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Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 
 

O tabagismo é uma das principais causas de morte no mundo e um fator de risco relevante para o 
desenvolvimento e agravamento de pneumonias pneumocócicas. A inflamação induzida pela 
inalação de fumaça de cigarro (CS) promove morte celular e defeitos na eferocitose, processo 
fundamental para o reestabelecimento de homeostase pulmonar. Os receptores de eferocitose da 
família TAM, Axl e MerTk, são crucias para inibir respostas imunológicas inatas exacerbadas. O 
objetivo deste estudo foi avaliar o papel desses receptores na modulação das populações de células 
do sistema imunológico inato nas vias aéreas durante a infecção por Streptococcus pneumoniae 
(Sp) em camundongos previamente expostos à CS (CSSP). Todos os grupos de camundongos 
infectados perderam peso, principalmente CSSp-MerTk-/-. Além disso, o grupo CSSp-MerTk-/- 
apresentou uma redução de 50% na sobrevivência em comparação aos grupos CSSP-WT e CSSp-
Axl-/-. Fluidos dos Lavados Broncoalveolares (BALFs) revelaram alta contagem de Unidades 
Formadoras de Colônias (UFC) no grupo CSSP-MerTk-/- em comparação ao grupo controle, 
exposto ao ar atmosférico (ARSp) correspondente. BALFs do grupo CSSp-MerTk-/- exibiram baixa 
concentração de nitritos em comparação ao grupo CSSp-Axl-/-. Em relação às células totais das vias 
aéreas, BALFs do grupo CSSp-MerTk-/- obtiveram diminuição no número total de células em 
comparação aos grupos CSSp-Axl-/-. Camundongos do grupo CSSp-MerTk-/-, apresentaram um 
baixo teor de recrutamento celular, visto que, em relação ao grupo CSSp-Axl-/-, esses animais têm 
baixa quantidade de AMs derivados de monócitos (moAMs) e neutrófilos. Os BALFs dos grupos 
CSSP-Axl-/- ou CSSP-MerTk-/- apresentaram níveis elevados de IL-6 e IL-10, respectivamente, em 
comparação aos seus controles (ARSp). Finalmente, verificamos, ex vivo, que moAMs CS-MerTk-

/- detêm menor capacidade de fagocitose e atividade bactericida. Esses resultados sugerem que a 
exposição prévia dos camundongos à CS altera a dinâmica das populações de células imunes na 
mucosa pulmonar, tornando os animais MerTk-/- mais suscetíveis à infecção por Sp e diminuindo 
a capacidade de fagocitose e atividade bactericida de moAMs de animais Axl-/- e MerTk-/-.  
Palavras-chave: inflamação, eferocitose, fumaça de cigarro, macrófagos, receptores TAM, S. 
pneumoniae. 
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aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 
 

Smoking is one of the leading causes of death worldwide and a major risk factor for the 
development and worsening of pneumococcal pneumonia. Inflammation induced by cigarette 
smoke (CS) inhalation leads to cell death and defects in efferocytosis, making this process essential 
for the reestablishment of homeostasis in lung tissue. Signaling through the TAM family efferocytic 
receptors, Axl and MerTk, is crucial to suppress exacerbated innate immune responses. The aim of 
this study was to evaluate the role of these receptors in modulating innate immune cell populations 
in the airways during Streptococcus pneumoniae (Sp) infection in mice previously exposed to CS 
(CSSp). All infected mouse groups experienced weight loss, particularly the CSSp-MerTk-/- group. 
In addition, the CSSp-MerTk-/- group showed a 50% reduction in survival compared with the CSSp-
WT and CSSp-Axl-/- groups. Bronchoalveolar lavage fluids (BALFs) revealed a high colony-
forming unit (CFU) count in the CSSp-MerTk-/- group compared with the corresponding control 
group exposed to atmospheric air (ARSp). BALFs from the CSSp-MerTk-/- group exhibited low 
nitrite concentrations compared with the CSSp-Axl-/- group. Regarding total airway cells, BALFs 
from the CSSp-MerTk-/- group showed a decrease in total cell number compared with the CSSp-
Axl-/- groups. Mice in the CSSp-MerTk-/- group displayed reduced cellular recruitment, as they 
exhibited lower numbers of monocyte-derived alveolar macrophages (moAMs) and neutrophils 
compared with the CSSp-Axl-/- group. BALFs from the CSSp-Axl-/- and CSSp-MerTk-/- groups 
exhibited elevated levels of IL-6 and IL-10, respectively, compared with their corresponding 
controls (ARSp). Finally, ex vivo analysis showed that CS-MerTk-/- moAMs have reduced 
phagocytic capacity and bactericidal activity. These findings suggest that prior exposure to CS 
alters the dynamics of immune cell populations in the pulmonary mucosa, making MerTk-/- mice 
more susceptible to Sp infection and reducing the phagocytic and bactericidal capacity of moAMs 
from Axl-/- and MerTk-/- animals. 
Key-words: inflammation, efferocytosis, cigarette smoke, macrophages, TAM receptors, S. 
pneumoniae 
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A fumaça de cigarro ainda é uma das principais causas de morte no mundo. Isso porque seus 
componentes levam à morte de diferentes tipos de células, como os macrófagos, que são 
importantes para a manutenção da integridade dos tecidos que compõem os órgãos. Os macrófagos 
são responsáveis por capturar microrganismos e células que estão morrendo por meio de um 
processo chamado de eferocitose. Esse mecanismo é mediado, principalmente, pelos receptores 
TAM (Axl e MerTk) e auxilia na contenção da inflamação exagerada. A fumaça de cigarro gera 
defeitos na eferecitose, o que está associado com o aumento do risco de infecções, sendo a 
pneumonia a mais comum entre indivíduos fumantes. Então, o objetivo do presente estudo foi 
entender o papel dos receptores TAM durante a pneumonia após exposição à fumaça de cigarro. A 
partir dos dados coletados sugerimos que os receptores Axl e MerTk desempenham papéis 
diferentes apesar de pertencerem à mesma família, e o MerTk é importante para combater a bactéria 
que provoca a pneumonia no contexto de exposição à fumaça, visto que na ausência dele os 
macrófagos perdem a sua capacidade total de capturar e matar a bactéria.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Tabagismo 

A epidemia do tabaco é um problema enfrentado mundialmente, responsável não 
apenas por causar sérios prejuízos à saúde pública, mas também impactos significativos 
à economia. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o tabagismo é 
responsável por, aproximadamente, 8 milhões de óbitos por ano no mundo, sendo que 
grande parte dessas mortes está associada ao tabagismo ativo. Além disso, estima-se que 
a maioria dos indivíduos fumantes vivem em países em desenvolvimento ou 
subdesenvolvidos e que a toxicodependência auxilia na manutenção da pobreza, uma vez 
que os gastos básicos são negligenciados para que seja possível sustentar esse consumo 
(OrganizaçãoMundial da Saúde, 2023). De acordo com uma pesquisa desenvolvida pelo 
Instituto Nacional de Câncer, intitulada “A Conta que a Indústria do Tabaco Não Conta!”, 
o tabagismo representa um custo de cerca de R$ 153 bilhões em despesas médicas diretas 
ou indiretas no Brasil (Figura 1) (Szklo et al., 2025). 

 

Figura 1. Esquema representativo dos custos atribuíveis ao tabagismo no Brasil. O valor total de 153.5 
bilhões de reais foi dividido em custos de assistência médica (44%) e de perda de produtividade e cuidados 
informais (56%). Figura de (Pinto M. & Bardach A, 2024) 

A forte dependência ao tabaco é associada à nicotina, um dos componentes 
predominantes no cigarro (Instituto Nacional de Câncer, 2022). Isso porque, uma vez que 
a nicotina se encontra na corrente sanguínea, ela alcança rapidamente o cérebro, o que 
está atrelado ao alto potencial de vício e aos diversos impactos gerados pelo hábito de 
fumar (U.S. Department of Health and Human Services; Et al, 2010). Devido a isso, na 
Revisão da Classificação Estatística Internacional de Doenças e Problemas Relacionados 
à Saúde (CID-11), o tabagismo se enquadra como um dos representantes do grupo de 
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"transtornos mentais, comportamentais ou do neurodesenvolvimento" (Organização 
Mundial da Saúde, 2022).  

Apesar de ser considerado a principal causa evitável de doenças e morte (Drope et 
al., 2018), o cigarro é um dos produtos provenientes do tabaco mais consumido 
mundialmente. Indivíduos fumantes apresentam maiores probabilidades de apresentar 
doenças pulmonares, dado o contato íntimo da fumaça de cigarro com esse sítio, mas 
também são relatadas diversas enfermidades em outros locais. Algumas doenças 
fortemente associadas ao tabagismo são: doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), 
periodontite, doenças cardiovasculares (Yu et al., 2017); cânceres de pulmão, pâncreas, 
rins e colorretal (Bai et al., 2022a); infecções bacterianas por disbiose (P. Shen et al., 
2017), além de interferir na taxa de fertilidade (Dechanet et al., 2011). 

Essa alta interferência deletéria do cigarro na saúde dos fumantes está relacionada 
com a sua composição. A fumaça gerada a partir da queima do cigarro apresenta mais de 
7.000 substâncias tóxicas, como nicotina, monóxido de carbono, amônia, formaldeído, 
acetona, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs), óxidos de nitrogênio e 
nitrosaminas específicas do tabaco (TSNAs), os quais apresentam características 
mutagênicas, carcinogênicas e inflamatórias (Parmar et al., 2023).  

A presença dessas partículas tóxicas que são inaladas compromete a hematose, 
processo vital que ocorre nos alvéolos pulmonares e garante a oxigenação dos tecidos. 
De forma resumida, essas substâncias rompem a integridade tecidual do trato respiratório 
e provocam instabilidades no sistema imunológico associado à mucosa das vias aéreas, o 
que impacta diretamente as respostas imunológicas inata e adaptativa desse sítio (Mohan 
Sopori, 2002), instaurando perda de função tecidual. 

A homeostase previamente estabelecida na mucosa é rompida quando esse conjunto 
de eventos acontece de maneira exacerbada e recorrente em decorrência do tabagismo. 
Esse processo frequentemente evolui para danos e perda de função tecidual, 
impulsionado pela inflamação instaurada (Caliri et al., 2021). Dessa forma, a resposta 
imunológica aos danos provocados pela fumaça do cigarro desempenha um papel central 
nas consequências patológicas associadas ao tabagismo.   

1.2 Resposta imunológica à fumaça de cigarro 

O epitélio colunar ciliado pseudoestratificado que reveste o sistema respiratório 
realiza a comunicação dos meios externo e interno, então está constantemente exposto a 
diversas partículas, agentes inócuos e patógenos em potencial (Hiemstra et al., 2015). 
Seus representantes celulares são unidos entre si por junções de oclusão e desempenham 
diferentes funções. As células basais são conhecidas como progenitoras desse epitélio 
dada a sua capacidade de autorrenovação após lesões e diferenciação em outros tipos 
celulares, sendo essenciais para a regeneração e homeostase tecidual (Hong et al., 2004). 
Células claras podem se desdiferenciar em células basais e liberam proteínas anti-
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inflamatórias como a uteroglobina (Rawlins et al., 2009; Tataet al., 2013) Em conjunto 
com as células ciliares, as células caliciformes são responsáveis pela remoção mucociliar 
de microrganismos e partículas e, além disso, o muco produzido pelas células 
caliciformes possui mucinas, eletrólitos e peptídeos antimicrobianos (Whitsett, 2018). As 
células M são encontradas em outras mucosas e preservam sua função de apresentação 
antigênica por meio da transcitose feita do lúmen para a lâmina própria (Kimura, 2018). 
Células tufo apresentam microvilosidades e secretam moléculas efetoras importantes, tais 
como IL-25 e eicosanoides (Schneider et al., 2019). Os ionócitos e as células de 
 Hillock são responsáveis pela difusão passiva de íons (Miah et al., 2019) e 
imunomodulação (Montoro et al., 2018), respectivamente, apesar de não disporem 
funções bem delineadas. Existem ainda as células neuroendócrinas (PNECs), reguladoras 
do sistema imunológica pela produção de neuropeptídeos (Sui et al., 2018) e serotonina, 
que induz a angiogênese e ativa fibroblastos (Figura 2). Dessa forma, esse epitélio 
constitui uma barreira física e química que confere uma defesa imunológica inata 
(Whitsett; Alenghat, 2015; Davis; Wypych, 2021).  

Figura 2. Componentes celulares do epitélio respiratório. As células basais são as principais células-tronco 
das vias aéreas, impulsionando a regeneração tecidual. Células de clara secretam uteroglobina enquanto as 
células ciliadas, juntamente com as células caliciformes, asseguram a remoção mucociliar.   Imagem adaptada 
de (Davis & Wypych, 2021) 

A deposição das partículas tóxicas presentes no cigarro está relacionada com o 
rompimento das junções de oclusão intercelulares, aumento da permeabilidade tecidual e 
liberação de padrões moleculares associados ao dano (DAMPs). A presença de DAMPs 
ativa o epitélio de revestimento (Whitsett & Alenghat, 2015) bem como a produção e 
liberação de diversas quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias pelas células epiteliais 
alveolares (AECs) (Knight; Holgate, 2003). Somado a isso, indivíduos tabagistas 

Lúmen 

Vaso 
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apresentam um remodelamento da microbiota das vias aéreas, caracterizado pelo 
aumento de patógenos como Haemophillus spp (Amatngalim & Hiemstra, 2018). Essas 
alterações ativam os receptores de reconhecimento de padrão (Leiva-Juárez et al., 2018), 
o que também induz a produção de citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas, interferons 
e espécies reativas de oxigênio (ROS), tornando propício o desencadeamento da 
patogênese de diversas doenças inflamatórias pulmonares (Whitsett & Alenghat, 2015) 
(Rahman, 2003). Além disso, o tabagismo está relacionado com mutações genéticas nas 
células basais, levando a ausência de sua capacidade de regeneração e alta expressão de 
IL-1β e IL-33 (pró-inflamatórias), hiperprodução de muco e comprometimento da 
liberação de peptídeos antimicrobianos pelas células caliciformes e prejuízos na 
motilidade ciliar (Davis & Wypych, 2021). Dessa forma, o tabagismo está relacionado 
com o remodelamento do epitélio das vias aéreas (Shaykhiev & Crystal, 2014). 

Os macrófagos são células com elevada atividade fagocítica e são altamente plásticas, 
ou seja, suas características fenotípicas estão diretamente associadas ao tecido em que se 
encontram, onde são condicionadas a apresentarem atividades eficientes para atuar contra 
possíveis patógenos e, ao mesmo tempo, regular esse processo para que não ocorram 
injúrias (Laskin et al., 2001). Em pulmões saudáveis duas populações de macrófagos 
residentes podem ser encontradas: os macrófagos intersticiais (IMs) e os alveolares 
(AMs), diferenciados principalmente pelo nicho em que estão presentes, pelos receptores 
expressos por cada um deles e pelo status do microambiante (Blériot et al., 2020).  

Os IMs possuem origem mista: uma parte é derivada de precursores embrionários, 
provenientes do saco vitelínico e pós-natal, e outra parte é derivada de precursores 
hematopoiéticos, provenientes da medula óssea (Schyns et al., 2018). Diferentemente dos 
AMs, os IMs estão dispersos em diversos sítios dos pulmões (Dick et al., 2022). Nos 
pulmões, tais células estão presentes majoritariamente no parênquima pulmonar, 
associadas a feixes ou terminações nervosas, nas proximidades de vasos sanguíneos e 
circundando os brônquios (Hume et al., 2020) e são caracterizadas pela expressão de 
CX3CR1, MHC II, CD11b e ausência de autofluorescência e das moléculas SiglecF, Ly6C 
e Ly6G (Gibbings et al., 2017). Os IMs são essenciais para prevenir uma resposta 
inflamatória exacerbada, visto que realizam a fagocitose de potenciais patógenos e 
partículas (Schyns et al., 2019) e são produtores de IL-10 (citocina regulatória), o que 
está relacionado com a diminuição de neutrofilia durante um processo asmático, 
mecanismo relacionado com o controle da resposta inflamatória (Kawano et al., 2016).  

Os AMs são células advindas de precursores embrionários do saco vitelínico e fígado 
fetal, com elevada taxa de autorrenovação (Yamane, 2018) e dependem da presença do 
fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) expressas pelas 
células epiteliais para se desenvolverem (Guilliams et al., 2013). Esses macrófagos 
formam a primeira linha de defesa da mucosa pulmonar (Woo et al., 2021) dada sua 
localização estratégica no lúmen dos alvéolos pulmonares e representam mais de 90% da 
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população celular presente nos pulmões durante homeostase (Lugg et al., 2022). 
Fenotipicamente, os AMs apresentam a seguinte assinatura: SiglecF+CD11c+CD11b-

CD64+ e são autofluorescentes (Schyns et al., 2018). Suas funções estão envolvidas em 
uma resposta ativa contra substâncias danosas por meio do patrulhamento pelos poros de 
Kohn (Neupane et al., 2020), fagocitose de patógenos por meio de receptores scavengers 
(Arredouani et al., 2004), clearance “silencioso” de células apoptóticas (eferocitose) 
(Roberts et al., 2017), remoção do excesso de surfactantes (Trapnell et al., 2009) e 
produzem ROS, óxidos nítricos, TNF e IFN (Franke-Ullmann,’ et al., 1996). Os AMs são 
importantes ainda na manutenção de tolerância por meio da expressão de C200R, visto 
que sua ligação ao CD200, presente nas células alveolares epiteliais, inabilita respostas 
imunológicas inatas inflamatórias (Snelgrove et al., 2008). Além disso, 
estimulam/expandem a população de células TCD4+ FOXP3+ por secretarem TGF-β e 
ácido retinóico, levando à diferenciação de células T regulatórias (Coleman et al., 2013) 
e promovem tolerância a antígenos inócuos pela ausência de moléculas co-estimulatórias 
(Figura 3) (Blumenthal et al., 2001). Assim, tais células desempenham um papel 
dicotômico, ou seja, estão envolvidas em processos inflamatórios e regulatórios a 
depender do microambiente em que estão inseridas. 
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Figura 3. Interações dos leucócitos em pulmões saudáveis. Os AMs residem nos espaços das vias aéreas 
justapostos com células alveolares do tipo I e II. Os macrófagos alveolares são encontrados nas vias aéreas 
maiores (bronquíolos). Macrófagos intersticiais podem ser encontrados no espaço intersticial entre os alvéolos 
e vasos sanguíneos, onde também residem células T, células dendríticas (DCs) e uma pequena população de 
células B. Bactérias comensais e patogênicas ficam na mucosa das vias aéreas e nos alvéolos. A. AMs são 
regulados pelo epitélio por meio de interações entre CD200, expressos pelas células alveolares do tipo II, assim 
como o TGF-β fixado na superfície da célula epitelial pela integrina αvβ6 e IL-10 secretada. B. A secreção de 
TGF-β e ácido retinóico por macrófagos alveolares induzem a expressão de FOXP3 em células CD4+ presentes 
no lúmen. Figura adaptada de (Hussell & Bell, 2014). 
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 O contato inicial dos AMs com a fumaça de cigarro inalada é um indutor de diversas 
alterações celulares. Em relação à morfologia, os AMs dispõem um tamanho maior, com mais 
quantidades de vesículas provenientes do complexo de Golgi, retículo endoplasmático e 
ainda corpos residuais com inclusões fibrilares, sugerindo um aumento da taxa metabólica 
de repouso celular devido a maior carga de substâncias que devem ser removidas do 
microambiente (Harris et al., 1970). A exposição à fumaça de cigarro está associada com a 
indução de apoptose dos AMs (Aoshiba et al., 2001), supressão da capacidade eferocítica dos 
AMs devido injúrias às estruturas de actina (Minematsu et al., 2011), o que acarreta também 
a diminuição da capacidade fagocítica e microbicida (clearance), como demostra os estudos 
de Phipps e colaboradores (2010) e Bewley et al., 2017) por meio da infecção por 
Streptococcus pneumoniae (Figura 4). A redução das propriedades fagocítica e microbicida 
dos AMs pode estar relacionada, respectivamente, com a supressão da atividade dos 
receptores toll like (TLRs) presentes nos macrófagos, visto que esses receptores induzem a 
produção de citocinas importantes na resposta contra patógenos, como TNF-α, IL-6 e IL-10 
(Metcalfe et al., 2014) e baixa produção de ROS intracelular. Além disso, a desregulação da 
liberação de proteinase/anti-proteinase pelos AMs é muito comum durante o tabagismo, o 
que promove o desenvolvimento do enfisema pulmonar pela degradação de elastina 
(Hautamaki et al., 1997). Tantas mudanças advindas da presença da fumaça de cigarro têm 
origem em mudanças no genoma dessas células, visto que esse agente estressor ativa como 
o fator de transcrição NF-ĸB e as proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) 
(Hellermann et al., 2002; Lee et al., 2010), culminando na produção e liberação de citocinas 
pró-inflamatórias e quimiocinas. 
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Figura 4. Falhas em mecanismos efetores nos macrófagos alveolares devido à exposição de fumaça de 
cigarro. Macrófagos alveolares expostos à fumaça de cigarro (à direita) apresentam diversas alterações, 
desencadeando processos relacionados com dano tecidual, perda de função celular e doença se comparados à 
macrófagos alveolares durante a homeostase. IL- interleucina, MMP- metaloproteinase de matriz, ROS- 
espécies reativas de oxigênio. Adaptada de (Lugg et al., 2022). 

A quebra do estado de homeostase nos pulmões por devido ao tabagismo também afeta 
o funcionamento ade outras células presentes na mucosa pulmonar. Durante esse processo 
inflamatório, os neutrófilos são prontamente recrutados por meio da citocina IL-8 
previamente mencionada e CXCL1 pelas células epiteliais (Yoshida & Tuder, 2007). Devido 
às condições do microambiente, tais células são induzidas a produzirem as redes 
extracelulares de neutrófilos (NETs), levando a maturação e ativação de células dendríticas 
(DCs) que, nessas condições, garantem a polarização de células TCD4+ para respostas Th1 e 
Th17 (Qiu et al., 2017). Além disso, um estudo publicado por Bai e colaboradores (2022) 
demonstrou que esse cenário colabora para a produção de CXCL2, responsável pelo 
recrutamento de monócitos (Bai et al., 2022b). Ao chegarem nos pulmões, tais monócitos se 
diferenciam em macrófagos derivados de monócitos (moAMs) que são importantes para 
manter o pool de macrófagos em um nível basal (Aoshiba et al., 2001).  

  Assim, o tabagismo promove a quebra da tolerância que se configura como um dos 
principais pilares para a manutenção da homeostase pulmonar, garantindo a permanência das 
funções fisiológicas desse sítio. Tendo em vista o que foi descrito anteriormente, a presença 
desse agente estressor gera uma resposta imunológica exacerbada, configurando um quadro 
de intensa inflamação. Dessa forma, mecanismos regulatórios são essenciais para controlar 
essa resposta, dentre eles, a eferocitose realizada por macrófagos se destaca por ser um 
mecanismo presente na população celular mais numerosa dos pulmões. 

1.3  Eferocitose 

A morte celular programada consiste em um conjunto de mecanismos essenciais para a 
fisiologia humana (Lockshin & Zakeri, 2001). Existem diferentes classificações de morte 
celular, mas as mais caracterizadas são: autofagia, apoptose, piroptose e necroptose (S. Shen 
et al., 2023). Dentre elas, a apoptose possui uma ocorrência expressiva no corpo humano e, 
estima-se cerca de 300 bilhões de células são submetidas a esse processo por dia, eliminando 
células envelhecidas, senescentes, infectadas ou alteradas (Bianconi et al., 2013). A apoptose 
é dependente da ativação de caspases seguida da ação de DNases que fragmentam o material 
genético (ZHANG & XU, 2000), caraterizada por alterações bioquímicas, como alterações 
na permeabilidade da membrana mitocondrial e liberação do citocromo C, exposição estável 
da fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmática, mudanças morfológicas, com 
a formação de protuberâncias na membrana plasmática (blebs), condensação da cromatina e 
formação de corpos apoptóticos (Krysko et al., 2008). 

A fagocitose das células ou corpos apoptóticos ou eferocitose é um processo controlado 
realizado por fagócitos profissionais, especialmente por macrófagos e é essencial para a 
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manutenção da homeostase pulmonar. A eferocitose evita a evolução de células apoptóticas 
para o estágio de necrose, onde a células perdem a permeabilidade de sua membrana e passa 
a liberar o conteúdo intracelular, os DAMPs, que disparam a inflamação, e autoantígenos que 
podem iniciar a autoimunidade (Nikoletopoulou et al., 2013). Dessa maneira, distúrbios na 
eferocitose colaboram para o desenvolvimento e/ou agravamento de diversas doenças 
inflamatórias crônicas, dentre elas, a DPOC (Figura 5) (Boada-Romero et al., 2020). 

 

Figura 5. Representação dos fagócitos presentes em diferentes órgãos e possíveis doenças derivadas de 
problemas durante a eferociose. A eferocitose é realizada tanto por fagócitos profissionais (boxes vermelhos), 
como macrófagos e DCs, quanto por fagócitos não profissionais (boxes roxos), mas em menores quantidades. 
Problemas durante esse processo contribuem para o desenvolvimento de diversas doenças (boxes cinzas) em 
diferentes tecidos. DPI- doença pulmonar intersticial idiopática, LES- Lúpus Eritematoso Sistémico. Adaptada 
de (Boada-Romero et al., 2020). 

A eferocitose é um processo controlado, que ocorre em três etapas diferentes: 
recrutamento dos fagócitos, ligação fagócito-célula apoptótica e internalização seguida da 
degradação da célula em apoptose. Na primeira fase, a célula apoptótica produz e libera os 
sinais find me, como fractalquina (CX3CL1), esfingosina-1-fosfato (S1P) e adenosina 
trisfosfato (ATP), responsáveis por atrair o fagócito. A segunda etapa é regulada pelos sinais 
eat me, sendo a presença da fosfatidilserina (PtdSer) no folheto externo da membrana celular 
o principal delas, e don’t eat me, que se caracterizam pela expressão de CD31, CD47, CD24 
e MHC de classe I (Moon et al., 2023). A partir do reconhecimento dos sinais eat me, o 
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fagócito estabelece uma ligação com a célula apoptótica e os receptores TAMs, TIMs, 
estabilinas e integrinas αVβ3/ αVβ5 medeiam a eferocitose, via reconhecimento direto ou 
indireto da PtdSer. A ligação intercelular indireta se dá por moléculas-ponte como a proteína 
específica de parada de crescimento (Gas-6) proteína S e e o fator 8 do glóbulo de gordura 
do leite-EGF (MFG-E8), que interagem, respectivamente, com os receptores TAM e as 
integrinas. Por fim, ocorre o “englobamento” e posterior internalização da célula apoptótica, 
aumentando a concentração de ROS que desencadeia na degradação da célula (Figura 6) 
(Doran et al., 2020). 

 

 

Figura 6. Esquema morfológico e molecular das etapas da efeocitose realizada por fagócitos. Na primeira 
etapa a célula apoptótica induz de células imunológicas eferocíticas por meio da liberação de quimiocinas 
(CX3CL1), lipídeos (S1P), lisofosfatidilcolina (LPC) e nucleotídeos (ATP e UTP). Depois os receptores de 
superfície do fagócito interagem com a célula apoptótica de forma direta (estabilinas, ADGRB1 e TIMs) ou 
indireta (TAMs e integrinas), sendo essa última dependente das moléculas ponte Gas-6, proteína S ou MFG-
E8. Essa interação resulta na ativação de pequenas GTPases, como a RAC1, que medeiam a internalização da 
célula apoptótica. Por último, a degradação da célula apoptótica acontece a partir da fusão entre lisossomo e 
fagossomo, formando o fagolisossomo de pH baixo e alta atividade de hidrolases e concentrações ROS 
Adaptada de (Doran et al., 2020). 

 A efereocitose representa um mecanismo intrínseco à manutenção da homeostase da 
mucosa pulmonar, visto que esse sítio deve apresentar um perfil mais tolerogênico para 
garantir a plena função fisiológica exercida pelos pulmões. Como detalhado anteriormente, 
essa mucosa detém diversos tipos celulares com funções e expressão de receptores distintas, 
mas os macrófagos constituem a população mais representativa (Doran et al., 2020). Com 
isso, os receptores de eferocitose por eles expressos e seus mecanismos são relevantes. 

1.4 Receptores de eferocitose  
Os macrófagos dispõem destaque na eferocitose, pois possuem diferentes receptores em 

sua superfície celular capazes de reconhecer os sinais eat me.  Algumas dessas proteínas 
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reconhecem esses sinais diretamente, incluindo CD300b, inibidor 1 da angiogênese 
específica do cérebro (BAI1), imunoglobulina de células T e molécula 4 contendo o domínio 
da mucina (TIM4) (Miyanishi et al., 2007) e estabilina 2. Outros receptores, como CR1, 
tirosina quinases da família TAM e as integrinas dependem, respectivamente, da presença de 
proteínas do complemento, Gas6 ou proteína S e MFG-E8, que são moléculas-ponte solúveis 
para o reconhecimento dos sinais eat me (Figura 7) (Lemke, 2019a) .  

 

Figura 7. Receptores e moléculas-ponte que medeiam a eferocitose. Durante a apoptose, células exibem 
fosfatidilserina (PtdSer) na superfície como sinal eat me, reconhecido por receptores de macrófagos (CD300b, 
BAI1, TIM4, Stabilin-2) ou por moléculas ponte (Gas6/Pros1 e MFG-E8). Essas proteínas se ligam à PtdSer e 
a receptores fagocíticos (Mer, Axl, integrinas αvβ3/αvβ5). Proteínas do complemento (C1q, C3b, C4) também 
se depositam na superfície apoptótica, sendo reconhecidas por receptores CR1, CR3 e CR4. Algumas células 
apoptóticas expressam CD47, um sinal inibitório reconhecido por SIRPα. Adaptada de (Lemke, 2019b). 

 Dentre todos os receptores citados, aqueles pertencentes à família TAM se destacam 
pela capacidade de naturalmente desencadear vias de sinalização que ativam as GTPases da 
família RHO reguladoras da fagocitose das células apoptóticas (Nakaya et al., 2006) a partir 
do reconhecimento da PtdSer (Lemke, 2017). Os receptores TAM foram os últimos 
receptores tirosina quinase a serem descobertos e são específicos para cordados (Lapraz et 
al., 2006). Nomeados a partir da primeira letra de seus três representantes, Tyro3, Axl e 
MerTk (Prasad et al., 2006), os receptores TAM são compostos por porções extracelulares, 
dois domínios semelhantes à imunoglobulina e duas repetições de fibronectina tipo III, cada 
uma acoplada a um domínio e uma porção PTK transmembranar, de passagem única no 
citoplasma celular que é cataliticamente competente (Figura 8). As células podem expressar 
um ou mais dos receptores TAM, as quais estão dispersas em diferentes sistemas, como o 
nervoso, reprodutivo, vascular e imunológico (Lemke & Rothlin, 2008).  
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 Diversos estudos constataram que duas proteínas similares, Gas6 e a proteínas S, são 
agonistas dos receptores TAM (Stitt et al., 1995a) com graus de afinidade distintos, sendo o 
Gas6 mais fortemente associado ao Axl e Tyro3 e a proteína S ao Tyro3 e MerTk (Nagata et 
al., 1996) (Stitt et al., 1995b). Essas proteínas são compostas por um terminal amino com 
domínio Gla, o qual estabelece uma ligação com PtdSer (Huang et al., 2003), seguido por 
quatro unidades que se assemelham ao fator de crescimento epidérmico (EGF) conectados a 
dois domínios globulina de ligação ao hormônio sexual (SHBG)-like ligante dos receptores 
TAM, promovendo sua ativação (Figura 8). Para além dessa função, a proteínas S também 
é conhecida por desempenhar um papel importante na coagulação sanguínea (Rezende et al., 
2004). 

 

Figura 8. Receptores TAM e seus ligantes.  Os receptores TAM (Tyro3, Axl e Mer) expressos por células do 
sistema imunológico formam dímeros e se ligam às moléculas-ponte (Gas6 e proteína S) pela interação de seus 
domínios imunoglobulina N-terminais e a região SHBG dos ligantes. Adaptada de (Lemke & Rothlin, 2008). 

A cascata de sinalização disparada a partir da ativação dos receptores TAM é crucial 
para inibir respostas imunológicas inatas exacerbadas. Os TAM formam um complexo com 
o receptor de interferon do tipo I (IFNAR) mediado pela cadeia alfa desta última proteína 
(Rothlin et al., 2007). Em resposta a interferons e citocinas ocorre a fosforilação do domínio 
PTK, levando à translocação de dímeros STAT1 para o núcleo celular (Levy & Darnell, 2002) 
e indução da transcrição e expressão dos genes supressores da sinalização de citocinas 1 e 3 
(SOCS1 e 3), fortes inibidores de TLRs e receptores de citocinas, o que interrompe a resposta 
inflamatória (Figura 9) (Lemke, 2013) .  
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Figura 9. Cascata de sinalização disparada por meio da ativação do complexo de receptores TAM-
IFNAR. Receptores da família TAM formam um complexo funcional com o receptor IFNAR por intermédio 
da cadeia R1 de IFNAR. Esse complexo ativa a tirosina quinase Jak1, ativando o fator de transcrição STAT1, 
que se transloca para o núcleo e induz SOCS1 e SOCS 3. Adaptada de (Lemke, 2013). 

Wang e colaboradores (2021) demonstraram que os receptores TAM desempenham 
funções que impactam não somente a homeostase. Para isso, os pesquisadores utilizaram um 
modelo de infecção viral do sistema nervoso central que esses receptores não permitiram a 
evolução da doença para um quadro de encefalite por meio de diferentes mecanismos, dentre 
eles a atenuação da produção de citocinas pró inflamatórias  (Wang et al., 2021). Assim, os 
receptores TAM têm um importante papel na regulação do sistema imunológico, na 
manutenção da homeostase e no contexto de doenças.  

1.5 Streptococcus pneumoniae 

Os estreptococos são bactérias que possuem formato de cocos encapsulados, Gram-
positivas, não esporulantes tolerantes ao oxigênio e homofermentativas, ou seja, produzem 
ácido lático como principal produto oriundo da fermentação da glicose e sua transmissão 
ocorre por gotículas respiratórias ou fômites contaminados (T. Madigan et al., 2016). De 
maneira mais específica, a S. pneumoniae se configura como um patógeno oportunista, ou 
seja, pode se apresentar como um componente da microbiota ou um potencial patógeno do 
sistema respiratório (Weiser et al., 2018).   

S. pneumoniae coloniza o trato respiratório superior, sobretudo nasofaringe (Nunes et al., 
2005) e sua relação com o hospedeiro pode ser comensal. Bogaert e colaboradores realizaram 
um estudo que evidenciou a presença de S. pneumoniae em amostras da nasofaringe de 
crianças entre 1-19 assintomáticas e saudáveis (Bogaert et al., 2004). Os portadores dessa 
bactéria são, em sua maioria, crianças e esses indivíduos detêm os anticorpos IgG e IgA 
secretória específicos para proteínas associadas à superfície bacteriana e polissacarídeos da 
cápsula (Simell et al., 2001;2002). Contudo, em resposta a estímulos do microambiente o 
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perfil transcricional da bactéria altera, fato que está associado ao desenvolvimento dos 
quadros infecciosos (Ogunniyi et al., 2012).  

Classificado como um dos principais causadores de pneumonia adquirida na comunidade, 
otite média, sinusite, bronquite, pneumonia e meningite, a S. pneumoniae possui virulência 
elevada (Engholm et al., 2017). De acordo com a Organização Mundial da Saúde a doença 
pneumocócica é uma das maiores causas de morte infantil por doenças prevenível com 
vacinas e internações de pessoas a partir dos 60 anos (Sociedade Brasileira de Imunizações, 
2025). Além disso, o Ministério da Saúde divulgou em 2024 um estudo que aponta a 
meningite pneumocócica, um dos quadros mais invasivos de infecções por S. pneumoniae, 
sendo o tipo de meningite com maior incidência e óbitos no Brasil (Figura10) (Ministério 
da Saúde, 2024).  

 

Figura 10. Esquema representativo da relação entre número de casos, óbitos e letalidade de meningites 
bacterianas no Brasil em 2024. A imagem ressalta a gravidade da meningite pneumocócica que obteve o maior 
número de casos (874), óbitos (266) e taxa de letalidade (30,4%) dentre as demais. Figura adaptada de 
(Ministério da Saúde, 2024). 

Os quadros invasivos que detêm S. pneumoniae como agente etiológico são frequentes 
devido aos diversos fatores de virulência apresentados por tal bactéria. Dentre eles a cápsula 
polissacarídica presente na superfície bacteriana se destaca, uma estrutura protetora das 
defesas imunológicas humorais, mecanismo de fagocitose (Griffith, 1928), dessecação, 
antimicrobianos e promove a formação de biofilmes (Kadioglu et al., 2008). Além disso, a 
partir de 2024, a bactéria em questão foi incluída na categoria de prioridade média na Lista 
de patógenos bacterianos prioritários da OMS devido à sua resistência à classe de 
antimicrobianos dos macrolídeos, representando um grande impacto para a saúde pública, 
em especial às pessoas mais susceptíveis (World Health Organization, 2024). 

Infecções por S. pneumoniae acometem diferentes grupos de risco, dentre eles, os 
fumantes ficam em evidência devido à gravidade dos casos. A fumaça de cigarro reduz a 
resposta imunológica na mucosa nasal, sítio primário de colonização bacteriana, aumentando 
assim a predisposição e desenvolvimento de quadros graves da doença (P. Shen et al., 2016). 
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John Phipps e colaboradores constataram que a fumaça de cigarro também está associada 
com a diminuição do clearance bacteriano e da fagocitose por macrófagos alveolares 
fagocitose mediada por complemento (Phipps et al., 2010). Além disso, já é bem descrito 
pela literatura que durante a interação hospedeiro-patógeno, S. pneumoniae induz uma taxa 
elevada de apoptose nas células presentes nas vias aéreas e morte por necrose (Schmeck et 
al., 2004).  

Dessa forma, quadros de pneumonia pneumocócica são críticos em indivíduos tabagistas, 
com alta probabilidade de evolução para meningite. Isso porque, assim como a fumaça de 
cigarro, a bactéria em questão está associada com processos de inflamação severos que 
resultam em dificuldades respiratórias (Bardales et al., 1996). Nesse contexto, os receptores 
da família TAM são essenciais para conter a exacerbação da inflamação, visto que inibem os 
TLRs e receptores de citocinas e medeiam a eferocitose.   
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2 JUSTIFICATIVA 

Investigar o papel dos receptores pertencentes à família TAM é fundamental para maior 
compreensão dos potenciais mecanismos reguladores que participam no processo de controle 
da exacerbação de processos inflamatórios e progressão de infecções. 

Dados prévios não publicados do nosso grupo demostraram que a exposição aguda à 
fumaça de cigarro provocou uma redução drástica na população de AMs residentes em 
camundongos selvagens (WT) e em camundongos deficientes para o receptor MerTk 
(MerTk-/-). Por outro lado, nós observamos um aumento considerável na população de 
moAMs nas vias aéreas dos animais WT e camundongos deficientes para o receptor Axl (Axl-
/-) em relação aos MerTk-/-. Além disso, camundongos Axl-/- apresentaram maior número de 
neutrófilos quando comparados com o seu respectivo controle (animais Axl-/- expostos apenas 
ao ar ambiente), caracterizando uma resposta imunológica de perfil mais inflamatória nos 
pulmões desses animais.  

Com base nesses dados, notamos que os receptores Axl e MerTk desempenham funções 
distintas em resposta à fumaça de cigarro apesar de pertenceram à mesma família e possuírem 
características morfológicas similares. Dessa forma, objetivamos avaliar o impacto dessas 
diferentes respostas imunológicas à fumaça de cigarro em um modelo de pneumonia 
bacteriana, por S. pneumoniae, bem como investigar, ex vivo, o papel funcional de 
subpopulações de macrófagos alveolares. Nosso objetivo é aprofundar a compreensão sobre 
os mecanismos que tornam indivíduos fumantes mais suscetíveis ao desenvolvimento de 
infecções pulmonares.  
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3 OBJETIVOS 

Caracterizar o papel dos receptores Axl e MerTk na pneumonia causada por S. 
pneumoniae após o estabelecimento dos efeitos imunológicos da exposição aguda à fumaça 
de cigarro. 

3.2 Objetivos específicos 

➢ Determinar a susceptibilidade à pneumonia pneumocócica em camundongos WT,  
Axl-/- e MerTk-/- previamente expostos à fumaça de cigarro; 

➢ Avaliar a carga bacteriana e alterações na permeabilidade tecidual induzidas pela 
exposição aguda à fumaça de cigarro em camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/- 
desafiados com S. pneumoniae; 

➢ Estabelecer as populações de células do sistema imunológico nas vias aéreas de 
camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/- após exposição aguda à fumaça de cigarro 
desafiados com S. pneumoniae; 

➢ Avaliar os níveis de citocinas pró- e anti-inflamatórias nos fluidos das vias aéreas de 
camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/- após exposição aguda à fumaça de cigarro 
desafiados com S. pneumoniae; 

➢ Verificar a capacidade fagocítica e microbicida de macrófagos alveolares recuperados 
de camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/- expostos à fumaça de cigarro (ex vivo); 

  



18 

 

4 METODOLOGIA  

4.1  Camundongos 

Camundongos isogênicos da linhagem C57BL/6J selvagens (WT) e transgênicos 
deficientes para os receptores Axl (Axl-/-) e MerTk (MerTk-/-) do sexo feminino, com idade 
entre 8-12 semanas foram utilizados no presente estudo. Os animais foram mantidos no 
Biotério do Departamento de Imunologia a 22°C, com água e ração à vontade, obedecendo 
o ciclo claro e escuro, padrões sanitários e de biossegurança, assim como as diretrizes 
bioéticas. Licença CEUA n° 057/22.  

4.2 Protocolo agudo de exposição à fumaça de cigarro 

Camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/- foram submetidos a um modelo de exposição aguda 
à fumaça de cigarro (CS), mais especificamente à fumaça gerada com a queima do cigarro 
Marlboro Red (Philip Moris, RS) (10mg de alcatrão, 0,8mg de nicotina e 10mg de monóxido 
de carbono). Esse protocolo apresentou uma duração de 5 dias, sendo que em cada um desses 
dias estabelecemos 3 ciclos (manhã, tarde e noite) de exposição, com intervalo de 4 horas 
entre eles, utilizando 3 cigarros, com o total de 9 cigarros por dia (Protocolo adaptado de 
Valença et al., 2004).  

Os grupos de camundongos foram dispostos em uma caixa metálica de inalação onde a 
fumaça de cigarro foi inserida com auxílio de uma seringa de 60ml, com a qual é possível 
resgatar a fumaça gerada com a queima do cigarro ao se puxar o êmbolo, visto que o cigarro 
é acoplado à seringa. Cada ciclo de inação teve 20 minutos, com 3 momentos diferentes de 
6 minutos corridos de exposição a fumaça, intercalados com uma pausa de 1 minutos entre 
cada um deles para exaustão da fumaça residual (Figura 11). Realizamos todas as exposições 
em uma capela de exaustão (Nalgon). 

 

Figura 11: Esquema representativo do modelo de exposição aguda à fumaça de cigarro. Camundongos 
WT, Axl-/- e MerTk-/- foram expostos ao ar atmosférico (AR) ou à CS durante os 5 primeiros dias do 
experimento. 
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4.3 Preparo do inóculo bacteriano 

Para o inóculo bacteriano utilizamos a cepa sorotipo 19F ATCC 49619 de Streptococcus 
pneumoniae. Dois dias antes da infecção, o estoque bacteriano mantido em um freezer com 
temperatura de -80°C em meio milk com 10% de glicerol foi plaqueado em ágar com 5% de 
sangue de carneiro desfibrinado (Plastlabor, Rio de Janeiro, Brasil) para realização da 
ativação bacteriana. No dia seguinte, foi feito um repique para permitir o crescimento do 
microrganismo por 18h a 37°C em outras duas placas de ágar sangue. Para a preparação do 
inóculo, o tapete bacteriano foi coletado com auxílio de alça bacteriológica e transferido para 
um tubo de 15 mL contendo 5ml de PBS 1X (Gibco, Life Tecnologies, Reino Unido).  

Após essa etapa, separamos 1mL do inóculo e de solução padrão (PBS 1X) para 
quantificar, por espectrofotometria, a densidade óptica do inóculo e do PBS 1X (branco) 
utilizando o comprimento de onda de 600nm. A padronização do inóculo foi feita por meio 
de experimentos realizados anteriormente no laboratório, com os quais estabelecemos uma 
leitura de densidade óptica (DO) de 1,6 (in vivo) ou 1,8 (ex vivo) para alcançarmos um valor 
de Multiplicidade de Infecção (MOI) desejado de 1:100 (in vivo) ou 1:10.000 (ex vivo), que 
se refere à relação entre quantidade de células e bactérias. Ao final, realizamos o 
plaqueamento de 20 µL do inóculo nas diluições de 10-5, 10-6 e 10-7 e contamos as unidades 
formadoras de colônia (UFC) 24h depois para quantificar o valor da concentração do inóculo 
e a respectiva MOI dos experiementos. 

4.4 Infecção por S. pneumoniae 

No sexto dia, após o protocolo agudo de inalação de fumaça de cigarro, anestesiamos os 
camundongos dos grupos CS e AR com Fenobarbital sódico (2,0mg/kg). Após a certificação 
de que o animal não apresentava mais reflexos, fizemos uma pequena incisão na região do 
pescoço para que fosse possível alcançar a traqueia e introduzir o inóculo bacteriano na 
concentração de 5x106-1x107 diluído em 50L de PBS 1X estéril, com o auxílio de uma 
seringa de 1ml. Ao final, o corte foi fechado com um ou dois pontos de sutura, acompanhado 
da adição de lidocaína na região para evitar que o animal sentisse dor. 

4.5 Avaliação do percentual de sobrevivência, temperatura, escore clínico e perda 
de peso corporal  

Durante o período da infecção (d0, d1, d2, d3), analisamos o percentual de sobrevivência, 
a temperatura corporal, score clínico e a perda de peso corporal de camundongos WT, Axl-/- 
e MerTk-/-, dos grupos CS e AR que foram infectados. 

O parâmetro de sobrevivência teve como base a comparação entre o número inicial de 
camundongos utilizados para cada um dos grupos estabelecidos e o número de animais vivos 
nos dias 0, 1, 2 e 3 após a infecção. Para determinar a temperatura, utilizamos um termômetro 
infravermelho (G.Tech, Microlife Corporation, Taiwan) para captar a temperatura retal dos 
camundongos. Na avaliação do escore clínico, observamos o padrão comportamental em 
cada animal e adotamos uma pontuação para cada parâmetro a ser avaliado, onde foi atribuído 
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para piloereção, postura curvada, olhos parcialmente fechados, respiração difícil, redução 
dos movimentos e movimentos apenas na provocação a pontuação 1 ponto e para ausência 
do movimento na provocação a pontuação 2. Contabilizamos o score clínico ao longo de 
todos os dias de infecção. O resultado foi obtido a partir do somatório dos pontos de cada 
grupo. Acompanhamos o peso corporal por meio da pesagem individual dos animais e 
utilizamos a seguinte fórmula para calcular a porcentagem de perda de peso corporal: X= ௣௘௦௢ ௢௕௦௘௥௩௔ௗ௢ ௑ 100௠௔௦௦௔ ௜௡௜௖௜௔௟ (ௗ0) , onde x é a variação de peso corporal de acordo com o dia da 

pesagem (d0, d1, d2 e d3) 

Expressamos os resultados obtidos a partir da conta matemática como um valor 
percentual da variação entre o peso inicial e o peso mensurado durante os dias de pós-
infecção. 

4.6 Obtenção das células totais das vias aéreas do fluido do lavado broncoalveolar 
(BALF) 
Para investigar todos os parâmetros requeridos, duas abordagens de experimentação: in 

vivo e ex vivo foram estabelecidas. Os camundongos submetidos ao primeiro protocolo (n 
número de camundongos por grupo=6) foram expostos à fumaça de cigarro durante 5 dias, 
infectados por S. pneumoniae no 6° dia e coletamos as amostras no 8° dia de experimento. 
Já em relação ao método ex vivo (número de camundongos por grupo=3), nós expusemos os 
animais à fumaça de cigarro e no 6° dia realizamos a análise (Figura 12). Além disso, para 
o modelo in vivo estabelecemos grupos controles, ou seja, animais WT, Axl-/- e MerTk-/- 

expostos ao ar ambiente e infectados.  

 

Figura 12: Esquema da cronologia estabelecida para a realização dos experimentos in vivo e ex vivo. 
Camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/- foram expostos ao ar atmosférico (AR) ou à CS durante os 5 primeiros dias 
do experimento. No 6°dia ocorreu a eutanásia para a realização das análises ex vivo (seta pontilhada) ou a 
infecção com S. pneumoniae dos animais da experimentação in vivo. No 8° dia ocorreu a eutanásia dos animais 
infectados. 
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Realizamos a coleta das células totais das vias aéreas dos camundongos WT, Axl-/- e 
MerTk-/- dos modelos in vivo e ex vivo.  Iniciamos esse processo administrando Fenobarbital 
sódico (2,0mg/kg) via intraperitoneal (i.p.) nos camundongos. Em seguida, os animais foram 
dispostos na mesa cirúrgica e exsanguinados por meio de uma incisão na veia cava inferior. 
A partir de um corte na região do pescoço, foi possível acessar a traqueia e, depois de 
desvincular os pulmões dos ossos que formam as costelas fizemos o lavado broncoalveolar 
(BAL) 5 vezes em cada camundongo através da injeção de 1 ml PBS 1X estéril gelado na 
traqueia com o auxílio de uma seringa de 1 ml, seguido da recuperação desses fluidos do 
BAL. Para os experimentos ex vivo, depositamos os BALFs de camundongos pertencentes 
ao mesmo grupo em tubos de 50 ml, formando um pool de células obtidas das vias aéreas e 
centrifugamos essa suspensão celular (1500 rpm por 5 minutos a 4°C). Os fluidos dos 
primeiros BALFs foram reservados e destinados para dosagem indireta de óxido nítrico, 
análise de turbidez e, em seguida, congelados a -80°C para posterior análise da concentração 
de proteínas totais e de citocinas. Nos experimentos in vivo, os BALFs de cada animal foram 
isolados individualmente e as células foram imediatamente marcadas com anticorpos 
conjugados a fluorocromos para avaliação por citometria de fluxo. 

Durante o processamento dos BALFs, quando necessário, adicionamos o tampão de lise 
de hemácias (ACK – ammonium chloride potassium – 135 mM de NH4Cl, 10 mM de 
KHCO3 e 1 mM de EDTA) de acordo com a quantidade de sangue presente no pellet das 
amostras. Inativamos o ACK a partir da adição do meio Roswell Park Memorial Institute 
1640 (RPMI) completo (Gibco, Invotrogen Corporation, USA) e suplementado com 10% de 
soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Invotrogen Corporation, USA) e realizamos mais uma 
centrifugação (1500 rpm a 5 minutos). Nos experimentos ex vivo, todas as etapas 
mencionadas anteriormente para coletar os as células das vias aéreas foram efetuadas dentro 
de capelas de fluxo laminar para assegurar a esterilidade das amostras. Esse protocolo tem 
como base o método apresentado por Rhen e colaboradores (Rehn et al., 1992). 

4.7 Infecção ex vivo de células das vias aéreas com S. pneumoniae e ensaios funcionais 

Após o término do protocolo de exposição aguda à fumaça de cigarro, foi realizado BAL 
nos camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/- para obtenção de células totais das vias aéreas. A 
suspensão de células coletadas foi disposta em um pool por grupo de animais e foi contada 
com o auxílio da câmara de Neubauer, utilizando a diluição de 1:10. Plaqueamos as células 
totais das vias aéreas na concentração de 1x105 células em placa de 96 poços própria para 
cultura (Costar 3599, Corning Incorporated, NY, USA) com meio RPMI suplementado com 
10% de SFB e com antibiótico (gentamicina) em um volume final de 200 µl. 

Deixamos as células aderirem por 1:30h na placa de 96 poços dentro da estufa à 37°C e 
5% de CO2 e, após esse período, lavamos os poços com PBS 1X para remover as células não 
aderentes, ou seja, não são macrófagos. Em seguida, prosseguimos com a infecção e com os 
ensaios funcionais de fagocitose e killing bacteriano. Posteriormente, iniciamos a infecção 
das células com o inóculo de S. pneumoniae (MOI de 1:10.000), que foi feita a partir de uma 



22 

 

solução bacteriana preparada previamente (Item 4.4), na qual adicionamos meio RPMI sem 
gentamicina para infectar as células previamente plaqueadas. Após a adição da bactéria, a 
placa foi centrifugada por 10 minutos a 1500 rpm para otimizar o contato da bactéria com as 
células e, em seguida, foi colocada na estufa a 37°C com 5% de CO2 durante 2:30h. Depois 
desse período, cada poço foi submetido a 3 lavagens com PBS 1X, seguida de uma incubação 
de meia hora em meio RPMI com gentamicina para remover as bactérias que eventualmente 
não foram internalizadas pelos macrófagos.  

A partir desta etapa, começamos os ensaios funcionais de fagocitose e killing bacteriano. 
No ensaio de fagocitose, realizamos uma lavagem após o período de incubação das células 
com meio RPMI IM com gentamicina, seguida de lise das células plaqueadas e infectadas 
utilizando 100 µL de água destilada gelada por poço. Posteriormente, colocamos a placa na 
estufa por 3 minutos, homogeneizamos bem os poços para garantir a lise dos macrófagos e 
plaqueamos 20 µL desse lisado em três diluições diferentes (1:10, 1:100 e 1:1000) em placas 
de ágar sangue. Vinte e quatro horas depois, nós realizamos a quantificação das bactérias 
intracelulares viáveis pela contagem das UFCs. No ensaio de killing os mesmos processos 
foram executados com exceção de uma etapa anterior à lise dos macrófagos, onde os mesmos 
foram incubados com RPMI IM com vancomicina, que permeia o citoplasma das células sem 
entrar nos fagossomos que detêm as bactérias (protocolo adaptado de Subramanian et al., 
2022). 

4.8 Dosagem de óxido nítrico 

Executamos o Ensaio de Griess (Ding et al., 1988)  para avaliar os níveis de óxido nítrico 
(NO). Essa técnica foi feita de maneira indireta, ou seja, por meio da quantificação de nitritos 
(NO2) nos sobrenadantes obtidos a partir dos fluidos dos primeiros BALs de camundongos 
WT, Axl-/- e MerTk-/- previamente expostos à fumaça de cigarro e infectados.  

Em uma placa de 96 poços (Greier bio-one) foram dispostos 50 µL de cada amostra nos 
poços. Fizemos a curva em duplicata, a partir de uma diluição de uma solução de NO2 a1M 
para 100 M, que foi considerada o pico da curva. A partir dela foram realizadas diluições 
seriadas para obtenção dos outros pontos da curva com menor diluição. Ao final do ensaio, 
todos os poços receberam 50 µL da mistura na proporção de 1:1 dos reagentes de Griess 
(0,1% dihidrocloretonaftiletilenodiamina, 1% sulfanilamida e 2,5% de ácido fosfórico; 
Sigma), inclusive aqueles estabelecidos como “branco”. 

Posteriormente, a densidade óptica das amostras foi lida à 540 nm em espectrofotômetro 
de placa (Spectramax, M5, Molecular Devices). Para determinar a concentração de nitritos, 
fizemos uma comparação com os resultados obtidos a partir da leitura com uma curva padrão 
de nitrito de sódio (NaNO2).  
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4.9 Análise e caracterização das células dos BALFs por citometria de fluxo 

Quantificamos e caracterizamos as células totais presentes nas amostras de BALF dos 
camundongos WT, Axl-/-, e MerTk-/- submetidos ao modelo de experimentação in vivo e ex 
vivo. Para isso, células totais das vias aéras foram, após isolamento, incubadas com10 μL de 
Fc Block (BD- Biosciences, diluição de 1:400) por 10 minutos à 4°C ao abrigo da luz.  

Em seguida, incubamos as amostras dos experimentos in vivo (camundongos infectados 
previamente expostos à fumaça de cigarro) com 15 µL do coquetel dos seguintes anticorpos 
conjugados a fluorocromos: PE-anti-SiglecF (BD Biosciences), PE-Cy7-anti-F4/80 
(Biolegend), PerCP-Cy5.5-anti-CD11b (BD Biosciences), APC-anti-CD11c (BioLegend), 
APC-Cy7-anti-Ly6C (BD Pharmingen) e FITC-anti-Ly6G (BD Pharmingen). Para as 
amostras adquiridas durante os experimentos ex vivo, realizamos o mesmo protocolo de 
marcação com anticorpos conjugados a fluorocromos, contudo, para caracterizarmos o perfil 
de ativação de macrófagos presentes nas amostras, adicionamos os seguintes anticorpos 
conjugados a fluorocromos: Alexa Fluor 647-anti-CD206 (BD Pharmingen), BV421-anti-
MHCII (BD Horizon).                                                                   

Figura 13: Esquema da estratégia de gate dos experimentos in vivo e ex vivo. Amostras dos BALs de 
camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/- foram submetidas à diferentes estratégias de gate a depender do modelo de 
experimentação in vivo (roxo) ou ex vivo (verde). A cor azul representa a estratégia compartilhada entre os dois 
modelos. 

Após a incubação com o coquetel de anticorpos, fizemos um ciclo de lavagem das 
amostras com 1 ml de Tampão de FACS (solução salina com 0,5% BSA (Sigma), 5 mM 
EDTA (Sigma) e 3% SFB) e prosseguimos com a utilização de paraformaldeído (PFA) 2% 
para fixar as células. As amostras foram adquiridas no citômetro LSRF-Fortessa (BD 
Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Ao final, as análises foram realizadas a partir de um 
software específico, o FlowJo (TreeStar, Ashland, OR). 

4.10 Dosagem de proteínas 

Realizamos a dosagem de proteínas a partir do sobrenadante do fluido do primeiro BAL 
de camundongos WT, Axl-/-, e MerTk-/- que foram anteriormente expostos à fumaça de 
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cigarro e infectados. Para isso, utilizamos o kit de ensaio de proteínas Micro BCA Protein 
Assay Kit (Thermo Scientific) de acordo com as orientações do fabricante. Primeiro 
depositamos as amostras em uma placa de 96 poços, adicionamos o reagente presente no kit 
em cada uma delas e deixamos incubar ao abrigo da luz à 37°C por aproximadamente 2 
minutos. Determinamos a absorbância para a leitura das amostras utilizando o comprimento 
de onda de 562nm em espectrofotômetro de placa. 

4.11 Dosagem de citocinas 

Os sobrenadantes recuperados do fluido do primeiro BAL de camundongos WT, Axl-/-, e 
MerTk-/- da experimentação in vivo foram utilizados para a realização da dosagem das 
citocinas IL-1β, KC (CXCL1), IL-10, TNF e IL-6 por meio do ensaio de ELISA (Enzyme 
Linked Immuno Sorbent Assay) do tipo sanduíche de acordo com as diretrizes dos fabricantes 
(RD Systems, Minnepolis, MN; Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, Viena, Austria).  

Dividimos o protocolo desse ensaio em três dias. No primeiro deles, a placa de 96 poços 
própria para a técnica de ELISA (EIA/RIA) (Costar 3590, Corning Incorporated, NY, USA) 
foi sensibilizada com anticorpo captura por meio de uma incubação overnight. Durante o 
segundo dia realizamos sucessivas etapas de lavagem dos poços para remover o excesso de 
anticorpos de captura e evitar ligações inespecíficas. Além disso, fizemos a curva-padrão da 
proteína a ser dosada com o anticorpo recombinante, seguida da adição da amostra e da curva 
padrão. Vinte e quatro horas depois, colocamos 50 µL do anticorpo de detecção biotinilado 
em cada poço, seguido da adição da enzima peroxidase conjugada à estreptavidina e seu 
substrato cromogénico, a Tetrametilbenzidina (TMB) (eBiosciences, San Diego, CA) para 
que a reação iniciada seja acompanhada. Com uma comparação realizada a partir da curva, 
adicionamos ácido sulfúrico (H2SO4) para interromper a reação.  

A leitura foi feita em um espectrofotômetro de placa (Spectramax, M5, Molecular 
Devices) no comprimento de onda de 450nm. 

4.12 Análise estatística 

Utilizamos o programa GraphPad Prism para a análise estatística do estudo.  Foi aplicado 
o teste T de Student não pareado para amostras independentes para a comparação entre dois 
grupos. A análise de variância one-way ANOVA foi realizada para comparação de mais de 
dois grupos ou tratamentos, seguida da remoção de outliers e pós-teste de Tukey. Diferenças 
com um valor de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) e p<0,0001 (****) foram 

consideradas significativas.  
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5. RESULTADOS 

5.1 Exposição aguda à fumaça de cigarro aumenta da suscetibilidade à infecção por S. 
pneumoniae em camundongos MerTk-/- 

Durante o intervalo 0-3 dias a partir da infecção, avaliamos o percentual de sobrevivência, 
a perda de peso e temperatura corporal, e realizamos o score clínico de camundongos WT, 
Axl-/-, e MerTk-/- infectados com S. pneumoniae dos grupos CS (CSSp-WT, CSSp-Axl-/-e 
CSSp-MerTk-/-) ou AR (ARSp-WT, ARSp-Axl-/-e ARSp-MerTk-/-). Nós observamos que os 
camundongos MerTk-/- expostos à fumaça de cigarro apresentaram uma redução de mais de 
50% na taxa de sobrevivência quando comparados com os demais grupos submetidos ao 
mesmo protocolo (Figura 14A-14B). Todos os grupos infectados com a bactéria 
demostraram uma diminuição do peso corporal inicial, sendo mais acentuada no grupo CSSp-
MerTk-/- (Figura 14C-E). A temperatura corporal dos grupos avaliados apresentou diferentes 
padrões durante o período descrito, enquanto camundongos CSSp-MerTk-/- tiveram um 
aumento em relação ao seu controle, o grupo CSSp-WT obteve uma diminuição em relação 
ao grupo ARSP-WT e os grupos de camundongos Axl-/- não apresentaram variações 
significativas entre si (Figura 14F). Além disso, por meio do escore clínico estabelecido para 
se avaliar a sintomatologia ocasionada pela infecção bacteriana, verificamos que os grupos 
CSSp-WT, CSSp-Axl-/- e CSSp-MerTk-/- obtiveram maior pontuação de severidade se 
comparado aos seus controles, ARSp-WT, ARSp-Axl-/- e ARSp-MerTk-/- respectivamente, ou 
seja, os grupos previamente expostos à fumaça de cigarro apresentaram mais complicações 
derivadas da infecção bacteriana. Dentre os grupos CSSp, as linhagens de camundongos WT 
e MerTk-/- apresentaram maior escore clínico se comparadas com a linhagem Axl-/- (Figura 
14G). Dessa maneira, com uma avaliação conjunta de todos os parâmetros, nossos dados 
sugerem que os animais pertencentes ao grupo CSSp-MerTk-/- são mais propensos ao 
agravamento da pneumonia do que os demais grupos nas mesmas situações (CSSp-WT e 
CSSp-Axl-/-).  
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Figura 14: Avaliação do percentual de sobrevivência, da perda de peso e temperatura corporal e do score 
clínico durante o período de pós-infecção. Todos os grupos estabelecidos, ou seja, camundongos WT, Axl-/- e 
MerTk-/- expostos ao AR ou à CS foram monitorados nos dias 0, 1, 2 e 3 pós-infecção. Os camundongos foram 
avaliados em relação ao seu percentual de sobrevivência (A, B), perda de peso corporal (C, D, E), temperatura 
corporal (F) e score clínico (G). Os dados representam três experimentos independentes com resultados 
semelhantes. WT: camundongos selvagens 

5.2 A fumaça de cigarro altera a permeabilidade do epitélio das vias aéreas em animais 
WT e MerTk-/- e aumenta a carga bacteriana em camundongos MerTk-/- 

     No terceiro dia após a infecção, realizamos a eutanásia dos animais WT, Axl-/- e MerTk-/- 

pertencentes ao grupo AR ou CS e recuperamos os fluidos dos lavados broncoalveolares para 
possibilitar a avaliação dos efeitos desses desafios. Para isso, avaliamos a turbidez, a 
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produção de nitritos, a concentração de proteínas totais presentes e contabilizamos as 
unidades formadoras de colônia (UFC) nos BALFs.  

     Observamos uma elevada turbidez nos BALFs dos animais WT expostos ou não à fumaça 
de cigarro (ARSp-WT e CSSp-WT; Figura 15A). No entanto, apenas o grupo CSSp-MerTk-

/- apresentou aumento na turbidez se comparados aos seus controles, ARSp-MerTk-/- (Figura 
15A). Em relação às proteínas, apenas os BALFs de WT expostos à fumaça de cigarro (CSSp-
WT) apresentaram elevados níveis de proteínas totais em relação aos demais grupos CS 
(CSSp-Axl-/- e CSSp-MerTk-/-; Figura15C). A produção de nitritos foi mais expressiva nos 
animais CSSp-Axl-/- em relação ao seu controle ARSp e aos camundongos CSSp-WT e CSSp-
MerTk-/- (Figura 15B). Além disso, apenas o grupo CSSp-MerTk-/- apresentou maior carga 
bacteriana se comparado ao seu respectivo controle (ArSp-MerTk-/-) e ao grupo CSSp-Axl-/-

. Assim, nossos dados sugerem que a elevada concentração de nitritos nos BALFs de 
camundongos do grupo CSSp-Axl-/- pode ter um efeito antimicrobiano que reflete em uma 
menor cara microbiana e sobrevivência nesse grupo, enquanto a maior turbidez encontrada 
no grupo CSSP-MerTk-/-pode sugerir maior permeabilidade tecidual e consequente maior 
suscetibilidade à infecção e seus efeitos sistêmicos.  
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Figura 13: Análise da turbidez, produção de nitritos, concentração de proteínas totais e unidades 
formadoras de colônia (UFC) presentes nos BALFs após o protocolo agudo de exposição a fumaça de 
cigarro seguido de infecção bacteriana. No 3° dia pós-infecção, camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/- expostos 
ao AR ou à CS foram eutanasiados e submetidos a 5 lavados broncoalveolares. Com o material coletado foi 
feita a análise da turbidez (A), produção de nitritos (B), concentração de proteínas totais (C) e UFC (D). Os 
dados representam três experimentos independentes com resultados semelhantes. Diferenças significativas 
entre os grupos foram indicadas por **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 e foram analisadas por ANOVA 
seguido de pós-teste Tukey. WT: selvagens; BALF: fluidos dos lavados broncoalveolares. 

5.3 Prévia exposição à fumaça de cigarro induz remodelamento da dinâmica de 
populações de células imune na mucosa pulmonar de animais Axl-/- e MerTk-/- com 
pneumonia 

     Os BALFs também foram empregados para a quantificação e caracterização das 
populações de células do sistema imunológico presentes nas vias aéreas, mais 
especificamente de macrófagos alveolares residentes (AMs), macrófagos alveolares 
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derivados de monócitos (moAMs), macrófagos intersticiais derivados de monócitos (moIMs) 
e os neutrófilos. Tal análise foi feita utilizando citometria de fluxo a partir da marcação das 
amostras com anticorpos para permitir a distinção entre as populações de células. Para isso, 
utilizamos os anticorpos anti-SiglecF, anti-F4/80, anti-CD11b, anti-Ly6G e anti-Ly6C para 
caracterizar os AMs residentes (SiglecF+CD11c+CD11b-), moAMs 
(SiglecF+CD11c+CD11b+), IMs residentes (SiglecF-CD11c+/-CD11b+F4/80+Ly6C-), moIMs 
(SiglecF-CD11c+/-CD11b+F4/80+Ly6C+) e os neutrófilos (SiglecF-CD11c-CD11b+Ly6G+). 

     Ao avaliarmos a quantidade de células totais nos BALFs dos camundongos, constatamos 
um número elevado de células totais nos camundongos Axl-/- expostos à fumaça e infectados 
quando comparados com seu respectivo controle e com os camundongos WT e MerTk-/- que 
foram submetidos aos mesmos processos (Figura 16A). Além disso, encontramos uma 
menor quantidade de AMs residentes nos BALFs de todos os grupos de camundongos 
infectados com S.pneumoniae (CSSp) quando comparados aos seus grupos expostos ao AR 
que foram infectados com a bactéria (ARSp) (Figura 16B). No entanto, o grupo CSSp-Axl-

/- obteve um aumento de moAMs e neutrófilos, enquanto houve uma redução significativa 
dessas populações no grupo CSSp-MerTk-/- (Figura 16C e16E). Finalmente, não observamos 
nenhuma diferença no número de moIMs nos grupos avaliados (Figura 16D). Dessa maneira, 
o quadro de pneumonia estabelecido após a exposição à fumaça de cigarro induziu maior 
recrutamento de células fagocíticas e potencialmente microbicidas em animais Axl-/- e WT 
em relação aos MerTk-/- submetidos ao mesmo protocolo, o que poderia explicar a maior 
suscetibilidade à pneumonia pneumocócica neste grupo. 
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Figura 16: Quantificação e caracterização das populações de células dos BALFs após a exposição à 
fumaça de cigarro seguida pela infecção por S. pneumoniae. No 3° dia pós-infecção, células dos BALFs de 
camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/- expostos ao AR ou à CS foram contadas (A) e caracterizadas a partir da 
marcação com anticorpos conjugados a fluorocromos anti-SiglecF, anti-F4/80, anti-CD11b, anti-Ly6G e anti-
Ly6C para a identificação de (B) AMs residentes (SiglecF+CD11c+CD11b-), (C) moAMs 
(SiglecF+CD11c+CD11b+), (D) IMs derivados de monócitos (SiglecF-CD11c+/-CD11b+F4/80+Ly6C+), e (E) 
neutrófilos (SiglecF-CD11c CD11b+-Ly6G+) por citometria de fluxo. Os dados representam a junção dois 
experimentos independentes com resultados semelhantes. Diferenças significativas entre os grupos foram 
indicadas por *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 e foram analisadas por ANOVA seguido de pós-
teste Tukey. WT: selvagens; BALFs: fluidos dos lavados broncoalveolares; AMs: macrófagos alveolares; 
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moAMs: macrófagos alveolares derivados de monócitos; moIMs: macrófagos intersticiais derivados de 
monócitos; WT: selvagens. 

5.4 A exposição à fumaça de cigarro estimula a produção de IL-6 em camundongos      
Axl-/- e de IL-10 nos camundongos MerTk-/- infectados com S. pneumoniae 

     Avaliamos as citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α presentes nos BALFs pela técnica de 
ELISA do tipo sanduíche. Verificamos que BALFs de camundongos do grupo CSSp-Axl-/- 
apresentaram maiores concentrações das citocinas pró-inflamatórias IL-1β (Figura 17A) e 
IL-6 (Figura 17B) quando comparados com seu controle (ARSp-Axl-/-) e com os grupos 
CSSp-WT e CSSp-MerTk-/-. Por outro lado, os animais CSSp-MerTk-/- apresentaram níveis 
mais elevados da citocina regulatória IL-10 em seus BALFs em relação ao seu controle 
(ARSp-MerTk-/-) e aos grupos CSSp-WT e CSSp-Axl-/- (Figura 17D). Vale ressaltar que 
ainda observamos uma redução dos níveis de TNF no grupo CSSp-Axl-/- em relação ao seu 
grupo AR (Figura 17C). Juntamente com os resultados anteriores, esses dados sugerem que 
camundongos CSSp-Axl-/- apresentam um perfil celular e de citocinas mais pró- inflamatório 
se comparados aos animais CSSp-MerTk-/-.  
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Figura 17: Dosagem de citocinas IL-1β, IL-6, TNF e IL-10 a partir dos BALFs dos camundongos após a 
exposição à fumaça de cigarro e infecção bacteriana. Os primeiros fluidos de BALs obtidos no 3° dia pós-
infecção de camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/- expostos ao AR ou à CS foram utilizadas para a dosagem das 
citocinas IL-1β (A), IL-6 (B), TNF (C) e IL-10 (D). Os dados representam dois experimentos independentes 
com resultados semelhantes. Diferenças significativas entre os grupos foram indicadas por *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001, ****p<0,0001 e foram analisadas por ANOVA seguido de pós-teste Tukey. WT: selvagens; 
BALFs: fluidos dos lavados broncoalveolares. 

5.5 moAMs deficientes para os receptores Axl e MerTk possuem menor atividade 
fagocítica e killing 

          Para investigar o perfil fenotípico-funcional da subpopulação de moAMs, 
majoritariamente encontrada nos BALFs após inalação de fumaça de cigarro, nós 
plaqueamos as células dos BALFs e após 1:30h em cultura, removemos as células não 
aderentes. Consideramos as fracamente aderentes como moAMs. Inicialmente, avaliamos o 
perfil de ativação dos moAMs baseado na expressão de MHC-II (M1) e CD206 (M2). 
Observamos um percentual maior de moAMs expressando ambos, MHC-II e CD206 
(M1/M2) nos BALFs de camundongos CS-Axl-/- e CS-MerTk-/-, comparados aos CS-WT, 
que por sua vez, apresentam um percentual maior de moAMs MHC-II+ (M1) (Figura 18A). 

     Nós então, infectamos os moAMs in vitro com S. pneumoniae (MOI 1:10.000) para 
avaliar sua atividade fagocítica e microbicida. Verificamos que os moAMs deficientes para 
os receptores Axl ou MerTk apresentam uma menor internalização de bactérias, comparados 
aos moAMs derivados de WT (Figura 18B). Em contrapartida, observamos que o killing 
intracelular bacteriano não segue esse padrão, ou seja, macrófagos deficientes para os 
receptores da família TAM possem maior capacidade de killing em relação aos advindos de 
animais WT, com destaque para as células MerTk-/- (Figura 18C). Dessa forma, realizamos 
uma razão entre as médias da atividade fagocítica e de killing intracelular bacteriano de 
macrófagos WT, Axl-/- e MerTk-/- e notamos que, de acordo com as bactérias que são 
internalizadas, os macrófagos MerTk-/- apresentam menor killing(Figura 18D). 
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Figura 18: Análise das subpopulações presentes nos BALFs dos camundongos expostos à fumaça de 
cigarro e das unidades formadoras de colônias presentes nos lisados celulares (Sp intracel) e 
sobrenadantes (Sp extracel) dessas amostras submetidas aos ensaios funcionais.  Recuperamos 5 lavados 
broncoalveolares de camundongos WT, Axl-/- e MerTk-/-, plaqueamos 1x105 células/poço e prosseguimos com 
o desafio ex vivo com S. pneumoniae. Antes do ensaio, realizamos uma citometria para averiguar as 
subpopulações (A). Para avaliar os resultados, depositamos o lisado em placas de petri com ágar sangue e 
contamos a formação de UFCs. As amostras foram utilizadas para avaliarmos a atividade fagocítica (B), o 
killing bacteriano intracelular (C) e a razão entre ambos os parâmetros (D). Diferenças significativas entre os 
grupos foram indicadas por *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 e foram analisadas por ANOVA 
seguido de pós-teste Tukey. WT: selvagens; BALFs: fluidos dos lavados broncoalveolares. 
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6. DISCUSSÃO 

     Nossos dados sugerem que animais deficientes para o receptor MerTk apresentam maior 
suscetibilidade a pneumonia pneumocócica após exposição aguda à fumaça de cigarro. 
Apesar de não haver dados na literatura que descrevam o papel desse receptor no contexto 
descrito, AngeliKi Kaseros demonstrou que amostras de BALFs de indivíduos fumantes 
apresentam superexpressão do receptor MerTk nos macrófagos alveolares, visto que a 
exposição à fumaça de cigarro aumenta a demanda de remoção de células apoptóticas 
(Kazeros et al., 2008). Além disso, já se sabe que pneumonias estreptocócicas são muito 
comuns e graves em tabagistas, que apresentam um alto processo inflamatório que, em 
muitos casos, pode levar à morte (Stattin et al., 2024). Logo, a ausência do receptor MerTk 
pode ter um papel no desenvolvimento de danos teciduais e perda de função celulares devido 
à fumaça de cigarro, o que impacta diretamente o sistema imunológico da mucosa pulmonar, 
tornando esse sítio mais susceptível às infecções. 

     O recrutamento de moAMs (Aegerter et al., 2020) neutrófilos para as vias aéreas durante 
a pneumonia está relacionando com uma resolução da infecção (Garvy & Harmsen, 1996). 
Os dados apresentados no presente estudo apontam que o grupo CSSp-MerTk-/- apresentou 
um menor recrutamento de células, mais especificadamente, moAMs e neutrófilos quando 
comparados com os animais do grupo CSSp-Axl-/-. Isso pode estar relacionado com a maior 
susceptibilidade dos animais MerTk-/- à pneumonia pneumocócica, que se reflete na 
diminuição da sobrevivência e na elevada contagem de UFCs. 

   Durante o desenvolvimento da pneumonia, a citocina IL-10 foi associada com os 
prognósticos de doença severa (Dao* et al., 2023). Em nossos experimentos, relatamos uma 
alta concentração da citocina regulatória IL-10 nos animais CSSp-MerTk-/-.  Já camundongos 
do grupo CSSp-Axl -/- apresentaram elevados níveis de citocinas pró-inflamatórias, dentre 
elas, IL-6, que contribui para a defesa do hospedeiro em infecções por S. pneumoniae (van 
der Poll et al., 1997). 

     De acordo com a literatura, a fumaça de cigarro acarreta diversos danos teciduais e perdas 
de função celular, dentre elas estão a diminuição da capacidade de fagocítica e, consequente, 
de killing bacteriano (Phipps et al., 2010) (Bewley et al., 2017). Observamos esse mesmo 
padrão, tendo em vista a redução de atividade fagocítica nos macrófagos Axl-/- e MerTk-/- em 
relação aos WT.  

      No entanto, nossos dados demonstram que macrófagos deficientes para o receptor MerTk 
apresentam maior killing quando comparados com animais WT. Esse fenômeno pode ser 
explicado a partir da razão entre atividade fagocítica e killing intracelular, sendo as células 
MerTk-/- com a menor razão, ou seja, apresentam menor fagocitose e killing. Apesar da 
contradição entre os dados, o killing desses macrófagos é elevado quando avaliado 
separadamente porque essas células internalizam menos bactérias. 
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 Em resumo, os receptores Axl e MerTk desempenham papéis importantes frente à 
inflamação e infecção, mas se diferem apesar de pertencerem à mesma classificação. Isso se 
reflete na resistência apresentada pelos camundongos do grupo CSSp-Axl-/-, com baixa UFC, 
elevado nível de recrutamento celular (moAMs e neutrófilos) e citocinas pró-inflamatórias. 
Em contrapartida, animais do grupo CSSp-MerTk-/- obtiveram altos índices de UFC, perda 
de integridade do epitélio pulmonar e baixo recrutamento de células.  Além disso, nos 
experimentos ex vivo observamos a redução das atividades fagocítica e de killing intracelular 
bacteriano de macrófagos derivados de monócitos Axl-/- e MerTk-/- recrutados após o 
estabelecimento dos efeitos da exposição à fumaça de cigarro, sendo os MerTk-/- mais 
prejudicados. Dessa maneira, nossos dados sugerem que a ausência do receptor MerTk 
acentua a susceptibilidade à pneumonia pneumocócica no contexto do tabagismo. 
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7. CONCLUSÃO  
Nossos dados sugerem que o receptor MerTk é importante para a fagocitose e 

o killing bacteriano em subpopulações de macrófagos. Além disso, esse receptor regula a 
liberação de citocinas pró-inflamatórias e regulatórias, bem como o recrutamento de células 
fagocíticas, processos que, em conjunto, podem contribuir para o controle da infecção 
pulmonar por S. pneumoniae em camundongos previamente expostos à fumaça de cigarro. 
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