao 

receptor Toll Like 2 (TLR2), mas não TLR4 (D'Avila et al., 2011, Almeida et al., 2009; 

D'Avila et al., 2006). Além disso, estudos com Mycobacterium leprae em pacientes 

com lesão em neuronios durante a hanseníase demonstraram a capacidade de M. 

leprae para induzir e recrutar CLs para fagossomos contendo bactérias. A exclusão 

de TLR6, mas não o TLR2, aboliu completamente a biogênese de CLs por M. leprae, 

além de inibir a absorção bacteriana em células de Schwann infectadas, indicando um 

papel crítico para a sinalização dependente de TLR6 nas interações de M. leprae e a 

células hospedeira, o que favorece a fagocitose e subseqüente sinalização para 

indução de biogênese de CLs em células infectadas. A biogênese de CLs induzida por 

M. leprae foi correlata com o aumento da secreção de PGE2 e IL-10, bem como 

redução da produção de IL-12 e NO em células de Schwann infectadas por M. leprae. 

A análise de nervos de pacientes com hanseníase mostrou colocalização de M. 

leprae, CLs e ciclooxigenase-2 nas células, indicando que corpúsculos lipídicos são 

sítios para síntese de PGE2 in vivo. Estes dados reforçaram o papel das CLs 

favorecendo a sobrevivência e persistência de micobactérias na célula hospedeira e 

suportam um papel crítico dos corpúsculos lipídicos na patogênese micobacteriana 

(Mattos K. A. et al. 2010; Mattos K. A. et al. 2012). 

Além da produção de eicosanoides, os CLs podem desempenhar outros papéis 

durante as desordens inflamatórias ou em resposta a infecções por 
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compartimentalizar citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em leucócitos 

ativados. A primeira citocina detectada nos CLs foi o TNF-α, a partir de 

imunomarcação ultraestrutural em biópsias de pacientes com doenças de Crohn (Beil 

et al., 1995). Posteriormente esta mesma citocina foi detectada em CLs de leucócitos 

derivados de pacientes sépticos (Pacheco et al., 2002). 

O envolvimento de receptores celulares relacionados ao reconhecimento de 

patógenos que desencadeiam a biogênese de corpúsculos lipídicos tem sido 

documentada por nosso grupo, sendo os TLRs os mais amplamente estudados 

(D’Avila et al., 2006; D'Avila et al., 2008; Almeida et al., 2014; Almeida et al., 2009). 

TLR4 foi demonstrado ter relação na biogênese dos corpúsculos lipídicos em 

macrófagos estimulados por lipopolissacarídios (LPS) de bactérias gram-negativas 

(Pacheco e cols., 2002). Esse receptor atua como uma molécula de reconhecimento 

primário para LPS de bactérias gram-negativas. LPS necessita que o receptor TLR4 

se heterodimerize com o receptor (MD2), formando um complexo de sinalização, para 

uma eficiente ativação (Pacheco e cols., 2002). 

Os lipídios são as principais moléculas efetoras que influenciam na fisiologia de 

células hospedeiras de bacilos intracelulares, modulando seu metabolismo e sua 

resposta imunológica (Tanigawa et al. 2021). Estudos anteriores demonstram que 

patógenos intracelulares como Mycobacterium bovis BCG pode induzir um 

mecanismo de escape regulando uma das diferentes vias de sinalização celular na 

formação do CL dentro dos leucócitos – a via do receptor nuclear PPARγ (Almeida et 

al. 2009, Almeida et al. 2014; Tanigawa et al. 2021). Entretanto, os mecanismos 

referentes à ativação de PPARγ e metabolismo lipídico perante a ativação de 

macrófagos por fatores secretados por adipócitos, não estão esclarecidos. Além disso, 

a interação entre macrófagos e adipócitos é um processo complexo e, poucos estudos 

têm focado desvendar o cross-talk entre as células e sua relação com reposta 

inflamatória e metabolismo lipídico frente a condições patológicas diversas, como por 

exemplo, infecções por patógenos intracelulares, havendo, portanto, a necessidade 

de estudos mais aprofundados. 
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1.5 – ATIVAÇÃO MACROFÁGICA E INFECÇÃO MICOBACTERIANA 
 

 

A modulação do metabolismo lipídico juntamente ao papel fundamental da 

ativação de PPARγ na formação de CLs e resposta imune do hospedeiro, são eventos 

importantes induzidos por micobactérias para a persistência, sucesso e 

estabelecimento das infecções micobacterianas. 

Mycobacterium tuberculosis, agente etiológico da Tuberculose (TB), é um 

patógeno intracelular que sobrevive e replica dentro de células do sistema imune do 

hospedeiro, especialmente macrófagos. A capacidade de M. tuberculosis em adaptar-

se ao ambiente hostil dentro de macrófagos tem sido fundamental para o seu sucesso 

como patógeno. As micobactérias podem subverter a resposta imune do hospedeiro 

interferindo em vias de sinalização, vias metabólicas e na expressão de fatores de 

transcrição, modulando eventos endossomais/fagossomais e criando um nicho para 

sua sobrevivência (Rajaram et al., 2010). 

A transmissão da doença acontece a partir da inalação de pequenas partículas 

suspensas no ar contendo o patógeno, o qual pode permanecer no ambiente por 

minutos ou horas após expectoração de pessoas com tuberculose pulmonar ou 

laringeal durante tosse, espirro, fala, etc. (Riley et al., 1995). A partir da entrada pelas 

vias respiratórias, o patógeno atinge os pulmões, onde estabelece o foco primário 

(Moreno e cols., 1989). Em muitos casos a infecção é assintomática, e a latência 

clínica pode se estender por toda vida do indivíduo. No pulmão, o microrganismo pode 

levar a quatro possíveis respostas: 1 - resposta inicial do hospedeiro pode ser efetiva 

e eliminar os bacilos, impedindo o estabelecimento da doença; 2 – as micobactérias 

podem ser inativadas, permanecendo dormentes no interior dos fagócitos, não 

havendo o desenvolvimento da doença; 3 – a micobactéria pode iniciar a multiplicação 

imediatamente após a infecção ocasionando a tuberculose primária; ou 4 – ocorre 

reativação da infecção latente, (Flynn and Chan, 2001). 

O M. tuberculosis (Rajaram et al., 2010) e o M. bovis induzem a formação de 

corpúsculos lipídicos mediante sinalização via TLR-2 (D’Avila et al., 2006.; Almeida et 

al. 2009, Almeida 2014) e CD36 (Almeida et al., 2014), ativando a via do PPARγ 

(Almeida et al, 2014). A cooperação CD36-TLR2, associação com CD11b e CD14, e 

compartimentação de sinalização dentro de “lipid-rafts” desvia o sinal de resposta do 

hospedeiro com aumento da expressão e ativação de PPARγ através de caminhos 
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independentes de NF- κB, levando ao aumento do acúmulo de CLs em macrófagos e 

a modulação da resposta imune (Almeida et al. 2014) (Figura 8). 

 

Figura 8 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8: TLR2 / CD36 desviam a sinalização intracelular para o aumento da expressão de PPARγ 
e acumulação de lipídios durante a infecção por M. bovis BCG (Adaptado de Almeida et al. 2014). 
Infecção por Mycobacterium bovis BCG desencadeia diferentes cascatas de sinalização intracelular 
dependentes de TLR2 com ativação PPARγ e NF-kB. A cooperação CD36-TLR2 e compartimentação 
de sinalização dentro de lipid rafts, com a participação dos CD14 e CD11b / CD18, desvia a sinalização 
de resposta do hospedeiro com aumento da expressão e ativação de PPARγ através de caminhos 
independentes de NF- κB, levando ao aumento da acumulação de lipídeos nos macrófagos e redução 
da modulação da resposta dos macrófagos. 
 

 O aspecto espumoso observado em células enriquecidas em corpúsculos 

lipídicos também é observado na infecção por M. leprae podendo representar uma 

estratégia intracelular micobacteriana eficaz para adquirir lipídios e modular a resposta 

imune a fim de favorecer a sobrevivência bacteriana (de Mattos K. A., et al. 2012). No 

entanto, a ativação de macrófagos in vitro com M. smegmatis, ou Pam3CSK4, ambos 

potentes ligantes de TLR2, não induziu a biogênese de CLs  em macrófagos, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Mattos%20KA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23283467


43  

sugerindo que TLR2 sozinho não é suficiente e que os co-receptores associados a 

TLR2 estão envolvidos no reconhecimento bacteriano e podem ser responsáveis pelo 

recrutamento de moléculas de sinalização importantes para expressão de PPARγ e 

formação de corpúsculos lipídicos (Almeida et al. 2014). 

Através da modulação da resposta de macrófagos e/ou de aquisição de nutrientes 

(lipídios), as micobactérias patogênicas criam um mecanismo de escape, que 

favorece a sobrevivência e replicação nas células do hospedeiro. Macrófagos que 

acumulam grandes quantidades de corpúsculos lipídicos são chamados de 

macrófagos espumosos e vários trabalhos têm caracterizado a presença destes 

macrófagos durante infecções micobacterianas (Almeida et al, 2009; Almeida et al. 

2014; D’Avila et al, 2008; Melo et al., 2003), principalmente em granulomas formados 

durante a tuberculose, tanto em condições clínicas quanto experimentais (Cardona et 

al., 2000).  

Além disso, Vesículas Extracelulares tem sido documentadas como indutoras da 

formação de corpúsculos lipídicos, com participação na modulação do sistema imune 

do hospedeiro (D’Avila et al., 2021). Essas micropartículas, delimitadas por uma 

bicamada lipídica, são liberadas no espaço extracelular, podendo exercer respostas a 

distância (Van Niel et al., 2018; Witwer e Théry, 2019) e participar de interações 

parasito-parasito e parasito-hospedeiro (Mantel e Marti, 2014; Gonçalves et al., 1991; 

Nogueira et al., 2015, 2020).  

Em infecções por Trypanossoma cruzi, um mecanismo potencial da persistência 

da parasitemia é a liberação de VEs pela cepa Y (VE Y), que participa da comunicação 

intracelular por transportar moléculas funcionais que sinalizam às células do 

hospedeiro e podem modular a resposta imune por meio da indução da formação CLs 

(Lovo-Martins et al. 2018; D’Avila et al. 2021). Em macrófagos cultivados in vitro, o 

estímulo com VE Y resultou em um aumento da internalização do parasito, aumento 

da liberação de tripomastigotas infectantes por essas células, além da formação de 

corpúsculos lipídicos e produção de prostaglandina E2 (PGE2), mesmo na ausência 

de T. cruzi. Em macrófagos infectados, VE Y diminuiu a produção de PGE2 e citocinas 

TNF-α e IL-6 24 horas após a infecção, sugerindo que as VEs Y modulam a resposta 

do hospedeiro a favor do parasito e indica um papel dos corpúsculos lipídicos e da 

PGE2 na modulação imunológica exercida por EVs (Lovo-Martins et al. 2018). A 

inoculação de VE Y em camundongos antes da infecção por T. cruzi resultou em um 

aumento da parasitemia, aumento do parasitismo cardíaco, diminuição do óxido nítrico 
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(NO) plasmático, redução da produção de NO pelas células do baço e modulação da 

produção de citocinas, com redução do TNF-α no plasma e diminuição da produção 

de TNF-α e IL-6 pelas células do baço de animais infectados (Lovo-Martins et al. 

2018).  

Macrófagos J774A.1 infectados com M. tuberculosis H37Rv liberam VEs que 

diferem em tamanho e conteúdo de fosfatidilserina das VEs espontaneamente 

liberados (S-EV), e essas VEs também tiveram efeitos biológicos diferentes: o S-VE 

reduziu a carga micobacteriana e a produção de citocinas in vitro (através de um 

mecanismo dependente de fosfatidilserina), enquanto os dois tipos de VEs reduziram 

a carga bacteriana pulmonar in vivo. Esses resultados são a base para novas 

experiências para avaliar se as VEs podem melhorar a eficiência do tratamento 

convencional para tuberculose, pois este dura pelo menos seis meses e tem efeitos 

adversos. Portanto, é importante encontrar alternativas terapêuticas que reduzam a 

carga bacteriana e possam reduzir a duração do tratamento (García-Martínez et al. 

2019).  

Assim, além do papel imunoregulador de PPARγ nas infecções micobacterianas 

e inflamação, VEs  envolvidas no cross-talk entre macrófagos e adipócitos, também 

podem participar da sinalização entre essas células e favorecer, ou não, o mecanismo 

de evasão imunológica das micobactérias (Akbar et al. 2019; Kim, Shah, and 

Nakamura 2018; Pardo et al. 2018; Mirza, Althagafi, and Shamshad 2019; Hamaguchi 

and Sakaguchi 2012). 

 

1.6 – VESÍCULAS EXTRACELULARES 

        1.6.1 – CARACTERIZAÇÃO  

 

Durante a última década, observou-se uma crescente importância nos estudos 

sobre vesículas extracelulares como mediadoras da comunicação intercelular (Record 

et al. 2018; Mathieu et al. 2019; Tkach and Théry 2016; Raposo and Stoorvogel 2013). 

Há um crescente número de publicações sobre VE’s em periódicos de alto nível, 

propondo papéis importantes em inúmeras vias fisiológicas, no envelhecimento, 

câncer, doenças infecciosas e complicações da obesidade, de forma que a pesquisa 

nessa área tem gerado amplo interesse e entusiasmo (Camino et al. 2020; Becker et 

al. 2016; Hill 2019; El Andaloussi et al. 2013; O’Brien et al. 2020; Jayabalan et al. 2017; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%26%23x000ed%3Ba-Mart%26%23x000ed%3Bnez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31692512
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Gao, Salomon, and Freeman 2017). 

Assim, recentemente, a sociedade internacional de vesículas extracelulares 

(ISEV) define o conceito “vesícula extracelular” (VE) como o termo usado para definir 

partículas naturalmente liberadas pela célula, que são delimitadas por uma bicamada 

lipídica e que não podem se replicar, ou seja, não contêm um núcleo funcional. Dentre 

as subpopulações de VE’s, destacam microvesículas, formadas a partir da membrana 

plasmática; exossomos, originados de um compartimento intracelular; e corpos 

apoptóticos, vesículas heterogêneas conhecidas por serem liberadas de células 

submetidas à processos de morte celular programada apoptótica (van der Pol et al. 

2012; Kalra et al. 2016; Record et al. 2018; Théry et al. 2018).  

O uso de termos operacionais para se definir os subtipos de VE’s são usados 

pelos autores considerando: a) características físicas das VE’s, como tamanho ("VE’s 

pequenas" – p e "VE’s médias / grandes" – m/g) com intervalos definidos (por exemplo, 

<100nm (pequeno) ou <200nm (médio) ou > 200nm (grande)); ou densidade (baixa, 

média, alta); b) composição bioquímica (CD63, CD81, anexina V, etc.); ou c) 

descrições da célula de origem (VE’s de adipócitos, VE’s de podócitos, VE’s hipóxicos, 

oncossomas grandes, corpos apoptóticos) (Thery et al. 2009; Record et al. 2014; 

Kowal et al. 2016; Théry, C. et al. 2018) (Figura 9). 

Microvesículas (MV’s), são pequenas vesículas cobertas por membrana (100-

1000 nm) derivadas de muitos tipos diferentes de células em condições normais e 

fisiopatológicas (Thery et al., 2002). Muitas células podem liberar MV’s, incluindo 

monócitos/macrófagos (Akao et al., 2011), adipócitos (Eguchi et al., 2015), 

reticulócitos (Pan et al., 1983), células B (Raposo G. et al., 1996), células T (Blanchard 

N., 2002), células dendríticas (Thery C. et al. 1999), mastócitos (Raposo G. et al., 

1997), células epiteliais (van Niel et al., 2001; Oshima K. et al., 2002) e células 

tumorais (Poste G. et al., 1980; Mears R. et al. 2004). Apesar de já terem sido tratadas 

como restos celulares inertes, atualmente as MV’s são reconhecidas como 

importantes mediadoras da comunicação intercelular (Vojtech et al., 2014), estando 

associadas com múltiplos fatores angiogênicos, exibindo assim atividade angiogênica 

in vitro e in vivo (Aoki, N. et al. 2010; Ogawa, R. 2010).  
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Figura 09 

 

 

 

Figura 09: Exemplo ilustrativo da heterogeneidade na composição de microvesículas. A 
figura demonstra um exemplo da composição de microvesículas derivadas de células mesenquimais 
(MSCs), contendo uma variedade de componentes bioativos. Conforme descrito em outras células, as 
vesículas de MSCs contêm vários fatores fatores de crescimento, citocinas, lipídios, proteínas, mRNAs, 
microRNAs precursores (premiRNAs), microRNAs (miRNAs), RNA de transferência, dentre outras 
(Merino-González et al. 2016).  

 
 
Enquanto isso, exossomos são vesículas derivadas da membrana endocítica, de 

tamanho entre 30-150 nm, o que varia significativamente, mesmo para exossomos 

secretados de uma única linha celular (Pegtel and Gould et al., 2019). Uma extensa 

variedade de proteínas, ácidos nucléicos e lipídios já foram propostos como moléculas 

carreadas por exossomos que, por sua vez, estão presentes em muitos e talvez em 

todos os fluidos corporais. Um grupo significativo da literatura demonstrou que os 

constituintes moleculares dos exossomos, especialmente proteínas exossômicas e 

microRNAs (miRNAs), são muito promissores como novos biomarcadores para 

diagnóstico clínico (Lin et al. 2015; Yu, Odenthal, and Fries 2016) (Figura 10). Flaherty 

e colaboradores demonstraram que adipócitos liberam vesículas extracelulares do 

tamanho de exossomos contendo lipídios que entram em uma via endocítica em 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Flaherty+SE+3rd&cauthor_id=30819964
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ATMs. Esse mesmo grupo identificou em exossomos derivados de adipócitos, uma 

“gota de lipídio” e suas proteínas associadas, incluindo ATGL e PLIN1, consistente 

com corpúsculos lipídicos (Flaherty et al. 2019). Tornou-se aparente que os 

exossomos são enriquecidos por um subconjunto distinto de proteínas derivadas de 

células, ácidos nucléicos, lipídios e glicoconjugados, enquanto microvesículas 

maiores assemelhava-se mais à composição da célula (Pegtel and Gould 2019).  

 

 

Figura 10 

 

 
Figura 10: Exemplo ilustrativo da heterogeneidade da composição dos exossomos.  Exossomos 
são ricos em tetraspaninas, moléculas de adesão, enzimas, proteínas de ligação a RNA, RNAs, DNAs 
e glicanos complexos. Abreviações: ECM, extracellular matrix; EGFR, epidermal growth factor receptor; 
ERM, ezrin-radixin-moesin; ESCRTs, endosomal sorting complexes required for transport; Gag, 
retroviral Gag proteins; Hh, Hedgehog; HSP, heat shock protein; ICAM-1, intracelular adhesion 
molecule-1; IGSF8, immunoglobulin superfamily member 8; MfgE8, milk fat globule protein E8; PrP, 
prion protein; PTGFRN, prostaglandin F2 receptor negative regulator; SDC, syndecan; Ub, ubiquitin; 
Wnt proteins, wingless proteins.  
 
 
       É importante ressaltar que tanto os exossomos quanto as microvesículas 

carregam moléculas funcionais capazes de modificar o fenótipo do receptor células 

(Camino et al. 2020; van der Pol et al. 2012). Os exossomos são preferencialmente 

endocitados e podem liberar seu conteúdo por fusão com o receptor endossômico por 
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um processo chamado back-fusion. Mesmo que algumas microvesículas sejam 

internalizadas por endocitose mediada por receptor bis monoacilglicerol fosfato 

(BMP), sua membrana é desprovida deste receptor. Assim, a fusão entre 

microvesículas e a membrana plasmática celular pode representar o mecanismo 

preferencial de transferência de material para as células receptoras (Kalra, Drummen, 

and Mathivanan 2016; Record et al. 2018) (Figura 11). 

 

Figura 11 

 

 
Figura 11: Vias envolvendo a formação de microvesículas e exossomos (Adaptado de Kalra et 
al. 2016). Na via secretória clássica, vesículas com carga protéica, empacotadas no aparelho de Golgi, 
transportam sua carga para a membrana plasmática (MP). Ao se fundir com a MP, as proteínas de 
membrana e as proteínas secretoras são transportadas efetivamente aos destinos pretendidos. Vários 
tipos de carga, por exemplo, proteínas, RNA, também podem ser transportadas no espaço extracelular 
via brotamento externo da MP com formação de microvesículas (ectossomos). A carga é absorvida 
pela célula via endocitose (captação mediada por receptores) e endossomas precoces. Nos 
endossomos iniciais, as proteínas são recicladas para a MP ou sequestradas em vesículas intraluminais 
(VIL) dos CMVs. A formação de exossomos começa com a brotação interna da membrana do 
endossoma precoce e subsequente formação de corpos multivesiculares (CMVs). Na via exocítica 1, 
CMVs se fundem com a MP para liberar seu conteúdo (exossomos) no espaço extracelular. Na via 
degradativa 2, os CMVs são enviados para lisossomos para degradação por enzimas. A carga 
exossômica é entrega para a célula receptora por vários mecanismos como fusão de membranas, 
pinocitose / fagocitose ou ligação ligante-receptor. 

 

1.6.2 – PAPEL DAS MICROVESÍCULAS E EXOSSOMOS NA COMUNICAÇÃO 

ENTRE ADIPÓCITOS E MACRÓFAGOS E EM INFECÇÕES INTRACELULARES 

Exossomos e microvesículas circulam em todos os fluidos biológicos e podem 

precoce 
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desencadear respostas biológicas à distância. Seus efeitos incluem uma grande 

variedade de processos biológicos, como modificação do microambiente tumoral 

(Gangoda et al. 2015), vigilância imunológica ou regulação da inflamação (Théry et al. 

2002; Cossetti et al. 2014; Sicco, C. L. 2017; Record, et al. 2018), atividade 

antimicrobiana em fagócitos (Oliveira et al., 2010), efeitos protetores em doenças 

neurodegenerativas e câncer (Gangoda et al. 2015; Clement et al. 2020), além de um 

papel como carreadoras de fatores de virulência (Rodrigues et al., 2008) e anticorpos 

em infecções fúngicas (Albuquerque et al., 2008; Vargas et al., 2015; Gil-Bona et al., 

2015). As vesículas extracelulares podem transportar uma grande variedade de 

moléculas ativas, incluindo mediadores lipídicos como eicosanóides, proteínas e 

ácidos nucleicos, capazes de modificar o fenótipo das células receptoras (Record, et 

al. 2018; Camino et al. 2020; Bauer, Round, and O’Connell 2021). 

 VE’s e suas subpopulações, liberadas por adipócitos humanos ou por explantes 

de tecidos adiposos, desempenham um papel na interação parácrina entre adipócitos 

e macrófagos, um mecanismo chave na inflamação do tecido adiposo que leva a 

complicações metabólicas (Pardo et al. 2018; Camino et al. 2020; Akbar et al. 2019; 

Kim, Shah, and Nakamura 2018).  

 As vesículas adipocíticas diferenciam monócitos em macrófagos característicos 

de tecido adiposo, definidos pela liberação de citocinas pró e anti-inflamatórias 

(Mariette et al. 2013). MV’s podem contribuir para a infiltração de macrófagos 

associada à obesidade, a partir da indução de uma mudança de polarização 

macrofágica (Eguchi et al., 2015). Macrófagos pré-estimulados com VE’s interferem 

na sinalização de insulina em adipócitos humanos e podem apresentar um fenótipo 

mais pró-inflamatório, sugerindo um possível papel para as vesículas extracelulares 

derivadas de tecido adiposo humano em um ciclo pró-inflamatório recíproco entre 

adipócitos e macrófagos, com potencial para agravar a resistência à insulina local e 

sistêmica (Mariette et al. 2014; Noren Hooten and Evans 2020).  

Além disso, micro-RNAs exossômicos secretados por adipócitos inibem a 

polarização de macrófagos M2 para promover a inflamação adiposa induzida por 

obesidade. Os exossomos secretados por adipócitos maduros transportaram miR-34a 

para os macrófagos, suprimindo assim a polarização M2 ao reprimir a expressão do 

fator 4 semelhante a Krüppel (Klf4). Com isso, o miR-34a pode ser entendido como 

um mediador chave de ações parácrinas em macrófagos adiposo-residentes (Pan et 

al. 2019). 
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Os mecanismos pelos quais as microvesículas medeiam a sinalização intercelular 

pode envolver a ativação de receptores na membrana plasmática das células 

receptoras, sendo capazes de transportar membranas ligantes e até mesmo 

moléculas de RNA para as células alvo, onde esses RNA’s funcionam de maneira 

semelhante ao RNA endógeno (Ogawa et al., 2010; Zhang et al., 2010; Ismail et al., 

2013, Yaqin et al. 2016;). O receptor CCR5, por exemplo, pode ser transferido de 

células mononucleares periféricas do sangue para células endoteliais via 

microvesículas (Mack, M. 2000; Ogawa, R. 2010), exercendo sinais direcionados entre 

células e transferindo diretamente moléculas bioativas dentro de seus compartimentos 

(Mack, M. 2000; Ogawa, R. 2010; Yaqin et al. 2016)  

Um dos maiores desafios terapêuticos tem sido o desenvolvimento de estratégias 

que promovam a resolução da inflamação vascular. O estudo de exossomos 

produzidos por macrófagos derivados da medula óssea naive (BMDM-exo) contêm 

microRNA-99a/146b/378a antiinflamatórios que são ainda aumentados em 

exossomos produzidos por BMDM polarizado com IL-4 (BMDM-IL-4-exo). Esses 

microRNAs exossômicos suprimem a inflamação ao direcionar a sinalização de NF-

κB e TNF-α e promover a polarização M2 em macrófagos receptores (Bouchareychas 

et al. 2020). Outros estudos, no entanto, já apontam que macrófagos são capazes de 

internalizar vesículas extracelulares derivadas de células-tronco mesenquimais 

(MSC’s) de forma eficiente, provocando mudança de um fenótipo M1 para M2, com 

regulação positiva de marcadores da ativação alternativa como IL-10 e fator de 

crescimento transformador-β (TGF-β), e declínio de marcadores M1 como fator A de 

crescimento endotelial vascular (VEGF-A), IFN-γ, IL-12, TNF-α, quimiocina com 

motivo C-C 24 e 17  (CCL-24 e CCL-17) (Sicco et al 2017;  Willis et al. 2017; 

Bouchareychas et al. 2020). Os dados indicam que as MSC-VEs possuem 

propriedades anti-inflamatórias eficazes, tornando-os potenciais agentes terapêuticos 

(El Andaloussi et al. 2013; Monsel et al. 2016; Keshtkar, Azarpira, and Ghahremani 

2018; Cao et al. 2019).  

Em infecções, vesículas extracelulares derivadas de células-tronco mesenquimais 

de adipócitos e de células-tronco derivadas de adiposo tem sido propostas como o 

potencial terapêutico na moderação da morbidade e mortalidade de infecções, como 

na COVID-19 (Mazini, Rochette, and Malka 2021). Exossomos de ADSCs carregam 

diversas moléculas com propriedades imunomoduladoras que podem participar da 

imunomodulação na COVID-19, como TGF-β, fator de crescimento e 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/transforming-growth-factor-beta
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tumor-necrosis-factor
https://www.atsjournals.org/author/Willis%2C+Gareth+R
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desenvolvimento-11 (GDF-11), fatores de crescimento de hepatócitos (HGF), fator de 

crescimento do nervo (NGF), fator de crescimento indutor de insulina (IGF), IL-1, IL-6, 

TLR-2, TLR-4, INF-γ e um painel de miRNAs totalmente secretados dentro de seus 

exossomos (Mazini et al. 2019; 2020).  

Além disso, um estudo com HIV também identificou perturbações metabólicas e 

inflamatórias associadas a um perfil de miRNA extraídos de pequenas vesículas 

extracelulares (sEVs) de indivíduos infectados pelo HIV com e sem alterações 

lipodistróficas (miR-20a-3p foi aumentado e miR-324-5p e miR-186 foram reduzidos 

em sEVs de indivíduos HIV lipodistróficos). Mudanças nesses miRNAs se 

correlacionaram com a expressão de Dicer adiposo e marcadores clínicos (Srinivasa 

et al. 2021).  

       Assim, sugerimos que microvesículas e exossomos derivadas de adipócitos 

podem interferir na polarização de macrófagos infectados, favorecendo a 

permanência de patógenos intracelulares in vitro, como micobactérias, através da 

regulação de vias de sinalização e formação de corpúsculos lipídicos. No entanto, 

muitos estudos pré-clínicos e clínicos são necessários para encontrar um tratamento 

eficaz para os pacientes que sofrem de tais infecções. Esse trabalho, portanto, tem 

como objetivo elucidar tais mecanismos envolvidos, focando principalmente em 

fatores solúveis liberados por adipócitos, como principais contribuintes e 

intermediadores da comunicação celular e alterações funcionais de macrófagos 

infectados.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



52  

2 – JUSTIFICATIVA  

  

Apesar de existirem diversos estudos sobre o papel/função das interações entre 

células adiposas e células do sistema imune durante a metainflamação, poucos 

trabalhos têm investigado a influência dos fatores produzidos por adipócitos na função 

de macrófagos infectados por patógenos intracelulares. Ao desvendar tais 

mecanismos, será possível a melhor compreensão de como infecções, como a 

micobacteriana, podem ser favorecidas e/ou evitadas por fatores metabólicos 

endógenos, como na obesidade, buscando, assim, terapias mais eficazes em seu 

controle.  
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3 – OBJETIVOS 
 
 
OBJETIVO GERAL: 

 
 

Investigar a relação entre fatores secretados por adipócitos (FSA) como citocinas, 

adipocinas e vesículas extracelulares na ativação macrofágica durante a infecção pelo 

patógeno intracelular, Mycobacterium bovis, BCG in vitro. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 

 

1) Avaliar a biogênese de corpúsculos lipídicos em macrófagos infectados 

ou não com M. bovis BCG e estimulados com meio condicionado de 

adipócitos contendo os fatores solúveis secretados; 

 

2) Avaliar o perfil de polarização de macrófagos através da análise da 

síntese de citocinas de perfil pró e anti-inflamatório, adipocinas e NO, em 

macrófagos estimulados ou não com fatores solúveis secretados por 

adipócitos e infectados ou não com M. bovis BCG; 

 

3) Avaliar o papel da expressão de PPARү, através da sua supressão em 

macrófagos estimulados ou não com fatores secretados por adipócitos e 

infectados ou não com M. bovis BCG; 

 

4) Avaliar a biogênese de corpúsculos lipídicos em macrófagos estimulados 

ou não com microvesículas e exossomos derivados de adipócitos e 

infectados com M. bovis ou não; 
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5) Avaliar o perfil de polarização de macrófagos através da análise da 

síntese de citocinas pró e anti-inflamatórias em macrófagos estimulados 

ou não com microvesículas e exossomos derivados de adipócitos e 

infectados ou não com M. bovis BCG. 
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4 – MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
           4.1 – CULTURA E DIFERENCIAÇÃO DE CÉLULAS NIH3T3-L1 
 
 
        A linhagem de pré-adipócitos murinos NIH3T3-L1 foram gentilmente cedidas pela 

Dra. Clarissa Maya Monteiro, do Laboratório de Imunofarmacologia, Instituto Oswaldo 

Cruz/FIOCRUZ/RJ. Para manter as células em seu estado não diferenciado (pré- 

adipócitos), utilizamos meio Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM) com 4,5 g/L 

de glicose (Invitrogen) suplementado com penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 

µg/mL) (Gibco) e 10% de soro bovino (Invitrogen). As células foram contadas e 

plaqueadas (20 x 103 células/ml) em meio DMEM com 4,5 g/L de glicose contendo 

penicilina e estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (Invitrogen), no qual foram 

mantidas por 4 dias. A diferenciação foi então induzida pela adição de meio DMEM 

4,5 g/L de glicose suplementado com penicilina e estreptomicina, 10% soro fetal 

bovino, 1 µM de dexametazona (Sigma Aldrich), 0,5 mM de isobutilmetilxantina (IBMX) 

(Sigma Aldrich) e 0,3 unidades/ml de insulina (Humulin Regular – Lily) por 3 dias. 

Introduzimos então meio DMEM, 4,5 g/L de glicose contendo penicilina e 

estreptomicina, 10% de soro fetal bovino e 0,3 unidades de insulina/mL, substituindo 

75% de seu volume total de 2 em 2 dias até o final da diferenciação. Desta forma, o 

dia -1 corresponde aos pré-adipócitos e o dia 17, aos adipócitos maduros. A coleta do 

sobrenadante foi feita em seguida, sendo usado a fresco ou congelado de acordo com 

o experimento (Palhinha et al. 2019) (Figura 12). 

 

Figura 12 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 12. Protocolo de diferenciação de pré-adipócitos da linhagem NIH3T3-L1. As células são 
submetidas ao meio de indução da diferenciação (IBMX, dexametasona, insulina) no dia 0. Após 3 dias 
são mantidas no meio de maturação (insulina) até o final da diferenciação (Palhinha et al. 2019). 
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4.2 – ISOLAMENTO DE MICROVESÍCULAS E EXOSSOMOS 

  

      O isolamento das microvesículas e exossomos foi realizado por centrifugação 

diferencial do sobrenadante de adipócitos, congelado a -80ºC e 4ºC. O 

descongelamento foi feito no gelo e a centrifugação estabelecida conforme os 

parâmetros (Momen-heravi 2017; Pospichalova et al. 2015) (Figura 13). Todas as 

centrifugações e procedimentos foram realizados em 4°C para minimizar a 

degradação de proteínas. Células presentes no sobrenadante foram removidas por 

centrifugação de baixa velocidade a 400 × g por 10 min. O sobrenadante foi então 

centrifugado sequencialmente a 2500 × g por 10 min (centrífuga multispeed 

ThermoScientific IEC CL31R, rotor T41 * 11210435) e 10.000 × g por 30 min para 

remover quaisquer detritos celulares / corpos apoptóticos restantes (Ultracentrífuga 

Beckman Coulter Optima L-100XP). O pelet obtido foi ressuspendido em tampão 

fosfato salino (phosphate buffered saline – PBS) e novamente centrifugado a 19.000 

x g por 45 min. O sobrenadante foi centrifugado a 19.000 x g e o pelet obtido contendo 

microvesículas foi ressuspendido novamente em PBS e aliquotado a cada 50 μl. Já o 

sobrenadante depletado de microvesículas (última centrifugação à 19000 x g) foi 

filtrado em filtro de 0,22 µm e submetido a ultracentrifugação para obtenção de 

exossomos. A ultracentrifugação foi feita a 100.000 × g por 70 min, o sobrenadante 

lavado em PBS e novamente ultracentrifugado a 100.000 × g por 70 min. Após a 

lavagem, o sedimento exossômico foi cuidadosamente ressuspenso. O pellet foi então 

aliquotado a cada 50 µl e armazenado a -80ºC ou 4ºC. 
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Figura 13 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Protocolo de isolamento de microvesículas e exossomos.  
 
 

4.3 – DEPLEÇÃO DE VESÍCULAS EXTRACELULARES 
 

 
        VE’s são idealmente obtidas da cultura de células com meio condicionado por 

soro fetal bovino (FBS), soro de outras espécies ou outros produtos complexos, como 

lisado de plaquetas, extratos hipofisários, sais biliares e muito mais (Li et al. 2015; 

Beninson et al. 2015). Quando o uso desses suplementos é inevitável, os 

experimentos devem incluir um controle médio para avaliar a contribuição do próprio 

meio, evitando o co-isolamento de EVs exógenas. No caso de adipócitos, a privação 

de nutrientes, e, em outras células, até mesmo a privação de VE’s, podem alterar o 

comportamento celular, a liberação, natureza e composição das VEs liberadas (Li et 

al. 2015; Beninson et al. 2015).  

        A quantidade de VE’s identificadas no meio RPMI com baixa concentração de 

SFB (2% SFB), usado no momento dos experimentos, foi comparada com a 

quantidade de VE’s identificadas no sobrenadante de adipócitos em 24 horas, também 

contendo RPMI 2% SFB. Essa análise foi feita para se pesquisar a presença de 

• Zeta size 
• Citometria de fluxo 
• Nanodrop E Micro BCA 

Coleta do sobrenadante a 2% de soro fetal 
bovino para ultracentrifugação e isolamento de 

microvesículas e exossomos 
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vesículas extracelulares no meio utilizado em todo experimento, já que por questões 

técnicas, não foi possível a depletação de VE’s do soro fetal bovino. Dessa forma, o 

meio RPMI 2% SFB e o sobrenadante de adipócitos foram submedido aos mesmos 

procedimentos de centrifugação e ultracentrifugação para isolamento das 

microvesículas e exossomos. O pellet final foi então ressuspendido em PBS e 

submetido ao Zeta Sizer. 

 

4.4 – CARACTERIZAÇÃO DE VESÍCULAS EXTRACELULARES  

 
 
        A Sociedade Internacional de Vesículas Extracelulares (ISEV) destacou a 

necessidade de considerar questões ao fazer conclusões fortes sobre o envolvimento 

de VE’s, populações específicas (exossomos em particular), situações fisiológicas ou 

patológicas, ou ao propor sua carga molecular como marcadores biológicos 

(MISEV2014; Lotvall et al. 2014). Dessa forma, foi estabelecido um protocolo de 

isolamento, identificação e caracterização de subpopulações de VE’s, microvesículas 

e exossomos, submetendo-as à análise por citometria de fluxo e ao Zeta Sizer, como 

ponto de partida para comprovação das populações envolvidas. 

 
4.4.1 – CITOMETRIA DE FLUXO 
       

        Para identificação e quantificação de microvesículas, as amostras foram 

submetidas à citometria de fluxo (Citômetro de Fluxo BD FACSCanto II Flow 

Citometer). Alíquotas contendo microvesículas após isolamento por centrifugação 

foram marcadas com Anexina V (10X Annexin V Binding Buffer, BD Pharmingen™, 

cat. 556547) usando-se o fluorocromo PE-H. Um conjunto de suspensões de 

microesferas de 1 µm (Fluoresbrite PolyFluor 570 Microspheres) foi usado como 

referência de tamanho. Uma amostra não corada foi adquirida para detectar a 

autofluorescência da amostra e definição do fotomultiplicador para os canais usados. 

A fluorescência foi controlada por ajuste na sobreposição espectral, adquirindo tubos 

de cor única. Frente e lateral canais de dispersão (FSC e SSC) foram utilizados em 

escala logarítmica visualizado no modo bi-exponencial. Os fotomultiplicadores FSC e 

SSC foram definidos usando o ruído de fundo como o limite óptico mais baixo a partir 

de uma amostra de PBS estéril. O limite, definido no Canal FSC, foi regulado para 

reduzir progressivamente o ruído, alocando pontos no canto inferior esquerdo da 
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plotagem, para detectar claramente as MVs. Os gráficos foram construídos usando o 

programa Flow Jo 10.6.1. 

        O “sobrenadante completo” corresponde ao sobrenadante antes do processo 

centrifugação, recolhido diretamente da placa com adipócitos diferenciados. O 

“sobrenadante concentrado” corresponde ao pellet de microvesículas formado após a 

centrifugação (concentrado). O “sobrenadante depletado” corresponde ao 

sobrenadante coletado acima do pellet após as centrifugações. 

 

4.4.2 – ZETA SIZER 

 

        A análise por ZETA SIZER é um dos sistemas mais utilizados no mundo para a medição 

do tamanho, da mobilidade eletroforética de proteínas, do potencial zeta de soluções coloidais 

e nanopartículas, com a opção de medição da mobilidade de proteínas e microrreologia de 

soluções de proteínas e polímeros.  

      O Zetasizer Software (ZetaSizer Nano SZ – Malvern Instrumentos da Central 

Bio/FF/UFJF e Embrapa – Gado de Leite) foi usado para medição do tamanho de 

microvesículas e exossomos por número e intensidade da dispersão luminosa. Foram 

realizadas comparações a partir de amostras armazenadas sob diferentes 

temperaturas – armazenadas a 4ºC e -80ºC. Não era necessário ajustar o pH da 

solução. As amostras utilizadas foram as alíquotas obtidas da centrifugação e 

ultracentrifugação de acordo com o item 4.2, descongeladas em gelo após 7 dias, 

vortexadas por 1 minuto momentos antes da análise, diluídas 1:9 em PBS e colocados 

em tubos de leitura. 

 

4.4.3 - NANODROP 

 

       As alíquotas da centrifugação e ultracentrifugação de acordo com o item 4.2, 

foram descongeladas (-80ºC) em gelo, vortexadas 1 min antes da análise e uma gota 

contendo 1µl foi lida em espectrofotômetro NanoDrop Lite da Thermo Scientific ™ em 

UV-Vis, compacto. 

 

4.4.4 – MICRO BCA  

 

       Para confirmar a quantificação total do conteúdo protéico de microvesículas e 
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exossomos foi utilizado kit de dosagem de proteínas Micro BCATM ProteinAssay 

(ThermoScientificTM PierceTM), seguindo a metodologia proposta pelo fabricante. 

 
4.5  – OBTENÇÃO E CULTURA DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS 
 
 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 machos, com idade entre 6 

a 8 semanas pesando aproximadamente 30 g, para obtenção dos macrófagos 

peritoneais. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de 

Ética/UFJF (protocolo 016/2016 CEUA/UFJF). Os animais foram eutanasiados em 

uma câmara de CO2 e o lavado peritoneal foi feito injetando-se 4 mL de meio RPMI 

no peritônio, recolhendo todo o conteúdo em tubos falcons para posterior 

centrifugação (1500 rpm / 25ºC / 5 min.). O pellet foi ressuspendido e o conteúdo 

celular foi contado em câmara de Neubauer e a concentração ajustada para 1 x 106 

células / mL. Em seguida, foram plaqueadas 1 x 106 células / mL / poço em placas de 

24 poços contendo lamínulas circulares em cada poço as quais seriam usadas para 

contagem de corpúsculos lipídicos e sobrenadante usado para dosagem de citocinas 

(ELISA). Para análise de Western Blot, foram plaqueadas 2x106 células por poço em 

placa de 6 poços. As células foram plaqueadas com meio RPMI, 1% de antibiótico 

penicilina / estreptomicina e 2% FBS. Após 2 h os poços foram lavados 3 x com 250 

μl de meio RPMI, 1% penicilina/estreptomicina e incubados por 16 horas, com RPMI, 

2% FBS e 1% antibiótico, até o estímulo dos macrófagos com meio condicionado de 

adipócitos (sobrenadante total contendo fatores secretados por adipócitos) e a 

infecção micobacteriana. 

 
4.6 – CONTAGEM DE CÉLULAS EM CÂMARA DE NEUBAUER 
 
 

A suspensão celular contendo o lavado peritoneal foi submetida a contagem em 

câmara de Neubauer para posterior plaqueamento. A amostra foi diluída 40X em 

corante Turk (Violeta de Genciana e ácido acético em proporção 1:100) e submetida 

à contagem, através dos 4 quadrantes. 

 
4.7 – ESTÍMULO DE MACRÓFAGOS COM MEIO CONDICIONADO DE 

ADIPÓCITOS (CONTENDO FATORES SECRETADOS POR ADIPÓCITOS – FSA) 

DIFERENCIADOS 
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No 17º dia de diferenciação adipogênica, os adipócitos foram mantidos por 24 h 

em placas de cultura de 24 poços contendo RPMI 4,5 g/L de glicose 1% 

penicilina/estreptomicina, 2% de SFB. Após as 24 h, o sobrenadante (meio 

condicionado) dos adipócitos foi então coletado em tubos falcons e centrifugado em 

1500 x g por 10 min, a 4°C. O estímulo foi feito adicionando-se 1 mL de meio 

condicionado de adipócitos nos poços contendo 1 x 106 de macrófagos plaqueados e 

2 mL de meio condicionado de adipócitos nos poços contendo 2 x 106 de macrófagos. 

Após 1 h, realizamos a infecção com Mycobacterium bovis BCG. Os poços contendo 

os macrófagos que não receberam estímulo com meio condicionado de adipócitos 

foram mantidos em RPMI 4,5 g/L de glicose contendo 1% penicilina/estreptomicina e 

2% de SFB. Após 1 h 30 m os poços foram novamente lavados e os meios 

reestabelecido conforme antes da infecção. 

 

4.8 – ESTÍMULO DE MACRÓFAGOS COM MICROVESÍCULAS E EXOSSOMOS 

DERIVADOS DE ADIPÓCITOS  

 

      Alíquotas contendo microvesículas e exossomos após a série de centrifugações 

foram descongeladas e submetidas à dosagem protéica total em Nanodrop e pelo kit 

Micro BCA de acordo com instruções do fabricante. A concentração estabelecida 

conforme a literatura para estímulo dos macrófagos foi de 25 µM, 50 µM ou 100 µM 

de VEs, correspondente a cada poço em placas de 24 poços. Os macrófagos 

peritoneais foram plaqueados 24 h antes do estímulo, na concentração de 

1x106/poço/mL.  

 
4.9 – INFECÇÃO COM Mycobacterium bovis BCG 
 
 

Após 1 h de estímulo dos macrófagos peritoneais com meio condicionado de 

adipócitos contendo os fatores solúveis secretados (FSA), ou com microvesículas ou 

exossomos, foi feita a infecção das céulas com Mycobacterium bovis, BCG. As células 

foram infectadas em uma multiplicidade de infecções (MOI 5:1) com Mycobacterium 

bovis, BCG da cepa Moreau, obtidas na forma de vacina liofilizada em ampolas de 40 

mg contendo aproximadamente 80 x 106 bacilos. Os bacilos foram diluídos em RPMI 

estéril e ajustados na concentração de 5 x 106 unidades formadoras de colônia 
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(UFC)/mL. Na hora do uso os bacilos foram vortexados, sonicados por 5 min e 

homogeneizados 10 vezes por passagem em seringa 32 G. Após 1 h, os poços foram 

lavados com RPMI 1% penicilina/estreptomicina e o meio inicial foi restabelecido (FSA 

de adipócitos, ou RPMI 1% penicilina/estreptomicina 2% SFB, ou VE’s) incubando-se 

os macrófagos durante 6, 24 e 48 h, para coleta do sobrenadante para dosagem de 

citocinas, adipocinas e NO. Foi realizada a fixação das células nas lamínulas para 

posterior coloração com Bodipy, Oil Red O e DAPI para contagem de corpúsculos 

lipídicos. As células cultivadas em placas de 6 poços, foram lisadas para obtenção de 

proteínas totais para realização do Western Blot. 

 

4.10 – COLORAÇÃO COM OIL RED O E BODIPY – ANÁLISE DE CORPÚSCULOS 
LIPÍDICOS 
 
 

As lamínulas obtidas após o plaqueamento de macrófagos (item 4.5) foram 

fixadas em formalina 3,7% por 24 h e logo depois, seguiu-se a coloração com Oil-Red-

O ou Bodipy para a contagem de corpúsculos lipídicos. 

A solução estoque de Oil Red O (Sigma Aldrich) foi preparada a 0,3% (0,3 g de 

Oil Red O/100 mL de isopropanol (ácido isopropílico) (Sigma Aldrich), filtrada e 

acondicionada em temperatura ambiente. No dia da coloração, a solução de uso foi 

preparada diluindo-se a solução estoque em água destilada na proporção 3:2. 

Concluída a diluição, a solução foi novamente filtrada e utilizada para a coloração de 

corpúsculos lipídicos, na própria placa de cultura ou a partir da confecção de lâminas 

permanentes. 

A solução de formalina 3,7% foi retirada e os poços foram lavados com água 

destilada. Em seguida, foram adicionados 300 μL da concentração de Oil red O, e 

incubando por 5 min no escuro. Decorrido o tempo, as células foram lavadas em 

sequência: 2 x com água destilada, isopropanol 30% e PBS 1%. As lâmínulas foram 

montadas com meio de montagem contendo DAPI (VECTASHIELD® mounting 

medium containing DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole) (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA) para a marcação do núcleo das células. 

A biogênese de corpúsculos lipídicos foi avaliada quanto à infecção com BCG, 

estímulo com sobrenadante e VE’s, e tratamento com GW. Os CLs foram contados 

em 50 células consecutivas, após análise em microscópio de fluorescência Olympus 

DP73 acoplado com câmera digital XC-50, sob objetiva de 100 ou 40x (Olympus, 
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Tokyo, Japan) ou a partir de microscópio de fluorescência invertido Nikon Eclipse 

TS100. A morfologia celular dos macrófagos, pré-adipócitos e adipócitos também foi 

avaliada. As imagens foram analisadas por meio do programa CellSens Dimension. 

 

4.11 –  ESTÍMULO COM GW9662 – ANTAGONISTA DE PPARү 

 

      Foi utilizado 1 µM/mL de GW9662 (Cayman Chemical, no. 70785), antagonista de 

PPARү, para avaliar o efeito deste receptor nos macrófagos estimulados com FSA ou 

VE’s e infectados por BCG. Foram plaqueadas 1 x 106 células/ml/poço (placa de 24 

poços). O estímulo foi feito administrando-se a dosagem em meio RPMI ou 

sobrenadante contendo FSA, 1 h antes da infecção. Após a lavagem dos poços, o 

tratamento foi restabelecido juntamente ao meio RPMI ou sobrenadante. 

 

 
4.12 –  ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) 

segundo ANOVA seguido pelo teste t de Student, com significância de p< 0.05 Os 

gráficos foram obtidos por meio do programa GraphPad Prism®7(GraphPad 

Software).
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5 –  RESULTADOS 
 
 
5.1 – DIFERENCIAÇÃO DE ADIPÓCITOS A PARTIR DE CÉLULAS NIH3T3-L1 

 
Para, confirmarmos a diferenciação de pré-adipócitos da linhagem NIH3T3- L1, 

foram avaliadas as diferenças na morfologia celular, no acúmulo e na hipertrofia de 

corpúsculos lipídicos, no dia 0 e no dia 17 de diferenciação adipogênica. Durante o 

período que antecede os estágios de diferenciação celular, as células encontravam-

se com características morfológicas típicas de fibroblastos, apresentando-se 

alongadas, com citoplasma abundante, núcleo grande e fusiforme além de longos 

prolongamentos (Figura 14 A). A partir do 4° dia em que as células NIH3T3-L1 foram 

submetidas ao processo de diferenciação, mudanças na morfologia celular 

começaram a ocorrer, e no 17º dia de diferenciação, as células apresentaram 

características típicas de adipócitos, como forma arredondada, núcleo deslocado para 

a periferia e intenso acúmulo de CLs por todo citoplasma (Figura 14 B e 14 Bi). 

A biogênese de CLs foi utilizada como indicativo de diferenciação adipogênica das 

células NIH3T3-L1. A partir do 4° dia em que as células foram submetidas ao processo 

de indução de diferenciação, foi verificado um aumento em número e tamanho de CLs 

(Figura 14 C e D). No 17º dia, quando observamos a morfologia de adipócitos 

completamente diferenciados, esse aumento foi considerável ao se comparar com os 

pré-adipócitos NIH3T3-L1 (Figura 14 E). As análises foram feitas com a coloração de 

Oil Red O (ORO), corante específico para lipídios neutros, e DAPI para o núcleo, 

analisadas em microscopia de fluorescência. Observou-se que quanto maior o tempo 

de diferenciação das células e mais precisamente no 17º dia, maior o acúmulo de CLs, 

indicando que as células estavam em estágio completo de diferenciação. Aumento 

este que se mostrou significativo. 

Celulas pré-adipogênicas em seu estado indiferenciado, possuem baixa 

quantidade de CLs quando comparadas aos adipócitos diferenciados, o que foi 

evidenciado pela marcação com Oro Red O (Figura 14 C e D).
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Figura 14 
 
 

 
 
 
 

Figura 14: Análise do processo de diferenciação celular. (A) Morfologia de NIH3T3-L1 
indiferenciadas, e (B) Morfologia de adipócitos diferenciados, no 17º dia de diferenciação 
adipogênica, e (Bi) ampliação do campo. As imagens foram obtidas a partir de microscópio de 
fluorescência invertido Nikon Eclipse TS100. (C) Análise por microscopia de fluorescência de 
adipócitos diferenciados (17 dia); (D) Análise por microscopia de luz de adipócitos diferenciados; (E) 
Quantificação de corpúsculos lipídicos em células NIH3T3- L1 e adipócitos. As células foram 
coradas com ORO e em seguida marcadas com corante DAPI para observação dos núcleos. As 
imagens foram obtidas a partir de microscópio de fluorescência invertido Nikon Eclipse TS100, 
escala correspondente a 20 µm, aumento de 20x. (*) Indica diferença significativa entre os grupos. 
As colunas representam a média ± erro padrão, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05. 
 

 
 
5.2 – BIOGÊNESE DE CORPÚSCULOS LIPÍDICOS (CL) EM MACRÓFAGOS 

INFECTADOS OU NÃO COM Mycobacterium bovis BCG E ESTIMULADOS OU 

NÃO COM MEIO CONDICIONADO DE ADIPÓCITOS CONTENDO FATORES 

SOLÚVEIS SECRETADOS (FSA)  

 
     Foi avaliada a biogênese de corpúsculos lipídicos em macrófagos peritoneais 

infectados ou não com Mycobacterium bovis BCG em uma multiplicidade de infecções 

de cinco bactérias a cada uma célula (MOI 5:1). O sinal (+) ou (-) indica, 

respectivamente, presença ou ausência de estímulo com FSA. 

A) Bi) 

C) 

B) 

E) D) 
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     Nos 3 tempos analisados, 6, 24 e 48 h, a infecção micobacteriana foi capaz de 

induzir a formação de CLs de modo significativo quando comparado ao grupo controle. 

De modo interessante, podemos observar que FSA por si só, também já foi capaz de 

induzir a formação de CLs em macrófagos não infectados. No entanto, no grupo BCG 

na presença de FSA, teve a biogênese de CLs potencializada quando comparado ao 

grupo BCG não estimulado, nos 3 tempos analisados (Figura 15 e 16). 

 

Figura 15 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: Quantificação de corpúsculos lipídicos em macrófagos estimulados ou não com FSA 
e infectados ou não por M. bovis BCG, MOI 5:1. O estímulo com sobrenadante é indicado com sinal 
+. Foram contados 50 núcleos por n. (*) indica diferença significativa do grupo BCG em relação ao 
grupo controle, ambos sem estímulo com FSA; (**) indica diferença significativa do grupo controle 
estimulado com FSA e controle não estimulado. (#) indica diferença significativa do BCG estimulado 
com sobrenadante, em relação a ambos os grupos controle estimulados com FSA e BCG não 
estimulado com FSA. As colunas representam a média ± erro padrão de 3 experimentos consecutivos, 
sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05.  
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Figura 16  

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 16: Formação de corpúsculos lipídicos em macrófagos infectados ou não por M. bovis 
BCG, MOI 5:1, estimulados ou não com FSA (24 h). O estímulo com FSA é indicado com sinal +. Os 
CLs são indicados pelas setas brancas. As imagens foram obtidas por microscópio de fluorescência e 
a análise da formação de corpúsculos lipídicos foi feita após coloração com Oil Red O, contra-coloração 
do núcleo com DAPI. Escala correspondente a 10 µm, aumento de 100x.  
 
 
5.3 – BIOGÊNESE DE CORPÚSCULOS LIPÍDICOS EM MACRÓFAGOS 

INFECTADOS OU NÃO COM Mycobacterium bovis BCG E ESTIMULADOS OU 

NÃO COM MEIO CONDICIONADO DE PRÉ-ADIPÓCITOS  

 
 
              Também foi avaliada a biogênese de corpúsculos lipídicos em macrófagos 

peritoneais infectados ou não com Mycobacterium bovis BCG e estimulados ou não 

com meio condicionado de pré-adipócitos, antes da diferenciação. Isso foi feito para 

saber se somente adipócitos completamente diferenciados seriam capazes de induzir 
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modificações no metabolismo lipídico de macrófagos. O tempo de 24 h foi escolhido 

para análise, pois neste tempo foi observada a maior taxa de formação de corpúsculos 

lipídicos na presença do estímulo com FSA de adipócitos diferenciados . 

     A infecção micobacteriana na presença de meio condicionado de pré-adipócitos 

não teve o mesmo efeito na formação de CLs, quando comparado ao meio 

condicionado de adipócitos diferenciados, ou seja, a formação de CLs não foi 

potencializada no grupo infectado na presença de sobrenadante de pré-adipócitos 

(Figura 17 e 18). 

 

 

Figura 17 
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Figura 17: Quantificação de corpúsculos lipídicos em macrófagos estimulados ou não com meio 
condicionado de pré-adipócitos NIH3T3-L1 e infectados ou não por M. bovis BCG, MOI 5:1. Foram 
contados 50 núcleos por n. (*) Indica diferença significativa do grupo BCG em relação ao grupo controle. 
(**) Indica diferença significativa do grupo estimulado com FSA de pré-adipócitos NIH3T3-L1 em 
relação ao controle. (***) indica diferença significativa apenas entre grupo BCG estimulado ao grupo 
controle estimulado. As colunas representam a média ± erro padrão de 3 experimentos consecutivos, 
sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05.  
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Figura 18 

 

 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Formação de corpúsculos lipídicos em macrófagos infectados ou não por M. bovis 
BCG, MOI 5:1, estimulados ou não com meio condicionado de pré-adipócitos NIH3T3-L1 (24 
horas). O estímulo com FSA de pré-adipócitos é indicado com sinal +. Os corpúsculos lipídicos são 
indicados pelas setas brancas. As imagens foram obtidas por microscópio de fluorescência e a análise 
da formação de corpúsculos lipídicos foi feita após coloração com Oil Red O, contra-coloração do 
núcleo com DAPI. Escala correspondente a 10 µm, aumento de 100x. 
 
 
5.4 – PRODUÇÃO DE CITOCINAS EM MACRÓFAGOS INFECTADOS OU NÃO 

COM Mycobacterium bovis BCG E ESTIMULADOS OU NÃO COM MEIO 

CONDICIONADO DE ADIPÓCITOS CONTENDO FATORES SOLÚVEIS 

SECRETADOS (FSA)  

 

O TNF-α, é secretado principalmente por macrófagos e, além de causar a morte 
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de células tumorais, promove a resposta imune e pró-inflamatória estimulando a 

síntese de outras citocinas e recrutando neutrófilos e monócitos para o local da 

infecção (Shen et al. 2017; Xu et al. 2017; Nourian et al. 2017). Já a IL-10, é uma 

citocina de resposta anti-inflamatória característica, que possui efeitos 

imunoregulatórios sobre macrófagos e sobre a produção de outras citocinas pró-

inflamatórias (Xue et al. 2017; Kubota et al. 2017; Alvarado et al. 2017). A produção 

das citocinas TNF-α, de perfil pró-inflamatorio e IL-10, de perfil anti-inflamatorio, pelos 

macrófagos foi avaliada através de ensaio de ELISA, no tempo de 24 horas de 

infecção por M. bovis BCG, com MOI 5:1 e/ou estímulo com FSA. 

A presença de infecção por BCG, aumentou a produção de TNF-α, quando 

comparado ao grupo controle. No entanto, este efeito pareceu ser menor na presença 

de FSA (Figura 19 A). 

Quanto aos níveis de IL-10 para MOI 5:1, não encontramos diferenças significativas 

entre o grupo BCG e controle ambos não estimulados. Porém, a infecção na presença 

de estímulo com FSA induziu uma maior produção dessa citocina de perfil anti-

inflamatório (Figura 19 B).  

  

 

Figura 19  

 

             

 

Figura 19: Síntese de TNF-α (A) e IL-10 (B) em macrófagos peritoneais em grupos controles ou 
infectados com M. bovis BCG, MOI 5:1, estimulados (+) ou não (-) com FSA. (*) Indica diferença 
significativa em relação ao respectivo grupo controle. (#) indica diferença significativa entre o grupo 
BCG estimulado e ambos os grupos controle estimulado e BCG na ausência de estímulo. As colunas 
representam a média ± erro padrão de 3 experimentos consecutivos, sendo as diferenças significativas 
para p ≤ 0,5  
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5.5 – PRODUÇÃO DAS CITOCINAS TNF-α E IL-10 EM ADIPÓCITOS INFECTADOS 
 
 
       Os adipócitos foram propostos como nichos para M. tb no estado latente, e por 

isso, entender a interação de patógenos virulentos com adipócitos é importante (Kim 

et al. 2011). Nós infectamos adipócitos diferenciados da linhagem NIH3T3-L1 com 1 

bacilo/célula ou 5 bacilos/célula e avaliamos os níveis de TNF-α e IL-10 produzidos. 

Nossos resultados indicaram baixa produção de TNF-α pelos adipócitos, não sendo 

encontrada nenhuma diferença significativa entre os grupos analisados (Figura 20 A). 

Quanto à produção de IL-10, verificou-se que adipócitos produzem essa citocina, 

porém nenhuma diferença significativa foi observada entre o grupo controle e os 

grupos infectados com MOI 1:1 ou 5:1 (Figura 20 B). As células foram mantidas em 

meio RPMI 2% de soro por mais 24 horas após o 17º dia de diferenciação.  

 

Figura 20 

 

 

                 
 
Figura 20: Produção de citocinas por adipócitos infectados. A) Produção de TNF-α. B) Produção 
de IL-10. Não foram encontradas diferenças significativas entre os grupos. As colunas representam a 
média ± erro padrão. 
 

5.6 – PRODUÇÃO DE ADIPOCINAS EM MACRÓFAGOS INFECTADOS OU NÃO 

COM Mycobacterium bovis BCG E ESTIMULADOS OU NÃO COM MEIO 

CONDICIONADO DE ADIPÓCITOS CONTENDO FATORES SOLÚVEIS 

SECRETADOS (FSA) 

 

Nós avaliamos os níveis de leptina e adiponectina em cultura de macrófagos 
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estimulados com FSA, ou não, e infectados com M. bovis BCG (MOI 5:1), ou não, 

através de ensaio de ELISA, nos tempos de 6, 24 e 48 horas. A captação de leptina 

através de seu receptor, induz várias alterações metabólicas intracelulares via JAK2-

STAT3 e PI3K-AKT-mTOR, como aumento da captação de glicose, aumento da 

regulação das enzimas glicolíticas e interrupção da função mitocondrial, além de 

alterações imunológicas, como aumento da atividade fagocítica e secreção de 

citocinas pró-inflamatórias em diferentes tipos de células, incluindo adipócitos e 

macrófagos (Jéquier et al. 2002; Monteiro et al. 2019). A adiponectina é o peptídeo 

mais abundante secretado pelos adipócitos, cuja redução desempenha um papel 

central nas doenças relacionadas à obesidade, incluindo resistência à insulina/ 

diabetes tipo 2 e doenças cardiovasculares (Achari and Jain 2017).  

Não foram encontrados níveis significativos da produção de leptina pelos 

macrófagos, nem com relação aos grupos estimulados com sobrenadante, nem nos 

grupos não estimulados (dados não mostrados). Além disso, foram encontrados níveis 

basais de leptina no sobrenadante de adipócitos diferenciados, sendo este coletado 

no 17º dia de diferenciação (dados não mostrados). 

Quanto aos níveis de adiponectina, os grupos não estimulados produziram níveis não 

detectados quando comparados aos grupos estimulados com FSA, onde a produção 

desta adipocina foi elevada no grupo controle nos 3 tempos analisados (Figura 21). 

Podemos observar ainda, que a presença de M. bovis BCG na presença de estímulo 

com FSA regulou negativamente a produção de adiponectina em ambos os tempos 

analisados.  

Figura 21 

 

 

 
 
 
Figura 21: Síntese de Adiponectina em 6, 24 e 48 h de estímulo e infecção. Síntese de Adiponectina 
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em macrófagos peritoneais em grupos controles ou infectados com M. bovis BCG, MOI 5:1, estimulados 
(+) ou não (-) com FSA. O “input” indica estímulo com sobrenadante de pré-adipócitos.  (*) indica 
diferença significativa em relação ao grupo controle. As colunas representam a média ± erro padrão, 
sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05.  
 
 
 
5.7 – PRODUÇÃO DE NITRITO EM MACRÓFAGOS INFECTADOS OU NÃO COM 

Mycobacterium Bovis BCG E ESTIMULADOS OU NÃO COM MEIO 

CONDICIONADO DE ADIPÓCITOS CONTENDO FATORES SOLÚVEIS 

SECRETADOS (FSA) 

 

O óxido nítrico (NO) é uma espécie reativa de oxigênio (ROS) com propriedades 

microbicidas produzido por macrófagos perante ativação e estímulo de infecções, e 

também um marcador de polarização macrofágica (Caruso et al. 2017; Tsikas et al. 

2017; Mantzarlis et al. 2017). As ROS geradas pela célula são importantes para a 

defesa do hospedeiro (Gal et al. 2002). A expressão da enzima óxido nítrico sintase 

(NOS) é aumentada pelo tratamento com lipopolissacarídeo (LPS) e ativação do fator 

nuclear kB (NF-kB) e, consequentemente, a concentração de NO produzida é 

aumentada (Brown et al. 2001; Caruso et al. 2017; Tsikas et al. 2017). 

A produção de Óxido Nitrico (NO) por macrófagos peritoneais foi avaliada por 

detecção indireta de nitrito nos grupos estimulados com FSA, ou não, e infectados 

com M. bovis BCG, ou não (Figura 22). 

Após 24 horas de infecção micobacteriana verificamos uma elevação na produção 

de nitrito que não foi alterada pelo estímulo com FSA. Nos demais tempos de infecção 

e estímulo, nenhuma diferença significativa foi encontrada. 

 
Figura 22 
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Figura 22: Produção de Nitrito em 6, 24 e 48 h de estímulo e infecção: Produção de NO em 
macrófagos peritoneais estimulados (+) ou não (-) com FSA e infectados ou não, com M. bovis BCG, 
MOI 5:1. (*) Indica diferença significativa em relação ao grupo controle. As colunas representam a média 
± erro padrão, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05 
 
 

5.8 – EXPRESSÃO DE PPARγ EM MACRÓFAGOS INFECTADOS OU NÃO COM 

Mycobacterium Bovis BCG E ESTIMULADOS OU NÃO COM MEIO 

CONDICIONADO DE ADIPÓCITOS CONTENDO FATORES SOLÚVEIS 

SECRETADOS (FSA) 

 

        A expressão do receptor nuclear PPARγ foi analisada a partir da técnica de 

Western Blot, durante os tempos de 6, 24 e 48 hs de infecção micobacteriana, ou não, 

e estímulo com FSA, ou não (Figura 23). O resultado indica que a expressão gênica 

de PPARγ é aumentada na presença de infecção nos três tempos analisados e o 

estímulo com FSA potencializou essa expressão em todos os tempos. De modo 

interessante o estímulo com sobrenadante nos macrófagos controles também mostrou 

um perfil aumentado de indução da expressão quando comparados aos macrófagos 

controles que não foram estimulados com sobrenadante. 

 

Figura 23 

 
   

 
Figura 23: Expressão de PPARγ. Macrófagos foram estimulados com FSA (FSA +) ou não (FSA -) e 
infectados com M. bovis BCG MOI 5:1 (BCG +) ou não (BCG -), durante 6, 24 e 48 horas. 
 
 
5.9 – BIOGÊNESE DE CORPÚSCULOS LIPÍDICOS FRENTE À INIBIÇÃO DE 

PPARҮ POR GW9662 EM MACRÓFAGOS INFECTADOS OU NÃO COM 

Mycobacterium Bovis BCG E ESTIMULADOS OU NÃO COM MEIO 

CONDICIONADO DE ADIPÓCITOS CONTENDO FATORES SOLÚVEIS 
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SECRETADOS (FSA) 

 
      A formação de corpúsculos lipídicos foi avaliada após a inibição da via do receptor 

nuclear PPARү. Estudos anteriores demonstram que patógenos intracelulares como 

Mycobacterium bovis BCG podem induzir um mecanismo de escape regulando uma 

das diferentes vias de sinalização celular na formação do CL dentro dos leucócitos – 

a via do receptor nuclear PPARγ (Almeida et al. 2009, Almeida et al. 2014). Porém, os 

mecanismos referentes à ativação de PPARγ e metabolismo lipídico perante a 

ativação de macrófagos por fatores secretados por adipócitos, não estão esclarecidos.  

      O grupo BCG induziu a formação de corpúsculos lipídicos, evento este que foi 

potencializado pelo FSA (Figura 24 e 25) quando comparado ao grupo controle.  

      O tratamento com o antagonista de PPARγ, no entanto, foi capaz de inibir a 

formação de corpúsculos lipídicos em ambos os grupos estimulados com FSA e 

infectados. 

 

Figura 24 
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Figura 24: Quantificação de corpúsculos lipídicos em macrófagos estimulados ou não com FSA, 
tratados ou não com GW9662 e infectados ou não por M. bovis BCG, MOI 5:1. O estímulo com 
FSA e com GW é indicado com sinal +. Foram contados 50 núcleos por n. (*) Indica diferença 
significativa do grupo BCG em relação ao grupo controle, ambos sem estímulo com FSA; (**) Indica 
diferença significativa entre o grupo BCG tratado com GW e BCG não tratado com GW. (#) indica 
diferença significativa do BCG estimulado com FSA, em relação a ambos os grupos: controle 
estimulados e BCG não estimulado; (##) Indica diferença significativa em relação ao grupo BCG 
estimulado não tratado com GW e em relação ao grupo BCG tratado com GW não estimulado com 
FSA. As colunas representam a média ± erro padrão, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05. 
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Figura 25 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25: Inibição da biogênese de CL’s por GW 9662 em macrófagos estimulados ou não com 
FSA e infectados com BCG ou não. Os macrófagos foram infectados por M. bovis BCG, MOI 5:1 
(BCG), estimulados ou não FSA, e tratados ou não com GW 9662. O estímulo com FSA e com GW 
9662 é indicado com sinal +. (A) Grupo BCG; (B) Grupo estimulado com FSA e infectado; (C) Grupo 
infectado e tratado com GW; (D) Grupo estimulado com FSA, infectado com BCG e tratado com GW 
9662. Os corpúsculos lipídicos são indicados pelas setas brancas. As imagens foram obtidas a partir 
de microscópio de fluorescência invertido Nikon Eclipse TS100 no aumento de 40x e a análise da 
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formação de corpúsculos lipídicos foi feita após coloração com Bodipy, contra-coloração do núcleo com 
DAPI. Escala correspondente a 20 µm, aumento de 40x.  
 
 

 

5.10 – SÍNTESE DE CITOCINAS EM MACRÓFAGOS INFECTADOS OU NÃO COM 

Mycobacterium bovis BCG E ESTIMULADOS OU NÃO COM MEIO 

CONDICIONADO DE ADIPÓCITOS CONTENDO FATORES SOLÚVEIS 

SECRETADOS (FSA), TRATADOS COM GW9662  

 
      O perfil das citocinas TNF-α e IL-10, e da quimiocina KC, envolvida na migração 

de neutrófilos foi avaliado, após estímulo dos macrófagos peritoneais com FSA, 

tratamento com o antagonista de PPARү e infectados com BCG. 

      A figura 24 mostra que, a produção de TNF-α foi significativo diante da infecção 

com BCG, mas modulada negativamente diante do tratamento com GW 9662. Além 

disso, a síntese dessa citocina pró inflamatória foi modulada negativamente na 

presença de estímulo com FSA e infecção (Figura 26 A), enquanto a síntese de IL-10 

nessas mesmas condições foi modulada positivamente (Figura 26 B). O estímulo com 

GW 9662, no entanto, pareceu não interferir na síntese de ambas essas citocinas 

inflamatórias, pois nenhuma diferença significativa foi encontrada, embora tenda a 

induzir um decréscimo de TNF-α na presença infecção por BCG e efeito inverso sobre 

a produção de IL-10.  

      Quanto aos níveis da quimiocina KC, podemos notar que a infecção com BCG 

induz uma maior síntese dessa citocina pelos macrófagos, no entanto, a presença de 

FSA potencializou a sua produção quando se compara a ambos os grupos não 

estimulados. O tratamento com GW, não interferiu novamente nos níveis de KC 

encontrados (Figura 26 C).  
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Figura 26 
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Figura 26: Síntese de citocinas, TNF-α e IL-10, e da quimiocina KC, por macrófagos peritoneais 
frente ao estímulo com FSA, tratados com GW 9662 e infectados ou não com BCG. As análises 
foram feitas através do ensaio de Elisa.O estímulo com FSA é indicado com sinal +. (*) Indica diferença 
significativa do grupo BCG em relação ao grupo controle, ambos sem estímulo com FSA; (**) Indica 
diferença significativa entre o grupo BCG estimulado com FSA e BCG não estimulado com FSA. 
Diferenças significativas para p ≤ 0,05.  
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5.11 – ANÁLISE DE SUB-POPULAÇÕES DE VE’S   
 

5.11.1 – CITOMETRIA DE FLUXO 
 
 
      A figura 27 A, compara a quantificação de MV’s e exossomos no sobrenadante 

completo, concentrado e depletado, onde nota-se a diferença correspondente ao 

número de partículas encontradas em cada grupo. Além disso, de acordo com os 

gráficos correspondentes ao número total de eventos, na figura 27 B, podemos notar 

que no sobrenadante completo o número total de eventos correspondeu a 30% de 

microvesículas isoladas, enquanto o sobrenadante concentrado correspondeu a um 

total de 0,85% dos eventos, justificando-se pela concentração das microvesículas 

isoladas. No sobrenadante depletado não foi encontrado número significativo de VE’s. 

Juntos, esses dados contribuem para a confirmação do isolamento das 

microvesículas.  

 

Figura 27 
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Figura 27: Análise por Citometria de fluxo de VE’s. As VE’s foram marcadas com anexina. Número 
total de eventos (A); microvesículas isoladas de sobrenadante completo (B); sobrenadante concentrado 
(C); e sobrenadante depletado (D). B, C e D representam a porcentagem do número total de eventos. 
Os gates representam a quantidade de VE’s positivas para Anexina V e com tamanho entre 100 – 
1000nm.  
 
 
5.11.2 – ANÁLISE DO TAMANHO DE MICROVESÍCULAS E EXOSSOMOS 

 

      A população de exossomos (Figura 28 A) foi armazenada a 4ºC (Figura 28 AA’) e 

-80ºC (Figura 28 AA’’). Na temperatura de 4ºC, o número de exossomos referente ao 

pico observado foi de 25% do total de partículas encontradas. Já na temperatura de -

80ºC, o número referente ao pico observado foi de aproximadamente 30%, não 

demonstrando grandes alterações no número de exossomos causadas por diferenças 

de temperaturas. No entanto, a qualidade da amostra foi melhor encontrada sob 

temperatura de -80ºC (Figura 28 A’’). 

      Para microvesículas (Figura 28 B) na temperatura de 4ºC (Figura 28 BB’), o 

número de partículas referente ao pico observado foi de aproximadamente 20% do 

total de partículas encontradas. Já na temperatura de -80ºC (Figura 28 BB’’), esse 

número foi de aproximadamente 30%. Assim como para exossomos, não 

encontramos grandes alterações no número de microvesículas causadas por 

diferenças de temperaturas.  
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Figura 28 

 

 

         

 

 

 

 

 

       

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28: Identificação de subpopulações de VE’s, exossomos (A) e microvesículas (B), por 
número. A’ e B’ correspondem, respectivamente, a exossomos e microvesículas armazenados a -4º 
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C. A’’ e B’’ correspondem respectivamente a exossomos e microvesículas armazenados a -80º C. 
 

5.11.3 – PESQUISA DE MICROVESÍCULAS E EXOSSOMOS NO MEIO RPMI 

CONTENDO 2% DE SORO FETAL BOVINO (FBS)  

       

      Podemos notar, que diferentemente da figura 29 A, que corresponde aos 

exossomos do sobrenadante de adipócitos, na figura 29 B, referente ao meio RPMI 

2% SFB, observamos picos aleatórios de partículas encontradas no pellet, não sendo 

observados picos referentes ao tamanho de exossomos. O mesmo resultado se repete 

para microvesículas, onde, na Figura 29 C, observamos as MV’s isoladas do 

sobrenadante, enquanto na Figura 29 D, não encontramos quantidade suficiente de 

MV’s isoladas do meio RPMI 2% SFB. Além disso, ao submeter à mesma análise uma 

amostra de PBS, figura 29 E, também observamos picos aleatórios semelhantes 

àqueles encontrados em amostras de RPMI 2% FBS, confirmando a ausência de 

quantidades significativas de microvesículas e exossomos que pudessem 

comprometer a validação do experimento.  
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Figura 29 

 

A) Exossomos isolados do sobrenadante de adipócitos  

 

 

B) Exossomos isolados do meio RPMI 2% SFB  

 

 

C) Microvesículas isoladas do sobrenadante de adipócitos  
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D) Microvesículas isoladas do meio RPMI 2% SFB  

 

 

E) Amostra de PBS  

 

 

Figura 29: Quantificação e depletação de MV’s e Exossomos do meio controle RPMI 2% SFB. A) 
Exossomos isolados do sobrenadante de adipócitos; B) Exossomos isolados do meio RPMI 2% SFB; 
C) Microvesículas isoladas do sobrenadante de adipócitos; D) Exossomos isolados do meio RPMI 2% 
SFB; E) PBS. Todas as amostras foram diluídas 1:9 em PBS. 
 
   
5.11.4 – ANÁLISE DO CONTEUDO PROTÉICO DAS AMOSTRAS DE FSA  
 
 
       Nós comparamos a carga protéica total das alíquotas de microvesículas e 

exossomos submetidas a diferentes temperaturas de armazenamento: -4ºC e -80ºC, 

por Nanodrop. Os resultados demonstram que a concentração de proteína pouco se 

se altera com as variações da temperatura, nos levando a concluir que ambos os 

estoques de amostras podem ser utilizados como padrões para os experimentos de 

caracterização e estímulo com VE’s. 
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TABELA 1 

 
Amostra Temperatura Concentração 

protéica total 
Amostra Temperatura Concentração 

protéica total 

Exo. A 4ºC 128 μg/ml Exo. A -80 ºC 130 μg/ml 
Exo. B 4ºC 129 μg/ml Exo. B -80 ºC 250 μg/ml 
Mic. A 4ºC 172 μg/ml Mic. A -80 ºC 131 μg/ml 
Mic. B 4ºC 326 μg/ml Mic. B -80 ºC 276 μg/ml 

 
Tabela 1: Quantificação protéica por Nanodrop: Foram utilizadas duas amostras de experimentos 
de datas diferentes de diferenciação de adipócitos, A e B. O sobrenadante de adipócitos foi submetido 
a uma série de centrifugações e ultracentrifugações para isolamento das microvesículas e exossomos. 
Essas subpopulações foram divididas e aliquotadas para armazenamento em duas temperaturas, -4ºC 
e -80ºC. Após o descongelamento, foram submetidas às análises por Nanodrop que se encontram na 
tabela. Exossomos (Exo.); microvesículas (Mic.). 
 
 
       Repetições experimentais foram feitas utilizando-se o kit Micro BCA, que é o mais 

recomendado para dosagem protéica da carga de microvesículas e exossomos. 

Todas as amostras foram descongeladas, vortexadas e submetidas e sumetidas à 

dosagem de acordo com indicações do fabricante. A quantidade de proteína total 

encontrada em diversas diluições encontra-se na Tabela 2.  

 

 
TABELA 2 

 
Diluição Temperatura Microvesículas 

(média dos 
resultados) 

Exossomos 
(média dos 
resultados) 

Desvio  
padrão  

     
1:1 -80 ºC 92,989 μg/ml 129,537 μg/ml 14,5 
1:50 -80 ºC 63,491 μg/ml 80,578 μg/ml 2,5 

1:100 -80 ºC 44,550 μg/ml 67,703 μg/ml 8,4 
1:500 -80 ºC 20,022 μg/ml 32,293 μg/ml 3,0 
1:1000 -80 ºC 12,74 μg/ml 29,890 μg/ml 2,50 

 

Tabela 2: Quantificação protéica por Micro BCA: Após as centrifugações para isolamento das 
microvesículas e exossomos, as amostras foram diluídas, aliquotadas e armazenadas em -80ºC. Para 
dosagem, foram descongelas em gelo e submetidas à dosagem pelo kit Micro BCA de acordo com 
instruções do fabricante. 
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5.12 – BIOGÊNESE DE CORPÚSCULOS LIPÍDICOS EM MACRÓFAGOS 

INFECTADOS OU NÃO COM Mycobacterium Bovis BCG E ESTIMULADOS OU 

NÃO COM MICROVESÍCULAS (MV’s) OU EXOSSOMOS (EXO’s) 
 
      Dentre os fatores secretados por adipócitos presentes no sobrenadante, podemos 

encontrar vesículas extracelulares liberadas por essas células, mais precisamente 

microvesículas e exossomos, que participam de processos que envolvem a 

sinalização celular entre adipócitos e macrófagos, sendo esse estudo fonte de 

investigação intensa. Dessa forma, essas subpopulações de VE’s foram isoladas, 

purificadas do sobrenadante de adipócitos e utilizadas como estímulo de macrófagos 

peritoneais, após serem ajustadas para a concentração de uso.  

       A infecção com BCG potencializou a formação de corpúsculos lipídicos na 

presença de ambos os estímulos com microvesículas ou exossomos e em 

concentrações de 50 μM e 100 μM, quando se compara ao grupo BCG não estimulado 

com VE’s. Mesmo o tratamento com MV’s ou exossomos na ausência de infecção 

também já foi capaz de induzir a biogênese de corpúsculos quando se compara ao 

grupo controle não infectado e não estimulado (Figura 30 e 31). 
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Figura 30  
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B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Biogênese de CLs frente ao estímulo com 100 µM Microvesículas (MV’s) ou 
Exossomos (EXO). (A) indica estímulos com a concentração de 50 μM. (B) indica estímulos com a 
concentração de 100 μM. Os corpúsculos lipídicos são indicados pelas setas brancas. As imagens 
foram obtidas por microscópio de fluorescência e a análise da formação de corpúsculos lipídicos foi 
feita após coloração com Oil Red O, contra-coloração do núcleo com DAPI. Escala correspondente a 
20 µm, aumento de 40x. 
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Figura 31 
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Figura 31: Quantificação de corpúsculos lipídicos após tratamento com microvesículas ou 
exossomos (25 μm, 50 μm, 100 μm). Foram contados 50 núcleos por n. (*) diferença significativa entre 
o grupo tratado e o controle. (**) diferença entre grupos infectados. (#) diferença entre os grupos 
estimulado com Exossomos e controle; (##) diferença entre os grupos estimulado com microvesículas 
e controle. As colunas representam a média ± erro padrão, sendo as diferenças significativas para p ≤ 
0,05.  
 
 
5.13 – SÍNTESE DE CITOCINAS POR MACRÓFAGOS PERITONEAIS 

ESTIMULADOS COM MICROVESÍCULAS OU EXOSSOMOS 

 

      O perfil das citocinas TNF-α (Figura 32 A) e IL-10 (Figura 32 B), após tratamento 

dos macrófagos peritoneais com microvesículas ou exossomos isolados do FSA foi 

investigado.  

      A produção de TNF-α foi alta diante do estímulo com BCG, no entanto, a presença 
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de microvesículas ou exossomos modulou negativamente sua produção, nas três 

concentrações observadas (Figura 32 A). Interessantemente, na concentração de 100 

µM/mL, o estímulo somente com microvesículas ou com os exossomos foi capaz de 

induzir a produção de TNF-α pelos macrófagos, na mesma proporção que a infecção 

com BCG. Além disso, os grupos infectados e estimulados com MV’s ou EXO’s que 

foram tratados com GW9662, tiveram baixa produção de TNF-α, efeito este que foi 

similar aos grupos tratados infectados com BCG e trados com MV’s ou EXO’s.  

       Já a síntese de IL-10 foi alta nos grupos tratados com MV’s ou EXO’s, apesar de 

não terem sido observadas diferenças significativas com relação ao grupo controle. A 

infecção com BCG induziu a produção dessa citocina, quando comparada ao grupo 

controle. Entretanto, somente na concentração de 100 µM/mL foi observada uma 

potencialização da produção de IL-10 no grupo infectado tratados com MV’s ou EXO’s. 

Nas concentrações de 25 µM/mL a produção de IL-10 foi modulada negativamente e 

na concentração de e 50 µM/mL, não houve diferença significativa entre os grupos 

infectados, e infectados e estimulados com MV’s e EXO’s. Nenhuma diferença 

significativa foi observada em relação ao tratamento com GW9662.  
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Figura 32 
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Figura 32: Síntese das citocinas TNF-α e IL-10 por macrófagos peritoneais frente ao estímulo 
com microvesículas ou exossomos em três concentrações distintas. (A) Síntese de TNF- α; (B) 
Síntese de IL-10. As análises foram feitas através do ensaio de Elisa. (*) Indica diferença significativa 
do grupo infectado para o grupo controle. (**) e (***) indicam diferença significativa do grupo infectado 
estimulado para o grupo somente infectado. (#) Indica diferença significativa entre o grupo MV infectado 
e não infectado. Diferenças significativas para p ≤ 0,05. 
 
  
 
5.14 – SÍNTESE DE KC POR MACRÓFAGOS PERITONEAIS ESTIMULADOS COM 

MICROVESÍCULAS OU EXOSSOMOS 

 

      O perfil da quimiocina KC, envolvida na migração de neutrófilos, após tratamento 

dos macrófagos peritoneais com microvesículas ou exossomos isolados do 

sobrenadante de adipócitos também foi avaliado. 

      Podemos notar que o grupo BCG induziu a produção desta quimiocina, que foi 

modulada negativamente na presença de MV’s e EXOs na concentração de 25 Μm. 

Para as concentrações de 50 e 100μM, somente o grupo BCG na presença de EXOs 

modularam negativamente a produção de KC. Não foram observadas diferenças 

significativas quanto ao tratamento com GW, apesar desta droga parecer reverter o 

papel atribuído às MVs e EXOs. Para melhores conclusões, os experimentos serão 

repetidos (Figura 33).   
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Figura 33 
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Figura 33: Síntese de citocinas de KC por macrófagos peritoneais frente ao estímulo com 100µM 
microvesículas ou exossomos e infecção por BCG. (***) Indica diferença significativa entre o grupo 
estimulado com microvesículas e infectado com BCG e o grupo apenas infectado estimulado com MV’s. 
As colunas representam a média ± erro padrão, sendo as diferenças significativas para p ≤ 0,05.  
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5 – DISCUSSÃO 
 
 
       Diante da necessidade de se elucidar os mecanismos e sinais moleculares 

envolvidos na interação entre adipócitos e macrófagos infectados por patógenos 

intracelulares, esse trabalho traz como contribuição um melhor entendimento sobre 

como processos inflamatórios e o metabolismo lipídico são afetados pela 

comunicação entre essas células durante a patogênese micobacteriana.  

       Começamos investigando se o meio condicionado de adipócitos, contendo uma 

ampla variedade de fatores solúveis secretados (FSA), seria responsável por 

alterações no perfil macrofágico durante a patogênese micobacteriana in vitro. De 

acordo com Suganami et al. 2005, a co-cultura de adipócitos diferenciados a partir 

da linhagem NIH3T3-L1 e macrófagos da linhagem RAW264 resulta na regulação de 

citocinas inflamatórias como TNF-α e MCP-1. Tais alterações inflamatórias são 

induzidas em co-cultura sem contato entre as células, sugerindo o papel de fatores 

secretados por adipócitos (Suganami et al. 2005). Muitos podem ser os fatores 

envolvidos na comunicação entra adipócitos e macrófagos em um ambiente de 

metainflamação, como citocinas e adipocinas – TNF-α, IL-6, IL-8, IL-1β, leptina, a 

adiponectina, a adipsina, a resistina, o PAI-1, IGF-1, MCP-1, a visfatina, entre outros, 

contribuindo juntos para a inflamação do tecido adiposo com indução de um perfil pró-

inflamatório em macrófagos (Lafontan et al. 2005; Engin et al. 2017).  

   Para analisar se este perfil se manteria in vitro e diante da infecção por M. bovis 

BCG, nós estabelecemos a cultura de pré-adipócitos, induzindo à diferenciação 

(Figura 14). Após a coleta do sobrenadante dos adipócitos diferenciados contendo 

FSA, nós estimulamos os macrófagos infectados ou não e avaliamos o efeito sobre a 

formação de corpúsculos lipídicos, síntese de citocinas, adipocinas e expressão de 

PPARү.  

     Vários trabalhos têm demonstrado que os corpúsculos lipídicos estão 

relacionados ao processo inflamatório, quando a partir de estímulos infecciosos, um 

aumento em número e tamanho é observado, ver revisão (Bozza e Bandeira-Melo, 

2005, Bozza et al., 2009). Macrófagos que acumulam grandes quantidades de 

corpúsculos lipídicos (chamados macrófagos espumosos) têm sido caracterizados 

durante infecções micobacterianas como por Mycobacterium tuberculosis (Cardona et 

al. 2000; Peyron et al., 2008), M.bovis BCG (D’Avila et al, 2008; Almeida et al, 2009; 
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Almeida et al. 2014) e por Mycobacterium leprae (Mattos K. A. et al. 2010; Mattos K. 

A. et al. 2012), como estratégia intracelular eficaz para adquirir lipídios e modular a 

resposta imune, a fim de favorecer a sobrevivência micobacteriana.  

Nossos resultados apontam que a infecção por BCG com MOI 5:1, induziu a 

biogênese de corpúsculos lipídicos, sendo que este aumento foi potencializado na 

presença de sobrenadante (Figura 15 e 16). Assim, sugerimos que o meio 

condicionado de adipócitos contém fatores solúveis importantes que exercem efeitos 

sobre o metabolismo lipídico em macrófagos, podendo favorecer o mecanismo de 

escape induzido pelas micobactérias a fim de favorecer sua sobrevivência no interior 

dos macrófagos. 

        Nosso grupo vem estudando o papel funcional da ativação PPARγ durante a 

infecção por M. bovis BCG, a partir do uso de agonista específico (BRL49653) ou 

antagonista (GW9662) para o receptor. BRL49653 potencializou a formação de 

corpúsculos lipídicos bem como a produção de mediadores lipídicos como a PGE2 por 

macrófagos infectados com BCG em 24 h in vitro, enquanto o pré-tratamento com o 

antagonista de PPARγ, GW9662, inibiu a biogênese de CLs e a produção de PGE2 

(Almeida et al. 2009; Davila et al. 2006). Isso indica um papel fundamenatal da 

sinalização de PPARγ no metabolimos lipídico de macrófagos durante a infecção por 

BCG (Almeida et al. 2009). O M. tuberculosis também é capaz de desencadear uma 

maior expressão de PPARγ em macrófagos in vitro (Rajaram et al. 2010; Almeida et 

al. 2009) e in vivo, (Lagranderie et al. 2010). M. smegmatis, não patogênica e de 

crescimento rápido, no entanto, não foi capaz de induzir a expressão de PPARγ em 

macrófagos, sugerindo que a expressão de PPARγ pode estar relacionada à 

patogênese bacteriana (Rajaram et al. 2010; Almeida et al. 2009).  

Além disso, a infecção por BCG falhou em induzir a expressão de PPAR, 

formação de corpúsculos lipídicos, produção de PGE2 e geração de TNF-α em 

macrófagos de camundongos TLR2-/-, enquanto em camundongos TLR2+/+, a 

expressão de PPARγ após 24 h de infecção in vitro foi aumentada. Assim, sugere-se 

um papel fundamental da sinalização de TLR2, assim como da coexpressão de CD36 

em regiões de balsas lipidicas, na formação de corpúsculos lipídicos, através de vias 

dependentes de PPARγ e independentes de NF-κB, com modulação negativa da 

resposta dos macrófagos (Davila et al. 2006; Almeida et al. 2009; Almeida et al. 2012; 

Almeida et al. 2014). Estudos com M. leprae, também demonstraram que a biogênese 

de CLs induzida pela infecção foi correlata com o aumento da secreção de PGE2 e IL-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Mattos%20KA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23283467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Mattos%20KA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23283467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Mattos%20KA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23283467
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10, bem como redução da produção de IL-12 e NO em células de Schwann infectadas 

por M. leprae. 

       Além disso, nosso grupo demonstrou que patógenos intracelulares como o M. 

bovis BCG, pode induzir um mecanismo de escape a partir formação de corpúsculos 

lipídicos, regulando a via de sinalização celular do receptor nuclear PPARγ e 

transrepressão da via do NF-κB (Almeida 2009, Almeida et al. 2014). Assim, 

analisamos a expressão de PPARγ em tempos de 6, 24 e 48 horas de infecção (Figura 

23). A expressão deste receptor ocorreu em maiores níveis nos grupos infectados, 

sendo potencializada no grupo que recebeu estímulo com FSA na presença de 

infecção por BCG. Tal efeito correlaciona-se ao aumento da biogênese de CL’s 

anteriormente observada e indica um possível efeito de fatores secretados por 

adipócitos na expressão de PPARγ. Para confirmar melhor esse dado, nós suprimimos 

a atividade de PPARγ através do uso do seu antagonista GW9662. Com isso, foi 

observada uma diminuição da formação de corpúsculos lipídicos nos grupos tratados 

com GW 9662 durante a infecção com BCG (Figura 24 e 25), tanto na ausência como 

na presença de FSA, sugerindo também uma possível diminuição da expressão de 

PPARγ.  

        A ativação do PPAR pode inibir vias NF-kB e MAPK, duas das mais importantes 

sinalizações vias que regulam as respostas pró-inflamatórias desencadeadas pela 

ativação de TLR (Ogawa et al. 2005; Desreumaux et al. 2001). A infecção por BCG 

aumentou significativamente a síntese de MIP-1, IL12p70, IL-6 e TNF-α dentro de 24 

h. O pré-tratamento com GW9662 não conseguiu modificar a produção de citocinas 

por macrófagos infectados com BCG (Almeida et al. 2014). Em nosso trabalho, 

escolhemos duas citocinas de perfil pró e antiinflamatório, para verificar uma possível 

polarização dos macrófagos infectados e estimulados com FSA. De acordo com 

nossos resultados a citocina IL-10, de perfil anti-inflamatório, foi aumentada no grupo 

infectado na presença de FSA, enquanto a citocina de perfil pró-inflamatório TNF- α, 

teve uma menor produção ao se comparar os mesmos grupos (Figura 19 A e B). Esse 

resultado reforça a ideia de que a infecção por M. bovis BCG pode estar sendo 

favorecida na presença de fatores secretados por adipócitos.  

Além de citocinas, a produção de adipocinas pelo tecido adiposo desempenha 

função-chave nas complicações cardiometabólicas induzidas pela obesidade: o tecido 

adiposo é o principal produtor da leptina e a adiponectina é o peptídeo mais abundante 

secretado pelos adipócitos (Achari and Jain 2017). A leptina regula ingestão de 
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alimentos e gasto energético e, em obesos, seus níveis séricos encontram-se 

aumentados. Enquanto isso, a diminuição dos níveis de adiponectina está 

negativamente correlacionada com marcadores de inflamação subclínica crônica na 

obesidade (Engin et al. 2017). Em nossas análises, não foram encontrados níveis 

significantes de leptina em nenhum dos grupos e tempos analisados (dados não 

mostrados). Interessantemente, a cultura de macrófagos estimulados com FSA, levou 

ao aumento exacerbado da produção de adiponectina. Tal efeito foi inibido diante da 

presença de infecção com Mycobacterium bovis BCG (Figura 21), efeito que foi 

semelhante ao observado no trabalho de Inafuku et al. 2015. Para compreender o 

efeito do BCG na resistência insulínica, Inafuku e colaboradores avaliaram os níveis 

séricos de adiponectina de alto peso molecular (HMW), preditora da resistência 

insulínica. A proporção de HMW para adiponectina total no grupo BCG foram 

significativamente maiores em comparação com o grupo controle. Nenhuma diferença 

significativa foi observada nos níveis de adiponectina não-HMW entre os grupos 

experimentais. A administração de BCG reduziu os níveis de insulina no soro, mas 

não afetou os níveis de glicose no soro em camundongos ob / ob (Inafuku et al. 2015). 

Inicialmente, pensava-se que a adiponectina fosse produzida exclusivamente pelo 

tecido adiposo. No entanto, mais tarde diferentes grupos de pesquisa, demonstraram 

que a adiponectina é expressa também em outros tecidos, incluindo osteoblastos 

(Berner et al. 2004), células do parênquima hepático (Yoda-Murakami et al. 2001), 

miócitos (Delaigle et al. 2004), células epiteliais (Patel et al. 2008) e tecido placentário 

(Caminos et al. 2005).  

A produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos perante ativação e estímulo de 

infecções, é também um marcador de polarização macrofágica (Caruso et al. 2017; 

Tsikas et al. 2017; Mantzarlis et al. 2017). O NO é uma espécie reativa de oxigênio 

com propriedades antioxidantes, com funções importantes na defesa do hospedeiro 

(Gal et al. 2002). Nossos resultados demonstraram que a concentração de nitrito, 

medida indireta da produção de NO, foi estatisticamente diferente entre os grupos 

infectados e controles após 24 horas de infecção e estímulo com FSA. Contudo, não 

foram observadas diferenças significativas entre o grupo infectado e o grupo infectado 

na presença de fatores solúveis secretados por adipócitos, demonstrando 

possivelmente que a presença de FSA não interfere na produção de NO pelos 

macrófagos infectados (Figura 22). 

Os resultados mostrados até agora apontam possíveis efeitos moduladores de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsikas%20D%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28579469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mantzarlis%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28904739
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fatores secretados por adipócitos sobre o fenótipo e função de macrófagos. Assim, a 

segunda parte deste trabalho foi o estudo e a caracterização de tais fatores solúveis 

presentes no meio condicionado de adipócitos, para avaliar mais especificamente 

seus efeitos na função macrofágica. 

Vesículas extracelulares (VEs) são propostas como mediadoras na comunicação 

intercelular para eventos de sinalização de curto e longo alcance (Simons et al. 2009; 

Balaj et al. 2011; Cossetti et al. 2014). São mediadoras da comunicação intercelular 

entre diversas células, como em macrófagos e adipócitos, exercendo um papel na 

interação parácrina entre células a partir de um mecanismo chave na inflamação do 

tecido adiposo que leva a complicações metabólicas (Pardo et al. 2018; Camino et al. 

2020; Akbar et al. 2019; Kim, Shah, and Nakamura 2018). Além disso, VE’s também 

podem modular a resposta imune através da indução de corpúsculos lipídicos, como 

ocorre na infecção por Trypanossoma cruzi (Lovo-Martins et al. 2018). 

 Dessa forma, buscamos investigar se as Vesículas Extracelulares liberadas por 

adipócitos exerciam algum efeito na função macrofágica, através da sua presença no 

meio condicionado de adipócitos. Para atender aos requisitos da ISEV para estudos 

das vesículas extracelulares (MISEV ou MISEV2014) estabelecemos métodos de 

isolamento e caracterização para depois realizarmos os estudos funcionais. A partir 

de análises de citometria de fluxo, marcação com Anexina V e padronização com 

beads, demonstrou-se que o isolamento de microvesículas foi eficiente (Figura 27), e 

a morfologia da população corrobora com estudos anteriores (Szatanek et al. 2017; 

Konoshenko et al. 2018).  

Para confirmações referentes ao tamanho das subpopulações de VE’s, utilizamos 

o software Zeta Sizer, e eliminamos as possíveis interferências no experimento, como 

temperatura de armazenamento e quantidade de soro fetal bovino (Figuras 28). A 

temperatura poderia afetar a estabilidade, número de partículas, agregação e função, 

causando deformidades e trazendo alterações em seu tamanho (Yuana et al. 2015; 

Muller et al. 2014; Vila-Liante et al. 2006; Lőrincz et al. 2014; Maroto et al. 2017). Ao 

analisar o número e carga protéica total de microvesículas e exossomos encontrados 

em diferentes temperaturas de armazenamento após um processo de 

homogeneização, não foram encontradas variações referentes à temperatura de 

armazenamento que pudesse comprometer o experimento (Tabela 1 e 2). Os picos 

encontrados nas análises por Zeta Sizer correspondem ao tamanho esperado de 

exossomos e microvesículas, corroborando com os resultados observados em 
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estudos anteriores de análise pela mesma técnica através de Zeta Sizer e por técnica 

de difusão dinâmica da luz (Figura 16 e 17) (DLS) (Szatanek et al. 2017; Maroto et al. 

2017; Li et al. 2017; Thery et al. 2006). Análises morfológicas por microscopia 

eletrônica de transmissão e por proteômica serão futuramente realizadas para 

caracterização ultraestrutural e do conteúdo protéico das microvesículas e 

exossomos. 

Para investigar se as VE’s seriam capazes de induzir a formação de corpúsculos 

lipídicos em macrófagos peritoneais frente a infecção por BCG, assim como 

observado na infecção por T. cruzi, nós estimulamos os macrófagos peritoneais in 

vitro com microvesículas e exossomos e posteriormente infectamos com M. bovis 

BCG. Como a literatura é controversa quanto à quantidade ideal a ser utilizada como 

estímulo, nós escolhemos três concentrações, 25 µM, 50 µM e 100 µM. Nossos 

resultados demonstraram que o estímulo de macrófagos com microvesículas e 

exossomos purificados induziram uma maior biogênese de CL’s, efeito que foi 

potencializado na presença de infecção com BCG (Figura 30 e 31). Essa análise se 

mostrou condizente com os resultados encontrados nos experimentos com FSA. No 

entanto, o efeito pareceu ser menor nos experimentos com microvesículas e 

exossomos (Figura 30 e 31).  

Muitos efeitos protetores têm sido atribuídos às VE’s. Propriedades anti-

inflamatórias foram observadas em diferentes estudos: após lesão muscular induzida 

por cardiotoxina (Sicco, C. L. 2017), efeito antimicrobiano em fagócitos (Oliveira et al., 

2010), efeitos protetores em doenças neurodegenerativas e câncer (Gangoda et al. 

2015), além de um papel como carreadoras de fatores de virulência (Rodrigues et al., 

2008) e anticorpos em infecções fúngicas (Albuquerque et al., 2008; Vargas et al., 

2015; Gil-Bona et al., 2015). Contudo, na infecção por T. cruzi, um aumento da 

parasitemia, aumento do parasitismo cardíaco, diminuição do óxido nítrico (NO) 

plasmático, redução da produção de NO pelas células do baço e modulação da 

produção de citocinas, com redução do TNF-α no plasma e diminuição da produção 

de TNF-α e IL-6 pelas células do baço de animais infectados foram observados, 

indicando que as EVs Y modulam a resposta do hospedeiro a favor do parasito com 

participação de corpúsculos lipídicos (Lovo-Martins et al. 2018).  

Além disso, muitos trabalhos têm documentado a participação de vesículas 

extracelulares na resposta inata e adaptativa, além de um potencial terapêutico na 

moderação da morbidade e mortalidade de infecções, como na COVID-19 e infecções 



100  

por HIV (Kormelink et al., 2018; Mazini, Rochette, and Malka 2021; Srinivasa et al. 

2021; Ratajczak et al. 2021). Exossomos de ADSCs carregam diversas moléculas com 

propriedades imunomoduladoras que podem participar da imunomodulação como 

TGF-β, GDF-11, HGF, NGF, IGF, IL-1, IL-6, TLR-2, TLR-4, INF-γ e um painel de 

miRNAs totalmente secretados dentro de seus exossomos (Mazini et al. 2019; 2020).  

Trabalhos anteriores também demonstraram que exossomos liberados de células 

J774 infectadas com Mycobacterium tuberculosis ou M. bovis BCG, células THP-1 e 

células RAW264.7 podem induzir macrófagos de camundongos a liberar citocinas 

inflamatórias, como IL-1β, IL-6, IL-12p70, TNF-α, e iNOS (Bhatnagar et al. 2007; Giri et 

al. 2010; Prados-Rosales et al. 2011; Singh et al. 2012). Além disso, exossomos 

presentes no soro de camundongos infectados com M. bovis BCG também podem 

promover a expressão de fatores inflamatórios nestas células (Singh et al. 2012). Os 

exossomos podem promover a fosforilação de p38 e IκB em macrófagos derivados da 

medula óssea de camundongos (Bhatnagar et al. 2007), sugerindo que fatores 

transcricionais como o p38 e IκB também estão envolvidos na produção de citocinas 

inflamatórias (Yan et al. 2021). 

Recentemente, Liu e colaboradores também demonstraram que a infecção por 

M.tb foi capaz de promover a produção e liberação de exossomos por MSCs, mas não 

influenciou na proliferação celular. Os exossomos derivados de MSCs infectados com 

M.tb foram internalizados por macrófagos e então induziram uma resposta pró-

inflamatória por meio do aumento da produção de TNF-α, RANTES e iNOS. Além 

disso, o estudo mostrou que o efeito de Exo-MSCs-M.tb foi mediado por vias 

dependetes de TLR2/4 e MyD88 (Liu et al. 2021). 

Para verificar o efeito da infecção com M. bovis BCG, sobre o perfil de citocinas 

produzidas pelos macrófagos estimulados com VEs, nós dosamos as citocinas TNF-

α e IL-10, nas três concentrações de VEs. Nós analisamos que os estímulos com MVs 

ou EXOs modularam negativamente a secreção de TNF-α nos grupos infectados e 

estimulados, quando comparado ao grupo infectado somente. No entanto, o estímulo 

com MVs ou EXOs não associado à infecção também foi capaz de induzir a produção 

de TNF-α, principalmente na concentração de 100 µM/mL.  

Quanto à produção de IL-10, citocina de perfil anti-inflamatório, somente a 

concentração de 100 µM/mL foi capaz de potencializar sua produção, comparando-se 

ao grupo BCG não estimulado. Na concentração de 25 µM/mL, o estímulo com MVs 

modulou negativamente a produção de IL-10, sendo que na concentração de 50 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Groot+Kormelink+T&cauthor_id=29616308
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ratajczak+MZ&cauthor_id=33634435
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µM/mL não foram observadas diferenças significativas com relação aos grupos 

infectados, e infectados e estimulados.  

É importante destacar, que células infectadas por patógenos intracelulares 

também podem liberar VEs, as quais exercem um papel imunomodulador sobre a 

função de outras células, regulando por exemplo a apresentação de antígenos e a 

resposta imune adaptativa. Assim, foi demonstrado que a infecção com M.tb, também 

pode aumentar modificar o rendimento da secreção de exossomos e alterar a 

composição protéica das VEs liberadas pelas células hospedeiras [21; Diaz et al. 

2016) como observado para Hsp90, vimentina, Coronin 1 C e moesina, as quais 

tiveram os níveis aumentados após a infecção por Mtb [22].  

Além disso, o próprio M.tb pode liberar vesículas, que são denominadas vesículas 

bacterianas (VBs) (Lee et al. 2015; Jurkoshek et al. 2016). As VBs são ricas em 

antígenos como SodB, EsxN e Ag85b (Lee et al. 2015; Jurkoshek et al. 2016), sendo 

que a composição proteica dos VBs é diferente daquela do próprio M.tb. As VEs 

liberados por células infectadas com Mtb ou M. bovis BCG podem carrear: proteínas 

do M.tb como LAM (Jurkoshek et al. 2016; Bhatnagar et al. 2007; Athman et al. 2015), 

o complexo Ag85 (Giri et al.2008; Giri et al. 2010), lipoproteínas (LpqH e LprG) (Smith 

et al. 2017; Athman et al. 2015) e lipoproteínas de 19 kDa (Bhatnagar et al. 2007; Giri 

et al. 2010). Essas vesículas bacterianas podem desencadear uma resposta 

inflamatória após serem internalizadas por APCs. Além disso, as VBs podem indeuzir 

a migração de monócitos, neutrófilos e linfócitos tanto em ensaios in vivo quanto in 

vitro (Singh et al. 2012; Yan et al. 2021). 

Macrófagos da medula óssea derivados de camundongos C57BL / 6 tratados com 

exossomos liberados de células RAW264.7 infectadas com M.tb secretam níveis 

significativos de quimiocinas e podem induzir a migração de macrófagos e 

esplenócitos marcados com CFSE (Singh et al. 2012). Neste estudo nós dosamos os 

níveis a quimiocina KC, produzidas por macrófagos estimulados com VEs e infectados 

ou não com BCG, nós observamos que apenas as microvesículas foram capazes de 

induzir um aumento da produção e secreção desta citocina, efeito que foi modulado 

negativamente pela infecção com BCG (Figura 32).  

Micro RNAs exossômicos (miRNAs) carreados por VEs, também tem sido descrito 

como mediadores da comunicação celular, podendo transferir informações biológicas 

entre células e tecidos e atuando como potenciais biomarcadores em muitas doenças. 

O estudo de Alipoor e colaboradores avaliou o perfil de miRNA de exossomos 
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secretados por macrófagos derivados de monócitos humanos após infecção com M. 

bovis (BCG), dentre eles, miR-1224, -1293, -425, -4467, -4732, -484, -5094, -6848-

6849, -4488 e -96, todos os quais estavam envolvidos na mofulação do metabolismo 

celular e produção de energia (Alipoor et al. 2017). 

       As VEs transportam uma carga rica de DNA, RNA, proteínas, lipídios e metabólitos, 

refletindo sua origem celular e são liberados no espaço extracelular por vários tipos 

de células durante condições fisiológicas e patológicas (Théry et al. 2002; Cossetti et 

al. 2014).  

Já foi demonstrado que corpúsculos lipídicos podem estar presentes em 

exossomos derivados de adipócitos, podendo exercer importantes papéis 

moduladores nas células receptoras (Flaherty et al. 2019). Assim, neste estudo nós 

sugerimos que microvesículas e exossomos derivados de adipóctios, bem como 

aquelas produzidas e secretadas pelos macrófagos infectados, podem corrobarar 

para ativação celular, no que diz respeito ao metabolismo lipídico, secreção de 

citocinas e quimiocinas, num mecanismo de retroalimentação. Além disso, as VEs 

podem transportar proteínas, fatores de transcrição e até mesmo organelas, as quais 

são capazes de alterar o fenótipo de células hospedeiras durante infecções por 

patógenos intracelulares. 
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7– CONCLUSÃO: 

 
       Nossos resultados demonstram: 

 

Papel dos FSA: 

 

 A infecção de macrófagos com M. bovis BCG induziu uma maior formação de 

corpúsculos lipídicos, sendo esta biogênese potencializada pelo estímulo com 

FSA, em 6, 24 e 48 horas. Além disso na presença de GW 9662 este efeito foi 

inibido; 

 A infecção de macrófagos com M. bovis BCG induziu a produção de TNF-α que 

foi modulada negativamente na presença de FSA 

 A infecção de macrófagos com M. bovis BCG induziu a produção da citocina 

IL-10 e da quimiocina KC que foram potencializadas na presença de FSA; 

 Macrófagos peritoneais produziram níveis significativos de adiponectina na 

presença de FSA e a infecção micobacteriana modulou negativamente esta 

produção; 

 A expressão de PPARγ é induzida pela infecção com M. bovis BCG nos tempos 

de 6, 24 e 48 horas sendo potencializada pelo estímulo com FSA; 

 

Papel das microvesículas e exossomos: 

 A infecção de macrófagos com M. bovis BCG induziu uma maior formação de 

corpúsculos lipídicos, sendo esta biogênese potencializada na presença de 

MVs e EXOs; 

 MVs e EXOs regulam negativamente a produção de TNF-α por macrófagos 

infectados em todas as concentrações, sendo este efeito mantido na presença 

de GW;  

 Na concentração de 25 µM de MVs e EXOs, foi observada uma modulação 

negativa da produção de IL-10 pelos macrófagos infectados. No entanto, 

nenhum efeito significativo foi observado na presença de GW9662. Já na 

concentração de 100 µM de microvesículas, foi observada uma maior produção 

de IL-10 pelos macrófagos infectados, sendo efeito inibido na presença de 

GW9662. Para exossomos, nenhuma diferença significativa foi observada. 
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 A infecção de macrófagos com M. bovis BCG induziu a produção de KC que foi 

modulada negativamente na presença de 25 μM de MVs e EXOs. Já nas 

concentrações de 50 e 100 μM, apenas EXOs modularam negativamente a 

síntese desta quimiocina durante a infecção. Nenhum efeito significativo foi 

observado nos grupos estimulados com GW 9662, apesar deste tratamento 

parecer reverter parcialmente a inibição pelos EXOs. 

 

       Assim, podemos notar os efeitos de VEs secretados por adipócitos sobre o papel 

dos macrófagos diante da infecção com BCG. Mais especificamente, esses efeitos 

são atribuídos à microvesículas e exossomos que vêm sendo descritos como 

medidores chave do sistema imunológico, podendo favorecer ou não infecções por 

patógenos intracelulares.  

       Como contribuição, nosso trabalho demonstrou importantes alterações no: 

metabolismo lipídico, expressão de PPARү e síntese de citocinas, frente à infecção 

com M. bovis BCG. 

       Contudo, futuros estudos ainda deverão ser realizados para melhor elucidar os 

efeitos das VE’s liberadas pelos tanto por adipócitos quanto por macrófagos 

infectados sobre células do sistema imunológico; e, futuramente, contribuir com 

terapias mais eficazes na resolução de infecções associadas à complicações da 

obesidade. 
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Figura 34  

 

 

 
 
Figura 34: Modulação de macrófagos infectados com M. bovis BCG por FSA, MV’s ou 
Exossomos. FSA são reconhecidos por macrófagos infectados levando a alterações no metabolismo 
lipídico, expressão de PPARgamma, síntese de citocinas e adipocinas. Exossomos e Microvesículas 
também são sugeridos induzir alterações no metabolismo lipídico e síntese de citocinas de macrófagos 
infectados, no entanto, estudos posteriores ajudarão a se elucidar efeitos, além daqueles sobre a 
síntese de adipocinas e expressão de PPARgamma. 
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