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Sumario:

O macrofago € uma importante célula do sistema imunitario, proveniente da linhagem
mieloide do sistema hematopoiético, tendo como percursor 0 mondécito. Tem capacidade
fagocitica estando envolvida na eliminacdo de células/particulas estranhas ao
organismo. Esta célula encontra-se largamente distribuida pelo organismo, tomando
diferentes designacdes de acordo com o local que ocupa, podendo apresentar diferentes
fenotipos, dependentes da sua via de ativacdo, resultando em diferentes propriedades. O
macrofago tem um importante papel na patogénese de algumas doencas, podendo ser
estimulador ou inibidor da patologia. A presente revisdo pretende fazer uma abordagem
sobre as propriedades e funcOes relacionadas com este importante tipo celular, bem

como sobre o seu papel em diferentes patologias.

Abstract:

Macrophages are important cells of the immune system, resulting from the myeloid
lineage of the hematopoietic system, having monocytes as precursors. Macrophages
show phagocytic capacity and are involved in eliminating foreign cells/particles. These
cells are widely distributed throughout the body, having different designations
according to the body site occupied. Macrophages may present different phenotypes,
dependent upon its activation pathway, resulting in different properties. Macrophages
have an important role in pathogenesis and may have either a stimulatory or inhibitory
role in pathology. This revision aims to address some characteristics and functions of
this important cell type, as well as its role in different pathologies.
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Introducéo

O macrofago € uma importante célula do sistema imunologico que participa na
imunidade inata e condiciona a adaptativa, através da fagocitose de particulas estranhas
ao hospedeiro, da sua funcdo de apresentacdo de antigénios, da sua a¢do microbicida
(Elomaa et al., 1998) e da sua capacidade de produzir mediadores que interferem na
funcdo imunoldgica (de la Torre et al., 2008). E uma célula que tem associadas
propriedades como a mobilidade, a promocdo da citotoxicidade (Geissmann et al.,
2010) e a elevada capacidade biossintética (Appelberg, 2005), permitindo a secrecdo de
uma vasta gama de citocinas (pequenas proteinas secretadas que promovem a
comunicacdo célula-célula e podem atuar sobre o seu crescimento e diferenciagdo
(Geissmann et al., 2010)), fatores de crescimento, lisozimas, proteases, componentes do
complemento, fatores de coagulacdo e prostaglandinas (Woods et al., 2000). Desde a
descoberta da sua finalidade na segunda metade do século XIX, o papel destas células
tem-se vindo a revelar (Metchnikoff, 1989).

Os macrofagos sdo células hematopoiéticas fagociticas proveniente da medula dssea,
através da linhagem mieloide/fagocitica mononuclear, tendo como percursores 0s
monacitos que circulam temporariamente na corrente sanguinea e que migram depois
para os tecidos, onde se diferenciam (Appelberg, 2005). Apesar de muitas vezes 0s
monocitos e 0os macrdéfagos serem considerados como um unico tipo celular devido as
suas muitas semelhancas, estas apresentam também diferencas das quais se destacam a
poténcia da atividade fagocitica e o tamanho, tendo o macréfago, relativamente ao
monacito, uma proporcao maior e uma atividade fagocitica mais elevada, dependente do

seu fenotipo (Pacheco e Cardoso, 2012).

Os macrdfagos sao importantes para assegurar um normal funcionamento do hospedeiro
através do controlo dos processos inflamatérios (podendo inibi-los ou promové-los), do
desenvolvimento de tecidos e da sua cicatrizacdo, bem como da morfogénese 6ssea (de
la Torre et al., 2008; Epelman et al., 2014). Todas as a¢cOes desempenhadas pelos
macrofagos encontram-se dependentes de sinais especificos, tais como condigdes de

hipoxia, certos lipidos e citocinas (Woods et al., 2000).

Apesar da sua importancia, a acdo dos macrofagos pode ter também um importante
impacto no agravamento de certas patologias uma vez que alguns fenétipos promovem a

angiogénese (importante no desenvolvimento de tumores) e a geragéo de tecido adiposo
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(relacionada com a obesidade) podendo, no entanto, ter também uma acéo anti-tumoral
(Pollard, 2004; Obeid et al., 2010).

Os macrdfagos podem ser encontrados numa grande variedade de organismos,incluindo
organismos multicelulares mais primitivos (Pacheco e Cardoso, 2012) e encontram-se
amplamente distribuidos por quase todos os tecidos do organismo, estando presentes,
nomeadamente, na medula dssea, no sangue, nos tecidos linfoides, no figado e nos
pulmdes, adquirindo diferentes particularidades dependentes do microambiente
tecidular onde se encontram (Zellforsch et al., 2012). Consoante os tecidos que ocupam
podem tomar diferentes designagOes (tabela 1) (Obeid et al., 2010). A sua migracao
para os tecidos pode ser aumentada por estimulos inflamatorios, especialmente das
quimiocinas geradas localmente por mecanismos humorais e celulares (Taylor et al.,
2005; Shi e Pamer, 2011; Koppensteiner et al., 2012).

Tabela 1- Exemplos de macrofagos tecidulares e suas diversas designacdes (tabela
adaptada de(Obeid et al., 2010)

Compartimento Designacao
Pulmdes Macréfagos alveolares
Figado Células de Kupffer
Rins Células Mesenquiais
Sistema Nervoso Células Microgliais
Tecido conjuntivo Histidcitos

A funcdo dos macrofagos esta adaptada aos tecidos onde reside. Assim, as células de
Kupffer presentes no figado contribuem para a regeneracdo hepatica apos lesdo,
enquanto que as células de Langerhans na pele sdo células sentinela importantes
mediando a vigilancia imunoldgica. Os osteoclastos mediam a morfogénese 0ssea, a
microglia presente no cérebro apoia o desenvolvimento e a manutencdo de redes
neuronais (Kedzierska e Crowe, 2014) e os macrofagos intestinais (6rgdo que constitui
0 maior reservatorio destas células no organismo humano) sdo essenciais para a
manutencdo da mucosa, para a sua homeostasia face ao microbiota, para a renovacao
epitelial. Os macrofagos intestinais s&o também importantes componentes da imunidade
protetora, encontrando-se envolvidos na patologia da doenca inflamatdria do intestino,

quando a sua funcdo estd comprometida (Bain e Mowat, 2014).
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O tempo de vida desta célula € muito variavel, dependendo das suas funcdes
imunoldgicas e da sua localizagdo no tecido (Shi e Pamer, 2011), tendo os macréfagos
inflamatorios, uma duracdo mais reduzida de apenas alguns dias, enquanto, 0s
macrofagos alveolares e as células da microglia, podem apresentar uma duracdo que
pode atingir anos (Koppensteiner et al., 2012). O objetivo desta tese de dissertacao é
realizar uma revisdo bibliogréfica relativa aos principais aspetos da origem, diversidade
e biologia dos macrdfagos. Serdo igualmente consideradas a grande diversidade de
funcBes que este fagdcito apresenta no sistema imunitario e a sua relacdo com algumas

doencas das mais diversas etiologias.

Esta revisao foi alvo de grande motivacdo, uma vez que é relativa a uma importante
célula do sistema imunitario que contribui para o perfeito funcionamento deste sistema.
Para desenvolvimento desta revisdo foi necessario realizar uma recolha exaustiva de
dados provenientes, principalmente, de artigos cientificos e livros que incidem sobre a

tematica descrita, utilizando fontes fidedignas e mais recentes.
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Pressupostos Historicos

Os macrdfagos comecaram a ser descritos na segunda metade do seculo XIX, quando
Elie Metchnikoff, um zoologista de nacionalidade russa (Pacheco, 2012), constatou
durante as suas observacOes a larvas de estrelas-do-mar, que estas continham umas
células que apresentavam um importante papel na luta contra microrganismos que as
invadissem (Appelberg, 2005; Pacheco, 2012).

As células que Metchnikoff observou eram dotadas de capacidade de ingestdo de
particulas, nomeadamente infecciosas, tendo-as entdo denominado de microfagos e

macrofagos, de acordo com o seu tamanho (Pacheco, 2012).

Com estas observagdes Metchnikoff formulou uma nova teoria, baseada na capacidade
dos macrofagos ingerirem particulas estranhas, mecanismo denominado de fagocitose.
A sua teoria, batizada de teoria celular da imunidade, foi comprovada quando introduziu
numa das suas larvas um espinho de roseira, verificando que ap0s esta invasdo o

espinho ficou rodeado por macrofagos (Pacheco, 2012).

Na Figura 1, que representa Metchnickoff e os desenhos que este realizou para
descrever as suas observacOes, podemos ver macrofagos rodeados por patogénios e
também patogénios no interior dos macrdéfagos. Estas observagdes permitiram-lhe
deduzir que os macréfagos tinham algum papel no sistema imune e que estes

participavam ativamente na eliminacdo de particulas estranhas ao hospedeiro.

Metchnikoff verificou ainda que estas células fagociticas se encontravam distribuidas no
sistema circulatério e linfatico e tinham a capacidade de migrarem para locais de
inflamacdo, podendo também se encontrar fixas num local (Metchnikoff, 1989;
Appelberg, 2005).
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Figura 1-Metchickoff e os seus desenhos (figura adaptada de (Kaufmann, 2008))

Apesar de inicialmente esta teoria ter criado controvérsia por parte da comunidade
cientifica, mais tarde foi aceite juntamente com a teoria humoral da imunidade, que
tinha sido formulada anos antes por Paul Ehrlich e que era a teoria aceite nesse periodo
(Pacheco, 2012). Ambas as teorias acabavam por se complementar (Metchnikoff, 1989;
Kaufmann, 2008).

Células fagociticas

Atualmente consideram-se quatro tipos de células fagociticas, os mondcitos, 0s
macrofagos, as células dendriticas e os neutrofilos. Todas removem as células mortas,
tecidos e particulas estranhas ao hospedeiro por sua incorporacdo e digestdo (Strauss,
2010; Pacheco e Cardoso, 2012).

Os neutrofilos encontram-se no sangue periférico, embora a maior parte (90%) esteja
em estreita relacdo com o revestimento endotelial dos vasos, podendo assim desta forma
migrar facilmente para o espaco extravascular, atravessando o endotélio sempre que seja
atraido por agentes quimicos gerados nos focos da inflamacédo (Strauss, 2010). Além da
sua funcdo fagocitica, possuem mecanismos antimicrobianos muito eficazes, mas séo
células de vida curta, sobrevivendo apenas algumas horas. Os mondcitos circulam
igualmente no sangue periférico, onde para além da fungéo fagocitica desempenham
importantes funcbes fisiologicas, das quais se destaca a sua capacidade de se
diferenciarem em macréfagos ou células dendriticas ao migrarem para 0s tecidos

(Appelberg, 2005; Cardoso, 2012). Quer os macrofagos, quer as células dendriticas sdo

5
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células de vida mais longa e desempenham a funcéo da apresentacdo de antigénio aos
linfocitos T, sendo designadas de células apresentadoras de antigénio (APC). A
atividade das células fagociticas € um fator primario dos mecanismos de defesa do
hospedeiro, sendo a acdo dos fagocitos controlada pelo sistema imunologico,
nomeadamente pelos linfocitos T, uma vez que, como referido acima, aqueles possuem
uma grande variedade de recetores a sua superficie, capazes de interagir com diferentes
ligandos (Schindl et al., 2006).

Hematopoiese

Os macrdéfagos sdo um importante componente do sistema reticuloendotelial e tém a sua
origem em 6rgdos hematopoiéticos, como o saco vitelino, a medula 6ssea e também o

bago. Apds o nascimento, a sua formac&o ocorre na medula dssea (Appelberg, 2005).

As células do sistema hematopoiético apresentam um tempo de vida relativamente
curto, sendo necessaria uma reposi¢do continua, garantida pelas células estaminais
hematopoiéticas (Appelberg, 2005). Estas tem a capacidade de se renovarem e de
originarem todos os tipos celulares, diferenciando-se num dado tipo celular quando
convenientemente estimuladas, sendo por isso também designadas de células estaminais
hematopoiéticas pluripotentes. Na medula 6ssea, o equilibrio entre a auto renovacdo e a

diferenciacéo celular tem de ser mantido (Domen et al., 2011).

As células estaminais hematopoiéticas ddo origem a células progenitoras multipotentes
antes de se diferenciarem e se subdividirem em células progenitoras mieloides e células
progenitoras linfoides (Domen et al., 2011). A diferenciacdo é orientada por uma vasta

rede de fatores de crescimento e citocinas (Rodtke et al., 2013).

As duas linhagens celulares especificas, a linfoide e a mieloide, ddo origem a células
linfoides e mieloides, respetivamente, ocorrendo em paralelo a sua diferenciacdo
(Douce et al., 2010; Domen et al., 2011).

Assim, os macrofagos e mondcitos derivam de um tipo de célula estaminal
hematopoietica (Domen et al., 2011), que da igualmente origem as células dendriticas,
sendo a sua diferenciagdo dependente de TNF-o ("tumor necrosis factor-alpha")
(Ryncarz e Anasetti, 1998; Geissmann et al., 2010; Ley et al., 2011) (Perdiguero e
Geissmann, 2013).
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O precursor linfoide pode dar origem as células B na prépria medula éssea, mas pode
também originar células T imaturas, que migram para o timo, onde vao ser sujeitas a um
processo de selecdo e maturacdo (Appelberg, 2005; Pacheco e Cardoso, 2012). O
precursor mieloide da origem a linhagem fagocitica-mononuclear, tendo como primeiro
tipo celular os monoblastos. A sua divisdo, com consequente diferenciacdo, origina
promondcitos e posteriormente mondcitos que sdo libertados para a corrente sanguinea,
onde circulam temporariamente até migrarem para os tecidos, diferenciando-se ai em
células dendriticas ou macréfagos, como se pode ver na figura 2 (Douce et al., 2010;
Rodtke et al., 2013). A diferenciacdo em mondcitos ocorre em resposta a citocinas
hematopoiéticas, tais como a IL-3 (interleucina-3), GM-CSF (“"granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor"), M-CSF ("macrophage colony-stimulating factor™), IL-1,
IL-6 e TNF-a entre outras (Rodtke et al., 2013). O fator de transcricdo mieloide (PU.1)
€ necessario para 0s primeiros passos de compromisso da linhagem mieloide das células
estaminais hematopoiéticas e a sua auséncia resulta em deficiéncia desta linhagem
(Douce et al., 2010; Geissmann et al., 2010; Bain e Mowat, 2014).

Auto 0
renovacao
¢ Linfocitario—
Progemtores o s 0 Linfécitos
‘ ’—P

Célula estaminal
Hematopoiética M|elc1c£e______) U Neutréfilo
O-@
w"a Macrofaao
o_" °: 2 Plaquetas
O _"... Eritrocitos

Figura 2-O macrdéfago e os seus percursores (figura adaptada de (King e Goodell, 2011))

Em algumas situagOes excecionais, a diferenciacdo ocorre quase exclusivamente durante
o desenvolvimento embrionario, como no caso dos macréfagos da microglia, que séo

diferenciados a partir do saco vitelino (Epelman et al., 2014)
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V. O Mondcito

O mondcito €, normalmente, a maior populacéo de células brancas do sangue periférico,
apresentando limites irregulares, com um nucleo igualmente irregular, muitas vezes
lobulado, podendo o seu citoplasma ser vacuolizado. Comparativamente ao macréfago
apresenta uma dimensdo mais reduzida e auséncia de expressdo de CCR2 ("C-C
chemokine receptor type 2") e L-seletinas, sendo contudo superior a expressdo de
recetores de quimiocinas e integrinas. Os monacitos séo libertados da médula 6ssea para
a corrente circulatoria e linfatica, quando estimulados por estimulos inflamatérios e

imunolégicos (Bain e Mowat, 2014).

Os monacitos sdo heterogéneos, podendo ser divididos em trés subtipos baseados nos
seus marcadores de superficie, especificamente os recetores CD14 e CD16 (Straus-
Ayeli et al., 2007). Cada subtipo exibe funcbes especificas, diferindo entre si
relativamente ao seu tamanho, trafego, expressdo de recetores imunes e capacidade de
se diferenciarem quando estimulados. Apresentam também um papel distinto na

fisiopatologia de determinadas doencas (Taylor et al., 2005; Shi e Pamer, 2011).

Assim, temos 0s mondcitos inflamatdrios classicos, com alta expressdo de CD14 e
baixa de CD16 (CD14++CD16-) que séo equipados por um conjunto de recetores TLR
e que expressam genes envolvidos na angiogénese, na cicatrizacdo de feridas, e na
coagulacdo (Hallam e Hagemann, 2012; Yang et al., 2014). Os mondcitos
inflamatdrios ndo classicos, também designados de pro-inflamatdrios, apresentam uma
expressao reduzida de CD14 e uma alta expressdo de CD16, que leva a que produzam
baixos nivel de IL-10 (Straus-Ayeli et al., 2007). Os mondcitos intermedios expressam
largamente ambos os recetores, tendo associada uma reduzida capacidade fagocitica,
uma vez que apresentam baixa expressdo de citocinas pro-inflamatoérias (Hallam e
Hagemann, 2012; Yang et al.,, 2014). Os subtipos inflamatorios sdo valiosos
biomarcadores para doencas inflamatdrias, onde se incluem as doencas cardiovasculares
(Hilgendorf e Swirski, 2012).

Durante a diapedese os monocitos associam-se a células endoteliais vasculares através
interacfes com ligandos especificos. Nos tecidos encontram diferentes ambientes que
levam a alteracdo da sua funcdo e promovem a sua posterior diferenciacdo em
macrofagos ou células dendriticas (Geissmann et al., 2010; Shi e Pamer, 2011),

dependendo dos estimulos a que esteja sujeito. De facto, os mondcitos sdo precursores
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hematopoiéticos bipotenciais, comprometidos com a linhagem de macrofagos e a de
células dendriticas, esta dependente da exposicdo aos fatores TNF-o e IL-4 (Ryncarz e
Anasetti, 1998; Geissmann et al., 2010). Os mondcitos sdo atraidos para os tecidos
inflamados por mediadores quimiotaticos, tais como produtos da histamina, do
complemento, leucotrienos, IP-10 (“Interferon-gamma-induced protein 10™), e MIP-1 e
2 ("macrophage-inflammatory protein-1 e 2"). A concentragdo destes fatores aumenta
durante a inflamacdo (Woods et al., 2000; Epelman et al., 2014). O M-CSF é
necessario para o processo de diferenciacdo em macrofagos e encontra-se igualmente
envolvido na regulacdo da sobrevivéncia, da proliferacdo e diferenciacdo de fagocitos

mononucleares (Gordon, 2003; Appelberg, 2005)

Quando o mondcito se converte em macrofago ocorrem algumas transformacdes que lhe
permitem assegurar importantes funcdes fisiol6gicas, aumentando a sua capacidade
fagocitica e antimicrobiana, devido ao macr6fago apresentar um maior ndmero de

lisossomas (Yang et al., 2014).

Manocirg ,— Lisossoma

Q 0

Nucleo LR

0 &Y L

" Fagossoma

Macréfago
_~Fagossoma

b
_Pseudopodes

Fagolisossoma *

Lisossoma

Fagossoma

Figura 3-Diferengas estruturais entre mondcitos e macréfagos (figura adaptada de (Herbein et al., 2010))
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VI.  Os Macréfagos

1. Estrutura intracelular

Os macrofagos apresentam uma forma varidvel, geralmente oval, com contornos
irregulares, nucleo numa posicdo descentrada e citoplasma abundante com grau de
vacuolizagdo variavel, dependente da formagdo de vesiculas de pinocitose ou
fagocitose. Podem apresentar pseuddpodes que resultam da emissdo de sistemas de
microtubulos, conferindo-lhes um movimento ameboide e permitindo-lhes direcionar o
seu movimento (Zellforsch et al., 2012). Como células fagociticas que sdo, apresentam
no seu citoplasma uma quantidade apropriada de lisossomas, facilmente identificaveis,
onde se acumulam numerosas enzimas hidroliticas como sejam as lipases, as nucleases
e as glicosilases, com atividade éptima a pH acidico, permitindo a digestdo de particulas
(Appelberg, 2005). Algumas enzimas permitem a producdo de espécies reativas de
oxigenio (ROS) e azoto (RNI), também com atividade antimicrobiana. O seu nucleo
pode-se apresentar uma forma ovalada ou irregular, sendo menos opaco quando
comparado com as células epiteliais. O ndmero de poros nucleares é limitado, e o
material filamentoso do nucleo apresenta muitas vezes densidade moderada na regido
central, ocasionando pequenos granulos (Pacheco e Cardoso, 2012; Zellforsch et al.,
2012). A estrutura dos macréfagos, bem como o seu perfil de citocinas secretadas,
enzimas e marcadores de superficie, apresenta ligeiras variacdes que dependem da
funcdo e estadio de maturacdo. Contém centriolos e complexos de Golgi, constituidos
por sacos achatados rodeados por inimeras vesiculas lisas revestidas e ndo revestidas,
de tamanho e densidade varidvel. Os ribossomas s&o numerosos, encontrando-se tanto
na sua forma livre, como associados a superficie do reticulo endoplasmatico rugoso. Em
menor numero, encontram-se as mitocondrias. O citoplasma contem ainda
microfilamentos com cerca de 8-10 nm de didmetro (Murray e Wynn, 2011; Zellforsch
et al.,, 2012). Os macrofagos sdo metabolicamente ativos, influenciando as funcgdes
locais e sistémicas pela secrecdo de uma grande diversidade de moléculas onde se

incluem as citocinas, quimiocinas e factores de crescimento (Taylor et al., 2005).

2. Recetores de superficie

Os recetores de superficie sdo importantes para a regulacdo de uma grande diversidade
de fungbes e atividades celulares, incluindo a diferenciacdo, o crescimento e a

sobrevivéncia celular, a adesdo, a migracdo, a fagocitose, a ativacdo e o
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desenvolvimento da citotoxicidade (Gordon, 2003; Taylor et al., 2005). As familias de
recetores apresentam diferentes afinidades para os respetivos ligandos e uma
diversidade muito ampla que lhes permite atuar até mesmo nos microambientes mais
especificos (Taylor et al., 2005; Londrigan et al., 2011; Sieweke e Allen, 2013).
Assim, existem recetores para reconhecimento de microrganismos, fatores de
coagulagdo, componentes da matriz extracelular, diversas proteinas de transporte,
fatores de crescimento, hormonas e citocinas, que conferem a capacidade de reconhecer
e responder a uma grande variedade de estimulos (Ezekowitz e Gordon, 2006;
Geissmann et al., 2010). A colaboracdo entre as diferentes familias de recetores

influencia a resposta macrofagica (Perdiguero e Geissmann, 2013).

O reconhecimento da-se quando o recetor reconhece um determinado estimulo, levando
a alteracdes na superficie celular de modo a promover a captacdo de uma particula, ou a
sinalizagéo e a expressédo de determinados genes. Este reconhecimento contribui para a
homeostase e defesa do hospedeiro, uma vez que vai resultar em processos como a
eliminacdo de ceélulas apoptéticas ou microrganismos, bem como a captacdo de
lipoproteinas modificadas, que contribuem para o processo inflamatério e para a
reparacdo associada a aterosclerose (Woods et al., 2000; Teo, 2003; Taylor et al.,
2005; Ezekowitz e Gordon, 2006; Geissmann et al., 2010).

Os macrofagos expressam uma ampla gama de PRR (“pattern-recognition receptors™)
que medeiam interacdes do tipo recetor-ligando com antigénios microbianos
(Appelberg, 2005; Taylor et al., 2005). Destes, muitos pertencem a familia de recetores
"Toll-like" (TLR).

Os recetores TLR sdo uma grande familia de recetores transmembranares, com cerca de
onze membros, distribuidos diferencialmente pela célula, encontrando-se envolvidos na
imunidade inata (Taylor et al., 2005). Sdo importantes para a deteccdo da invasdo de
agentes patogénicos microbianos e transducdo de sinais moleculares. O reconhecimento
via TLR promove a iniciacdo de vias de transducdo de sinal, que podem estar
envolvidas no desenvolvimento da imunidade adquirida e resposta inflamatéria (Takeda
e Akira, 2005). Os diferentes membros da familia TLR apresentam dominios
semelhantes as imunoglobulinas e desempenham papéis importantes no reconhecimento
de componentes microbianos especificos derivados de organismos patogénicos,
incluindo bactérias, fungos, protozoarios e virus (Peters et al., 2005). O recetor TLR2

reconhece uma grande variedade de componentes microbianos, onde se inclui o
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peptidoglicano, o TLR3 estd implicado no reconhecimento de dsRNA viral, enquanto
que o TLR4 reconhece LPS, o TLRS5 reconhece flagelina (componente dos flagelos
bacterianos), o recetor TLR6 dimeriza com o TLR2 e reconhece lipoproteinas, os TLR7
e TLR8 e estdo implicadas no reconhecimento de ssRNA viral, e 0 TLR9 ¢ essencial
para o reconhecimento de DNA (Takeda e Akira, 2005). Os recetores TLR1, TLR2 e
TLR4 a 6 sdo expressos na superficie da célula. Em contraste, os recetores TLR3,
TLR7, TLR8 e TLR9 sdo expressos em compartimentos intracelulares, tais como
endossomas (Figura 4) (Peters et al., 2005; Takeda e Akira, 2005). A estimulagéo
destes recetores despoleta a expressao de diversos genes que estdo envolvidos na
resposta imunitéria, induzindo a producdo de citocinas inflamatorias, tais como a TNF-
a,alL-6 ealL-12. (Takeda e Akira, 2005).

Figura 4- Os diferentes membros da familia de recetores toll-like (figura adaptada de (Takeda e Akira,
2005))

Outras moléculas de adesdo incluem as integrinas, selectinas e recetores para fatores de
crescimento. Controlam a migracdo de células do sangue através do endotélio, estando
também envolvidas nas interacfes com outras células, como sejam linfocitos e outros
fagdcitos (Gordon, 2003; Appelberg, 2005)

O recetor macrofagico de manose (MR) é importante para a manutencdo dos niveis
desta glicoproteina enddgena e para a eliminacdo de hidrolases lisossomais em
condicBes normais e inflamatérias (Taylor et al 2005). Esta também envolvido no
reconhecimento de patogénios e na apresentacdo de antigénios. E modulado
positivamente pela 1L-4, IL-13 e IL-10 e negativamente pelo IFN-y (Taylor et al.,
2005).

Os "scavenger receptors” (SR) sdo importantes receptores ndo opsénicos de

lipoproteinas de baixa densidade, tendo um papel na formagdo de células de espuma
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(macrofagos modificados, com elevado teor lipidico) e no desenvolvimento da
aterogénese (Taylor et al., 2005). Os SR estdo também envolvidos na defesa do
hospedeiro, e a sua expressdo é aumentada por M-CSF (“macrophage colony-
stimulating factor”). Um dos membros desta familia é o recetor MARCO, também

induzido, facilmente, por microrganismos e outros estimulos (Elomaa et al., 1998).

Na figura abaixo encontram-se representados alguns tipos de receptores SR e outros

funcionalmente relacionados (Taylor et al., 2005).

NN N NN N N NN c N C N
SR-Al SR-All MARCO CD163 CD36 CcD14 LOX-1

§SRCR ﬁc"h:”é“”"iﬂ < CTLD SEspxral a-helical #ﬁncora GPI

Figura 5-Familias de recetores SR e outros funcionalmente relacionados (figura adaptada de (Taylor et
al., 2005))

A familia dos recetores transmembranares "7-span" (TM) é a maior familia de recetores,
compreendendo cerca de 1% dos genes do genoma humano e estdo envolvidos na
transducdo de sinal de uma grande variedade de estimulos, incluindo produtos
microbianos, peptideos e derivados de aminoacidos (Taylor et al., 2005; Londrigan et
al., 2011).

Os macréfagos apresentam ainda outros recetores envolvidos no reconhecimento de
patogéneos, como os recetores de reconhecimento de acido sialico e de lectina tipo C,
bem como recetores hormonais, de citocinas e quimiocinas e recetores que reconhecem
complemento e o fragmento Fc das imunoglobulinas, importantes para a fagocitose de
particulas opsonizadas, ou seja, que se apresentam revestidas por imunoglobulinas e/ou

fragmentos de componentes do sistema de complemento (Schindl et al., 2006). As
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moléculas (imunoglobulinas e complemento) que facilitam a fagocitose chamam-se
opsoninas (Shi e Pamer, 2011; Yang et al., 2014).

Os macrofagos apresentam também antigénios das duas classes do complexo major de
histocompatibilidade (MHC), importantes para a apresentacdo de antigénios a linfdcitos
(Yang et al., 2014).

3. Diversidade Fenotipica

Os macrofagos podem ser estimulados a aumentar as suas funcdes efetoras (Solinas et
al., 2009). Essa ativacao é necessaria para que 0s monaocitos circulantes terminem a sua
diferenciacdo em macrofagos, quando recrutados pelos tecidos, sendo os mondcitos
muito suscetiveis de sofrerem alteracdes quando sujeitas a algum estimulo (Benoit et
al., 2008). O estado de ativacdo € altamente flexivel e depende da localizacdo do tecido

e do microambiente (Pixley e Stanley, 2004; Solinas et al., 2009).

Os macrofagos podem ser ativados por duas vias distintas, a via classica e a via
alternativa (Solinas et al., 2009). Estas duas vias ddo origem a macr6fagos com
diferentes designacdes e finalidades, devendo se encontrar num estado de equilibrio
para um conveniente funcionamento do sistema imunitario. Os macréfagos podem
tomar a designacdo de macréfagos M1 ou macréfagos M2, consoante a ativagdo ocorrer
pela via classica ou pela via alternativa (Mosser e Edwards, 2008; Geissmann et al.,
2010). Os macréfagos M1 desempenham um papel preponderante na protecdo a agentes
patogénicos intracelulares e a células cancerigenas em virtude da sua grande atividade
citotoxica e da resposta imune que despoletam (Solinas et al., 2009; Geissmann et al.,
2010). A ativacéo cléssica (M1) é mediada por estimulos como IFN-y, TNF-a, recetores
TLR e lipopolissacaridos (LPS), enquanto que a alternativa é mediada pela interleucina-
4 (IL-4) e IL-13, atuando através do receptor IL-4R (Gordon, 2003). A ativacdo classica
leva a produgdo de IL-1, IL-12, IL-23, TNF-a e CXCL10, bem como de ROS e RNI,
como o oxido nitrico (NO), com uma potente atividade microbicida. Além disso, 0s
macrofagos M1 expressam altos niveis de antigénios das classes | e Il do MHC, o que
Ihes permite funcionar como células apresentadoras de antigénios (Clark et al., 2007).

Na Figura 6 encontra-se uma representacao esquematica da ativacdo de macrdfagos pela
via classica, como resultado da presenca de IFN-y e de patogéneos, levando a libertacéo
de fatores citotoxicos.

14



Macréfagos: Biologia, Diversidade e Funcéao

-
| ®©
— AR
{ | - o -

IFN-yE | T - &

. o §
Macréfago  Macrofaao | Macréfago M1 "4
Primed
Patogénio

Figura 6-Via cléssica de ativacdo (figura adaptada de (Solinas et al., 2009))

A ativacdo alternativa do macrofago origina o macréfago M2, considerado o trabalhador
do hospedeiro uma vez que promove a limpeza de possiveis detritos. Este segundo
modo de ativagdo é importante para a resolucdo da inflamacédo e tem sido implicado na
tumorigénese, uma vez gque promove crescimento de tumores e o desenvolvimento de
metastases. Os macrofagos M2 estdo também envolvidos no aumento da
contratibilidade do musculo liso, o que contribui para a expulsdo de patogénios (Pixley
e Stanley, 2004; Chanmee et al., 2014; Nathan, 2014).

A ativacdo alternativa da-se quando os macrdéfagos estdo expostos a um microambiente
constituido por interleucinas do tipo IL-4, IL-13, IL-10 ou corticosteroides, podendo ter
a influéncia de TGF-f (“transforming growth factor-beta") e de PGE2 (prostaglandina
E2). Esta via de ativacdo leva a secrecdo de interleucinas (IL-10, IL-1ra) e das
quimiocinas CCL17 e CCL22, bem como a expressdo aumentada do recetor IL-1R
"decoy", dos recetores de manose e dos recetores scavenger e da galactose (Solinas et
al., 2009). Este subtipo de macr6fago apresenta alteracbes em algumas vias
metabolicas, como no metabolismo de arginina, levando a que haja uma producdo de
ornitina e poliamina em vez da producdo de citrulina e NO, o que seria de esperar
normalmente. Os macréfagos M2 apresentam também uma baixa capacidade para
promoverem a apresentacdo de antigénios e a cicatrizagdo (Mosser e Edwards, 2008;
Solinas et al., 2009). As células ativadas por via alternativa podem-se ainda subdividir
em trés classes distintas. Essas classe tomam a designacdo de M2a, M2b e M2c quando
0 mondcito ou macréfago € estimulado, respetivamente, pelas IL-4 e IL-13 (M2a), pelos
complexos imunes e ligandos TLR (M2b), e pelas IL-10 e glucocorticoides (M2c),
estando o ultimo subtipo relacionado com a supressdo da inflamacéo como se pode ver

representado na figura abaixo (Montovani et al., 2002; Obeid et al., 2010).
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Figura 7-Subtipos de macréfagos M2 (figura adaptada de (Obeid et al., 2010))

A tabela abaixo representa de modo esquematico os diferentes fendtipos e os estimulos

envolvidos na sua diferenciacéo.

Tabela 1-Os diferentes fenotipos de macréfagos e os seus estimulos

Fendtipo de macréfago Indutores
M1 o IFN-y
e TLR
e LPS
M2a o IL-4
o |L-13
M2b e TLR
e Complexos imunes
M2c e 1I-10
e Glucocorticoides

As populagBes de macrofagos M1 e M2 devem ser equilibradas para um correto

funcionamento do organismo e protecdo do hospedeiro, originando em caso de

desequilibrio situacdes patoldgicas. Se o desequilibrio pender para um numero de

células M1 superior, leva a inducdo de doenca inflamatéria crénica; no entanto, se o

desequilibrio se der no sentido contrario proporciona imunossupressao, como se pode

observar na figura abaixo representada (Mosser e Edwards, 2008; Pollard, 2009).
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Figura 8-O equilibrio entre macréfagos M1 e M2 (Figura adaptada de (Miron et al., 2013))

Além destes dois subtipos, pode existir um terceiro subtipo denominado de M3, que

exerce um papel na producdo de PGE2 (de la Torre et al., 2008).

VII. Funcdo dos macrofagos

1. Fagocitose

A fagocitose é um dos principais mecanismos de suporte da imunidade inata e é um
processo onde células mortas e particulas estranhas sdo captados e posteriormente
ingeridos por células fagociticas, sendo também um processo importante para a
eliminacdo de células tumorais (Pacheco, 2012). Apenas os fagdcitos profissionais sao
funcionalmente dotados de capacidades fagociticas importantes. A ligacdo aos recetores
SR, MR e TLR, bem como a ligacdo de particulas opsonizadas a recetores de
complemento e do fragmento Fc, estimulam a fagocitose. No entanto, este processo é
regulado negativamente por outros recetores, tais como 0s recetores para a cisteina, bem
como por alguns patogénos que inibem este mecanismo dos macréfagos (Takeda e
Akira, 2005; Ezekowitz e Gordon, 2006). Durante a fagocitose é desencadeada a
degradacdo do patogéno e posterior apresentacdo dos seus antigénios, associados ao
MHC, conduzindo ao desenvolvimento da imunidade adquirida (Teo, 2003; Strauss,
2010).

A fagocitose é um processo que ocorre seguindo uma serie de etapas. Esta € iniciada,
por um processo ndo dependente de energia, quando se da a ligacdo de uma determinada
particula @ membrada da célula fagocitica. Apos esta ligacdo pode-se dar ou ndo a

transmissdo de um sinal que leva (ou ndo) a posterior ingestdo da particula que se adere
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ao fagocito. Os antigénios microbianos sao reconhecidos por PRR, como os TLR, e uma
ampla gama de recetores ndo-opsonicos. Quando se da a ingestdo resultante da interagao
entre recetores da e a superficie da particula, ocorre a emissdo de pseudopodes
(extensdes provenientes do citoplasma, constituidos por filamentos de actina e miosina)
que envolvem a particula, resultando na fusdo que origina um vacuolo fagocitico, no
interior da célula. O vacuolo fagocitico (fagossoma) passa por um processo de
maturacdo até, num estadio final, fundir com lisossomas, onde as enzimas hidroliticas,
ROS e RNI contribuem para a degradacdo microbiana (Appelberg, 2005; Pacheco e
Cardoso, 2012).

A fagocitose leva a ativacdo dos macrdfagos e a inducao da libertacdo de uma serie de
moléculas onde se incluem as citocinas pré-inflamatorias, tais como IL-1, IL-6 e TNF,
bem como outras toxinas mediadoras que promovem o dano nos tecidos, se produzidas
em excesso. Normalmente, a resposta inflamatdria é seguida por uma resposta anti-

inflamatdria, conduzindo a um equilibrio (Pacheco e Cardoso, 2012).

Durante a fagocitose ocorre a estimulacdo de uma série de processos bioquimicos e
metabolicos, onde se inclui o aumento da utilizacdo da glucose e do consumo de
oxigénio (Schindl et al., 2006).

2. Apoptose

A apoptose é um processo natural, que pode tomar a designacdo de morte celular
programada e que se desenrola durante o desenvolvimento, promovendo a remodelacao
tecidular e o desenvolvimento da homeostase. De facto, a apoptose € essencial para a
regulacdo do numero de células no hospedeiro, de modo a haver um equilibrio entre o
nimero de células eliminadas e as que sofrem divisdo celular. E também importante
para 0 a funcdo do sistema imunitario e, particularmente no desenvolvimento

embrionario (Elmore, 2007).

O processo da apoptose recorre a uma serie de mecanismos bioquimicos e alteracdes
morfologicas (Albert et al., 2002; Elmore, 2007). Depende de uma familia de
proteases, as quais apresentam um grupo cisteina no seu local ativo. Estas proteinas sdo
proteases que clivam outras proteinas nos locais que contém residuos de acido aspartico
e tomam a designacdo de caspases. A acdo das caspases na degradacdo de porgdes
especificas da célula, num processo continuo, envolvendo a ativacdo em cascata de

diversas caspases (Albert et al., 2002). Com o avancar do processo a célula vai tomando
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dimensGes mais reduzidas, ocorre fragmentacdo nuclear, o citoplasma fica mais denso e
os organelos ficam mais agrupados, levando a formacdo de corpos apoptoticos, apos
formacéo e libertacdo de "bolhas" a partir da membrana das células (EImore, 2007).

Apos a morte celular por apoptose, a célula ou seus corpos apoptéticos é rapidamente
fagocitada e eliminada por macréfagos (Savill et al., 2002). Embora seja comum
afirmar que este € um processo neutral sob o ponto de vista imunoldgico, existem
evidéncias que contrariam essa afirmacao. De facto, a fagocitose das células apoptoticas
pode levar a producdo de mediadores anti-inflamatorios e a imunossupressdo (situacoes
de deficiente eliminacdo de células apoptdticas, podem conduzir a doencas autoimunes
e inflamatorias). Por outro lado, noutras situagdes a remocdo de células apoptdticas

pode levar a exacerbacdo da inflamacéo (Savill et al., 2002; Teo, 2003).

Se a taxa de apoptose exceder a capacidade de remocdo pelos macréfagos, as células
apoptoticas podem tornar-se necroticas, resultando na libertacdo do conteudo celular,
levando ao dano no tecido envolvente, sendo a depuracdo um passo essencial para a

resolucéo deste processo (Teo, 2003).
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Figura 9- A Importancia da remogdo de neutrofilos (figura adaptada de (Teo, 2003))
Esta figura demonstra a importancia da remocdo de neutréfilos apoptoticos pelos
macrofagos, pois se 0s neutrdfilos entram em necrose derramam o conteddo dos seus
granulos e causam uma inflamacdo extensa. Os macrofagos ao fagocitarem os

neutrdfilos impedem essa inflamagéo e ainda aumentam o seu arsenal microbicida,

recebendo o contetido granular dos neutrofilos (TEO,2003). Este precesso (cooperagdo
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neutrofilo-macrofago) desempenha um importante papel nos mecanismos de defesa

contra infe¢des (Appelberg, 2005; Pacheco e Cardoso, 2012).

4. Interacdo com a imunidade adaptativa

a) Imunidade inata e adaptativa

A imunidade caracteriza-se como sendo a capacidade de resistir a invasdo de
microrganismos e a formacdo de células tumorais, que poderiam levar, numa Gltima
fase, ao desenvolvimento de dano. O grau de imunidade pode ser reduzido por varios
fatores tais como um ambiente higiénico, a fadiga, a exposic¢éo a temperaturas anormais,
variacfes na dieta, determinados farmacos, certas patologias e lesdes (McConnell.,
2014). O bago é um orgéo central na imunidade as bactérias e fungos. Encontra-se no
abddmen associado ao estbmago, a sua estrutura permite a remog¢édo de microrganismos
de um modo eficiente e a sua localizacdo permite que tenha uma exposic¢ao precoce aos
patogénos, levando a promocédo da homeostase imune.(Mebius e Kraal; Chanmee et al.,
2014).

O processo de reacdo do sistema imunologico compreende dois tipos de resposta que se
relacionam entre si. Uma delas é de largo espetro, designada de resposta imunologica
inata ou natural. E mais imediata e com um espectro de acdo alargado, atuando na
presenca de estruturas moleculares conservadas presentes em agentes patogénicos, 0s
PAMP (“"pathogen-associated molecular patterns” - ex. LPS), presentes a superficie dos
microrganismos e que séo reconhecidos pelos PRR (Appelberg, 2005; Takeda e Akira,
2005). A segunda é uma resposta imunoldgica mais especifica designada de resposta
imunoldgica adaptativa ou adquirida, levando mais tempo a desenvolver-se e € resultado
da ativacdo de uma serie de células (nomeadamente linfocitos) e moléculas sollveis,
que interagem e funcionam de uma forma sinérgica e especifica para eliminar ou apenas
neutralizar um estimulo agressor (Pacheco e Cardoso, 2012). A imunidade adaptativa é
adquirida apds o nascimento e pode ser activa ou passiva. A imunidade adaptativa ativa
resulta da acdo das células do hospedeiro na destruicdo de bactérias ou neutralizagdo
dos seus produtos, apos infeccao acidental ou inoculacdo de um patogéno atenuado, tal
como na vacinagdo. A imunidade adaptativa passiva € obtida pela introdugdo do soro
de um animal imunizado no organismo de um individuo, ndo imune (Woods et al.,
2000; Teo, 2003).
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b) Papel do macrofago na interagdo com a imunidade adaptativa

Os patogénos induzem o desenvolvimento da imunidade inata e adaptativa, estando a
primeira relacionada com o desenvolvimento da segunda. Aquando de uma infecdo
desenvolve-se a resposta inflamatéria através do extravasamento de componentes
plasméticos para os tecidos (exsudacdo) e simultdnea migracdo de mondcitos, que se
convertem, ao chegar ao foco da inflamacdo, em macrofagos inflamatérios. Ao
fagocitarem neutrofilos senescentes, conforme referido acima, aumentam o seu arsenal
antimicrobiano (Appelberg, 2005; Pacheco e Cardoso, 2012). Os macrofagos
reconhecem 0s patogénos, opsonizados ou ndo, fagocitando-os e degradando-os para
posterior apresentacdo antigénica aos linfocitos T (Takeda e Akira, 2005; Revie e
Salahuddin, 2014). Estes antigénios peptidicos podem ser expostos a superficie
conjugados com moléculas do MHC-II, levando a interacdo com células T CD4+, ou
com moléculas MHC-I, interagindo com células T citotoxicas, CD8+ (Koppensteiner et
al., 2012). A interacdo com as celulas T conduz a sua ativagdo e secrecdo de citocinas,
que por sua vez vdo modular a atividade macrofagica. Assim, o macrofago é uma célula
que se comporta como agente da resposta inata, mas também como efetor da resposta
adaptativa. Neste contexto, a existéncia de populacbes heterogéneas de macrofagos da

ao sistema imune plasticidade na resposta imunitaria.

A resposta imunitaria, de ambos os tipos pode ser também controlada pelo sistema
nervoso central, através de neuropeptideos libertados a partir de 6rgdos linfoides
atuando como estimuladores ou inibidores da resposta imunoldgica. A sua concentracdo
¢ aumentada na presenca de LPS e citocinas (Ezekowitz e Gordon, 2006; Romeo et al.,
2010).

VIl.  Relagdo com parasitas intracelulares

Os macrdfagos promovem a defesa do hospedeiro perante microparasitas (virus e
bactérias) e macroparasitas (protozoarios unicelulares e pluricelulares) (Shi e Pamer,
2011). Neste capitulo apresentarei como exemplos um macroparasita (Leishmania) e

dois microparasitas (Mycobacterium tuberculosis e virus da imunodeficiéncia humana).
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1. Leishmania

A leishmaniose é uma sindrome que engloba uma ampla gama de patologias resultantes
da infecdo dos macrofagos, resultando quer em lesbes cutaneas (L. major, L. mexicana)
quer em lesdes em érgdos internos, variando desde a infecdo assintomatica até grave,
apresentando associada uma morbilidade variavel (Sacks e Noben-Trauth, 2002),
estando esta dependente das espécies de Leishmania que d&o origem & infecdo (Kumar
et al., 2014). O ciclo de vida deste parasita implica uma interacdo célula-a-célula e
inicia-se com a infecdo por promastigotas por via intradérmica transmitida pela picada
de flebotomineos fémeas infetadas. Os promastigotas entram rapidamente nos
macrofagos atraves da ligacdo entre o recetor de complemento CR3 destas células, e
duas moléculas presentes abundantemente na membrana dos promastigotas, o
lipofosfoglicano (GPL) e a metaloproteinase gp63 (Sacks e Noben-Trauth, 2002). Esta
interacdo resulta na internalizacdo e formacdo de vaclolos parasitéforos contendo
Leishmania. Estas secretam proteofosfoglicano e replicam-se, tendo um periodo de
cerca de uma semana para a formagdo de uma nova geragdo (Kumar et al., 2014). Os
macréfagos massivamente infectados acabam por lisar, libertando os parasitas que se
dividem rapidamente em amastigotas (Sacks e Noben-Trauth, 2002). Este parasita
durante o seu ciclo de vida alterna a forma amastigota e promastigota (Kumar et al.,
2014).

Este parasita apresenta como mecanismo de resisténcia a actividade microbicida dos
macrofagos, a inibicdo da biogénese fagolisossomal, através da acdo de uma
metaloproteinase, designada de Gp63, que se encontra a superficie deste parasita
quando este se encontra na fase promastigota, que atua no bloqueio do SNARs (N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachement protein receptor), que tem como finalidade
coordenar o trafico através da membrana e quando alterado conduz a uma alteracao no
processo de biogénese do fagolisossoma, interrompendo deste modo a apresentacao
antigénica. Um outro mecanismo é através da metilacdo do DNA, ou seja a adicdo de
grupos metilo, que leva ao silenciamento de genes que controlam a atividade

microbicida dos macrofagos (Arango-Duque e Descotaux, 2015).
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Figura 10- O ciclo de vida da leishmania (figura adaptada de (Sacks e Noben-Trauth, 2002))

2. M. Tuberculosis

O M. tuberculosis é responsavel por a patogénese de uma doenca bacteriana infecciosa,
que afeta preferencialmente os pulmdes. Esta é transmitida pelo contacto com pessoas
afetadas, podendo ser também resultante de uma nutricdo pobre, bem como pelo
contacto com baixas condi¢Ges de higiene, contudo se o sistema imunitario se encontrar
em pleno estado pode ndo conduzir ao desenvolvimento de doenca. Os sintomas
caracteristicos sdo a tosse, a expetoracdo, podendo em alguns casos vir acompanhada

por sangue, dores no peito, fraqueza, febre e perda de peso (Vyas, 2014).

O M. tuberculosis é um patogéneo predominantemente respiratorio (Shi e Pamer, 2011)
que infeta 0 macrofago, impedindo a fusdo fagolisossomal (importante para promover a
a destruicdo do patogénio) e replicando-se nos seus fagossomas (Mcdonough et al.,
1993; Behar et al., 2010). M. tuberculosis tem a capacidade de inibir a apoptose dos
macrofagos, através da atuacdo sobre a dindmica da cascata de caspases, levando ao
estabelecimento de necrose com a finalidade de facilitar a difusdo e transmisséo
bacteriana (Butler et al., 2012). No entanto, nem todas as estirpes apresentam a mesma
viruléncia. A viruléncia das estirpes afecta o nivel de atuacdo sobre a morte celular do

macrofago e sobre a capacidade para inibir a apoptose (Behar et al., 2010; Butler et al.,
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2012), bem como a capacidade de estimulacdo da producdo de iINOS e TNF (Shi e
Pamer, 2011).

3. Virus da imunodeficiencia humana

A doenca cronica causada por um dos virus com grande impacto na sociedade é a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Este virus € um membro do género lentivirus e para
realizar o seu ciclo viral necessita de uma célula hospedeira, mas também de
determinadas proteinas virais que desempenham uma importante funcdo na patogénese
viral, nomeadamente através da modulagdo da sinalizacdo celular (Herbein et al., 2010).

Existem dois tipos, HIV1 e HIV2, sendo o tipo 1 0 mais disseminado.

A SIDA caracteriza-se por uma diminui¢do do nimero de linfocitos T e pela presenca
de uma populacédo de células CD4+ com o virus latente, podendo estas células serem do
tipo células T CD4+ e/ou pertencerem a linhagem mondcito/macrofago (Douce et al.,
2010; Koppensteiner et al., 2012; Kumar et al., 2014). Estas células sdo o principal
alvo da acdo do HIV, uma vez que apresentam a sua superficie o receptor CD4 e o co-
receptor CCR5 ou CXCR4 (Benoit et al., 2008; Douce et al., 2010; Kedzierska e
Crowe, 2014). Os mondcitos e 0s macrofagos sdo mais resistentes ao efeito citopatico
do HIV, persistindo ao longo do curso da infecdo. Sdo um importante reservatério para
0 HIV e como se encontram amplamente representados na maioria dos sistemas do
organismo permitem a disseminacgdo do virus (Douce et al., 2010; Koppensteiner et al.,
2012; Kumar et al., 2014). A persisténcia em mondcitos e macréfagos € resultado da
forte expressdo de um fator inibidor da replicacdo viral nestas células e também em
celulas dendriticas, identificado como SAMHD1 ("SAM domain and HD domain-
containing protein 1") (Koppensteiner et al., 2012).

Os reservatorios sao células infetadas que apresentam o virus na sua forma latente ou
com baixos niveis de replicacdo. Nestas ceélulas, ndo se da a producdo de particulas
virais infeciosas, podendo esta ser ativada apds um dado estimulo (Koppensteiner et al.,
2012; Kedzierska e Crowe, 2014; Kumar et al., 2014)

Os macrofagos criam um ambiente protetor para o patogénio, por criagdo de um

compartimento albergando o virus no seu interior, que o tornam inacessivel a
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anticorpos. Promovem também a expansdo do virus uma vez que secretam citocinas e
quimiocinas (MIP-1a, MIP-1B, MCP-1 e CCL-5) que atraem linfocitos que poderao ser
infetados, e também induzem resisténcia a apoptose nas células infetadas (Douce et al.,
2010; Koppensteiner et al., 2012).

Os macrofagos podem conter o genoma do HIV integrado no cromossoma ou na sua
forma circular, ndo integrada. A inducéo da replicacdo do virus, no interior desta célula,
é regulada por citocinas e outros estimulos extracelulares. A maioria dos macrofagos
infetados parece corresponder a um fendtipo M2, que embora possa contribuir para uma
inibicdo da resposta imune efetora, ndo permite a replicacdo viral no interior do
macrofago. No entanto, certos estimulos externos podem levar a conversdo do fenétipo
M2 em M1, os quais permitem a conclusao do ciclo viral (Koppensteiner et al., 2012;
Kumar et al., 2014) Kedzierska e Crowe, 2014)

As proteinas virais do virus da imunodeficiéncia humana (Nef, Tat, Vpr, e gp120) séo
libertadas por células infetadas pelo virus e tém a capacidade de entrarem em
macrofagos e de modularem as suas fungdes, sobretudo aquelas que afetam o ciclo de
vida do virus. A proteina viral Nef, ao atuar sobre os macréfagos infetados pelo HIV,
induz a formacdo de projecdes citoplasmaticas, permitindo aos virus transferir essa
proteina a outras células, nomeadamente as células B. A transmissdo de Nef a estas
células inibe as suas fungdes imunoldgicas, comprometendo a producdo de 1gG2a e IgA
(Fig. 11). (Rudnicka e Schwartz, 2009; Herbein et al., 2010). A estimulagdo fisiologica
de macréfagos através do recetor CD40 ou da proteina viral Nef conduz tambem a
ativacdo do fator NF-kappaB que induz a libertacdo das formas sollveis de CD23 e
ICAM, as quais vao interagir com os seus ligandos presentes nos linfocitos T, tornando-
0s permissivos a infecdo, uma vez que permitem a entrada do virus e a expressao de

novas proteinas virais (Rudnicka e Schwartz, 2009).
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Figura 11-Transmissdo do Nef as células B (figura adaptada de (Rudnicka e Schwartz, 2009)

O HIV altera as fungdes realizadas pelos macréfagos, modificando a fagocitose, a

quimiotaxia e a produgdo de citoquinas, contribuindo tais alteracGes para a patogénese
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da doenca e permitindo o desenvolvimento de infecbes oportunistas. As alteracdes
permitem também a infecdo e replicacdo viral (Koppensteiner et al., 2012). Os
macrofagos desempenham um papel em duas vertentes nesta patologia: numa fase
aguda da infeccdo, permitem o estabelecimento da infecdo nos locais de entrada viral, e
a disseminacdo do virus; por outro lado, estdo também envolvidos no estabelecimento
da resposta imune celular e humoral adaptativa que ajuda a diminuir a carga viral.
(Douce et al., 2010; Koppensteiner et al., 2012).

Os macréfagos da mucosa genital sdo das primeiras células a contactarem com o virus e
a serem infetadas, promovendo o desenvolvimento da resposte imune e transmitindo o
virus através de contacto de célula-célula durante a apresentacdo dos antigénios HIV.
Estes macrofagos da mucosa recrutam ceélulas T CD4+ e contribuem para o
estabelecimento da infecdo. As células da microglia, apresentam um especial
significado clinico nesta infe¢cdo uma vez que, quando infetadas durante a fase aguda,
sdo responsaveis pela neuropatogénese e pela patogénese da deméncia associada ao
HIV. Estas células tem um tempo de vida longo (varios anos), sendo um importante
reservatorio em pacientes infetados (Koppensteiner et al., 2012; Kumar et al., 2014).
Os macrofagos intestinais induzem uma regulacao negativa dos receptores de superficie
envolvidos na adesdo viral (CD4 e CCR5), levando a laténcia. Como séo também APC,
podem estar envolvida na orquestracdo da resposta primaria de anticorpos que
suprimem as cargas virais de HIV-1 no inicio da fase crénica (Douce et al., 2010;
Koppensteiner et al., 2012; Kedzierska e Crowe, 2014; Kumar et al., 2014).

Na fase mais avancada da infecdo desenvolve-se o estadio de SIDA caraterizado por
uma desregulacdo do sistema imunoldgico e pela perda da sua capacidade em controlar
0 virus, resultante do esgotamento da maioria das células T CD4 + e da presenca de uma
quantidade consideravel de reservatdrios, incluindo em macrofagos (Koppensteiner et
al., 2012).

A terapéutica atualmente utilizada nesta patologia é a terapéutica HAART (Highly
active antiretroviral Therapy) consistindo na associagdo de varios fa&rmacos tendo como
alvo as diferentes fases do ciclo de vida do virus. Esta terapéutica melhorou
significamente a qualidade de vida dos individuos infetados, diminuindo a carga viral.
No entanto, se a terapéutica for interrompida é retomado o nivel viral inicial, devido aos
reservatorios, uma vez que os farmacos ndo os alcancam, tendo assim esta terapéutica

que ser utilizada durante toda a vida. Uma vez que os reservatérios sdo o principal
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obstaculo do tratamento, o desafio € atuar sobre a persisténcia para deste modo se tentar
encontrar uma cura. Assim, um objetivo primordial serd a eliminacdo dos virus que se
encontram nos reservatdrios, impedindo também a formacdo destes reservatorios
(Douce et al., 2010; Koppensteiner et al., 2012; Kumar et al., 2014).

Tem-se considerado associar a terapéutica HAART fatores de restricdo atuando em
diferentes etapas do ciclo de replicacdo viral. Um exemplo é o interferdo-o que exerce
uma forte atividade antiviral (Koppensteiner et al., 2012). Um dos repressores da
transcricdo que tem sido considerado ¢ o CTIP2 ("Chicken ovalbumin upstream
promoter transcription factor-interacting protein 2"), que atua no estabelecimento da
laténcia uma vez que reprime a transcrigdo do DNA viral. Uma forma alternativa que
tem sido considerada € o uso de agentes farmacol6gicos que induzam a apoptose em
células reservatorio (Douce et al., 2010). Contudo, sendo os macrofagos relativamente
resistentes a apoptose e uma vez que os macréfagos infetados apresentam alteracdes nos
genes relacionados com a morte celular programada, esta alternativa terd que ser
avaliada muito detalhadamente (Douce et al., 2010; Koppensteiner et al., 2012; Kumar
et al., 2014). Combinando essas estratégias em desenvolvimento com o tratamento
HAART poderia ser possivel ter uma melhor perspetiva para o encontro de uma cura
(Kumar et al., 2014).

VIIl.  Relacdo com patologias

Em determinadas condigdes, a funcdo macrofagica esta relacionada com o
desenvolvimento de patologias com diferentes etiologias. O microambiente a que o
macrofago esta sujeito aquando da sua diferenciacdo (induzindo uma populacdo M1 ou
M2) é um importante fator que pode contribuir para o desenvolvimento destas
patologias (figura 12).
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Figura 12--Subtipos macrofagicos e a sua relagdo com diferentes doencas (Figura adaptada de (Canton et
al., 2013))

1. Cancro

O cancro encontra-se associado a um processo inflamatério resultante da infiltracdo de
glébulos brancos (leucécitos) e de uma grande diversidade de citocinas e quimiocinas
(Montovani et al., 2008). As células tumorais distinguem-se das células normais pela
expressdo de antigénios resultantes da instabilidade gendmica, levando a que a
expressdo génica seja aberrante, tornando-as alvo dos linfocitos do hospedeiro (Clark et
al., 2007). As células neoplésicas proliferam principalmente pela ativagdo da via
arginase, levando a producéo de altos niveis de prostaglandina E2 (PGE2) que promove
a producdo de fatores de crescimento endotelial, e deste modo a vascularizacao (de la
Torre et al., 2008). As célula tumorais produzem varias enzimas que podem degradar a
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matriz extracelular (ECM), e os produtos da degradacdo desta matriz agem como
estimulos inflamatdrios para o recrutamento de células do sistema imunoldgico inato e
para a expressdao de genes promotores da inflamacdo (Chanmee et al., 2014), que
suprimem a resposta iniciada contra as células tumorais, permitindo-lhes crescer e
dividir-se. Tais enzimas incluem varias metaloproteinases (por exemplo, MMP-2 e
MMP-9) (Shih et al., 2006a; Clark et al., 2007). A dissolucdo do ECM leva a clivagens
através das quais as celulas tumorais podem levar ao desenvolvimento de metastases e a
angiogenese, estando relacionado com um prognostico desfavoravel em determinados
tumores (Obeid et al., 2010; Chanmee et al., 2014). Os processos que levam ao
aumento da agressividade dos tumores incluem a angiogénese, a hipoxia, a interac¢do
entre os recetores de membrana e as citocinas do microambiente do tumoral, bem como

a degradacdo da membrana basal.

A massa tumoral que se forma apresenta uma constituicdo com uma grande diversidade
de tipos celulares, constituindo os macréfagos cerca de metade dessa massa, podendo
também estar presentes células neoplasicas com origem na linhagem fagocitico-
mononuclear, fibroblastos, células endoteliais, células mieloides com atividade
Imunossupressora que interagem entre si, apresentando um estroma reativo resultante da
presenca de uma grande abundancia de mediadores inflamatorios e enzimas
proteoliticas (Solinas et al., 2009). Essa elevada quantidade de macr6fagos desempenha
um papel de grande relevancia na patogénese dos tumores (Goerdt e Orfanos, 1999;
Pollard, 2009; Solinas et al., 2009).

O microambiente do tumor desempenha um importante papel na agressividade dos
tumores sélidos malignos, fornecendo todos os estimulos necessarios para a viabilidade,
crescimento e capacidade de invasdo tumoral. O estado inflamat6rio crénico do
microambiente tumoral é um promotor de dano gendmico, levando a que a falta da
imunovigilancia impulsione a tumorigénese. As células T CD8 +, que se pensa serem
mediadores da imunidade antitumoral, sdo escassas em tumores recentes, mas

encontradas num grupo restrito de tumores avancados (Clark et al., 2007).

As células supressoras do sistema imunoldgico do hospedeiro aparecem precocemente
durante a tumorigénese, compensando a imunidade anti-tumoral e contribuindo para a

progressao da doenca. A genese tumoral € iniciada por eventos genéticos e estimulada
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pelo microambiente antitumoral, incluindo tanto a imunidade inata como adaptativa
(Clark et al., 2007; Chanmee et al., 2014).

Durante a progressdo do tumor os macrofagos sdo recrutados sob a influéncia de
quimiocinas, tais como CCL2 e de citocinas, tais como o CSF-1 ("colony-stimulating
factor-1"), produzidas pelas células tumorais, alterando o microambiente tumoral e

acelerando a progresséo do tumor (Chanmee et al., 2014)

Os macrofagos e as células neoplésicas estabelecem uma relacdo que promove o
crescimento do tumor, através de um processo continuo de deposi¢do de matriz e sua
consequente remodelacdo (Hagemann et al., 2004). Esta promogéo da disseminacdo do

tumor resulta na invasao das células tumorais malignas.

Os macrofagos associados a tumores (TAMs) sd@o macréfagos ativados por via
alternativa de fendtipo M2, e sdo os que mais influenciam a progressdo tumoral,
melhorando a progressdo tumoral e o desenvolvimento de metastases (Shih et al.,
2006a)(Colombo e Mantovani, 2005; Li e Flavell, 2008). Como tal, na origem dos
tumores infiltrantes ocorre o recrutamento de macrofagos resultantes dos mondcitos
circulantes ou de uma populacdo local de macrofagos. Para este recrutamento
contribuem a quimiocina CCL2 bem como as CCL5, CCL7, CXCL8 e a CXCL12, e
também citocinas como VEGF, PDGF (“platelet-derived growth factor") e M-CSF (Li e
Flavell, 2008). Os macréfagos recrutados sdo modulados por estimulos, tais como
fatores de crescimento, a baixa tensdo de oxigénio, ou antigénios tumorais soluveis, e
influenciam a migracdo de células tumorais e a sua capacidade invasiva, bem como a
angiogenese tumoral, promovendo a progressdo tumoral (Pollard, 2004; de la Torre et
al., 2008; Obeid et al., 2010). De facto, certas moléculas secretadas por macrofagos
desempenham uma acao pro-neoplasica, tais como o EGF (“epidermal growth factor"),
que influencia positivamente o crescimento das células tumorais (Montovani et al.,
2008; Pollard, 2009).

A diminuicdo da tensdo de oxigénio na massa tumoral como resultado da acumulacéo
de tecido necrético no tumor, induz a expressdo de HIF-1 (fatores de indugdo de
hipoxia), que leva a que os TAM migrem, alastrando o tumor (Knowles e Harris, 2007;
Montovani et al., 2008). Os TAM expressam elevados niveis do fator de transcricao

NF-xB que regula a inflamagao, induzindo modificagdes que potenciam a agressividade
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dos tumores pela insensibilizacdo a fatores que inibem o crescimento tumoral, a
promocdo da resisténcia a sinais apoptdticos e da angiogenese (Dunn et al., 2004;
Bingle et al., 2006; Naugler e Karin, 2008). O papel pro-tumoral dos TAM vai
diminuindo com a progressdo do tumor uma vez que com o desenvolvimento da
imunidade adaptativa os TAM expressam niveis de NF-xkB mais baixos, devido a
presenca de fatores que anulam o NF-kB (p50), sendo tal anulacdo resultado de uma
mudanca do microambiente tumoral pela secrecdo de proteinas da matriz e uma grande
variedade de proteases (serina, MMPs e catepsinas) (Montovani et al., 2002; Gocheva e
Joyce, 2007; Naugler e Karin, 2008).

Os niveis de TAM permitem tirar conclusGes relativamente ao prognostico da doenca,
estando um nivel elevado associado a um mau progndstico. De facto, existe uma relacdo
entre o elevado nivel de TAM e o0 aumento do processo de metastases, pela acdo da IL-
1. (Figura 9) (Shih et al., 2006b; Clark et al., 2007; Solinas et al., 2009).
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Figura 13- O TAM e as suas a¢des promotoras do crescimento tumoral (Figura adaptada de (Chen et al.,
2005)

Os TAM estdo envolvidos na angiogénese, pela secrecdo de fatores pré-angiogénicos

(como VEGF) que levam ao desenvolvimento de uma rede de vasos que fornecem
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alimentacdo as células tumorais, bem como de fatores que levam a diminuicdo da
resposta pro-inflamatoria antitumoral local. A hipoxia no microambiente tumoral é um
fator atrativo para os macrdfagos, uma vez que estd normalmente associada a necrose,
produzindo fragmentos celulares. Aquando da hipoxia, € induzida a expressdo de VEGF
em macrofagos, como resultado da sobre-regulacdo dos fatores de transcricdo HIF-1a ¢
HIF-20, aumentando a vascularizacdo. Em condi¢es de hipdxia, os TAM produzem
também niveis altos de IL-10, o que inibe as células T efetoras (Obeid et al., 2010;
Chanmee et al., 2014).

Os TAM podem também promover a metastizacdo, através da secrecdo de MIF
("migration inhibitory factor™), estimulada pela sobre-regulacéo do fator HIF-1a. O MIF
libertado induz a producdo de MMP9, o qual vai contribuir para a degradacdo da
membrana basal (Shih et al., 2006a; Obeid et al., 2010). Outras citocinas implicadas na
tumorigénese sdo 0 MCP-1 (frequentemente produzida por células tumorais) e 0 TNF-
alfa (Lin e Gordon, 2012).

Nos estagios iniciais os TAM podem adotar o fendtipo M1, de modo a inibir a
angiogénese e ativar a imunidade, embora posteriormente mudem para um estado M2,
com as caracteristicas referidas acima (Obeid et al., 2010; Chanmee et al., 2014).
(Clark et al., 2007; Obeid et al., 2010) (Shih et al., 2006a).

A modulacdo da imunidade adaptativa, vai também apresentar um importante impacto
na progressdo da doenca (Shih et al., 2006a; Lin e Gordon, 2012). As células linfoides
influenciam o desenvolvimento do tumor, encontrando-se relacionadas com a inducao
de tolerancia (Lin e Gordon, 2012). Os TAM produzem e IL-10 e as quimiocinas
CCL17 e CCL22, que atraem populacdes de células T sem qualquer acéo citotoxica
(Treg e Th2) (Egeblad e Werb, 2002; Mantovani, 2004). As células T naive sdo

captadas pela quimiocina CCL8 mas no microambiente ficam anérgicas.

Um aumento do numero de células T reguladoras sdo comumente encontrados em
varios tumores. Estas neutralizam a resposta imune mediada pelos macréfagos M1,
através de varios mecanismos, onde se inclui a inibi¢do da proliferacdo de células T e da
citotoxicidade das células NK. Sem a acéo pré-tumoral dos TAM de subtipo M2, o

sistema imune eliminaria o tumor através da funcdo das células TCD8 +, NK e
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macrofagos M1. A figura abaixo representa a acdo anti-tumoral dos TAM (Chanmee et
al., 2014).

Funcao anti-tumoral do TAM

N

@ r\ .
Outros /

u\#

mecanismos Ilhotas tumorais
J \ de macrofagos
Translocagao
molecular MIF GM-CSF Citoquinas e IL-12

Fagocitose, lise de células tumorais e atividade tumoricida

Figura 14- O TAM e as suas agdes contra o desenvolvimento tumoral (Figura adaptada de (Chen et al.,
2005)

Devido ao grande envolvimento dos macréfagos na progressdo de tumores, tém sido
estudadas formas de atuar em alguns mecanismos associados a estas células. O objetivo
¢ desenvolver terapéuticas que limitem a disseminacdo metastatica, atuando
exclusivamente sobre os TAM e os produtos da sua atividade, sem influenciar de
qualquer forma os macréfagos presentes em outros locais do organismo, em particular
os macrofagos M1 (Solinas et al., 2009). Dentro dos métodos considerados incluem-se a
inibicdo do recrutamento de macréfagos, a conversao do fenotipo pré-tumorigénico M2
para o fendtipo anti-tumoral M1 e a supressdo da sobrevivéncia dos TAM, por inducéo
da sua apoptose, utilizando farmacos quimicos ou sintéticos (Obeid et al., 2010;
Chanmee et al., 2014) (Krieg, 2006).

Para a inibicdo do recrutamento de macrdfagos, tem sido considerada a atuacdo sobre
alguns recetores das quimiocinas. Quando foi administrado um antagonista para o
recetor da quimiocina CCL5 em modelos murinos de cancros mamarios, foi observada

uma diminuigdo considerdvel do tamanho da massa tumoral devido a uma diminuigéo
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da infiltracdo de macrofagos (Robinson et al., 2003). A inibicdo de VEGF levou
também a uma diminuicdo da infiltracdo de macrofagos em alguns tumores (Dineen et
al., 2008). Farmacos com um mecanismo de agdo anti-CCL2 tém também sido
utilizados como estratégia para o tratamento tumores, diminuindo a infiltracdo de

macrofagos (Solinas et al., 2009).

Relativamente a farmacos ja existentes o farmaco trabectedina usado como anti-tumoral
tem um efeito citotdxico seletivo em macrdfagos (incluindo os TAM) e em mondcitos
(Allavena et al., 2005). A talidomina, a linomida, o pentoxifilina, a genisteina e outros
antiangiogénicos tem demonstrado eficécia na inibi¢do do recrutamento de macrdfagos
levando a uma reducgéo do tamanho da massa tumoral (Vukanovic e Isaacs, 1995) e os
inibidores de MMP (&cido zoledronico bifosfato) levam a uma diminuicdo da funcao
secretoria dos TAM, diminuindo a velocidade de crescimento do tumor (Giraudo et al.,
2004).

Por outro lado, como os macréfagos infiltram naturalmente os tumores tem sido
pensada a sua utilizacdo como vetores terapéuticos. A administracdo de macrofagos
geneticamente modificados com um vetor de expressdo constitutiva de IL-12 num
modelo murino de cancro da préstata, levou a uma reducdo do crescimento do tumor
(Satoh et al., 2003). Os macrofagos podem também ser utilizados como potenciadores

do sistema imunitario. (Carta et al., 2001).
Doencas autoimunes

As doencas auto-imunes sdo condi¢des crdnicas, que se iniciam com a perda de
tolerdncia imunoldgica a auto-antigénios. Os mecanismos que conduzem a essa
condicdo envolvem alteragdes no processo de apoptose, resultando em deficiéncias na
morte celular ou na remoc¢do de células apoptdticas. Esta classe patoldgica representa
uma ampla variedade de transtornos que afetam mdltiplos sistemas. A tipologia do
fendtipo auto-imune encontra-se dependente da célula alvo e do 6rgdo afetado. A
natureza crénica dessas doengas leva a que tenha associada uma carga significativa de
cuidados meédicos e uma alteracdo consideravel da qualidade de vida. As doencas auto-
imunes afetam ambos 0s géneros, no entanto as mulheres sdo mais afetadas, uma vez
que tendem a ter uma idade de inicio mais precoce e uma atividade da doenca diferente

devido, maioritariamente, a fatores hormonais. Os fatores desencadeantes e a idade de
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inicio (periodo de tempo em que o individuo experimenta os primeiros sintomas de uma
doenca) destas patologias sdo varidveis. A idade de inicio pode surgir durante a
infancia, a idade adulta ou numa fase mais tardia. O aparecimento numa idade precoce
corresponde a um pior prognostico para algumas patologias, tais como o ldpus
eritematoso sistémico (LES) e a diabetes mellitus tipo 1 (DM1). Em alguns casos
(sobretudo em mulheres) pode ocorrer o risco de poliautoimunidade definida pela
presenca de mais de uma doenga auto-imune, podendo ser também designada de

sindrome auto-imune (Anaya, 2012; Kieseier et al., 2012).

As doencas auto-imunes tém diferente evolucdo em diferentes pacientes, uma vez que a
ascendéncia genética contribui para a heterogeneidade clinica. Em cada paciente a
patologia ocorre em diferentes fases, incluindo sintomas tais como artralgia, artrite,

alopecia, fadiga e fotossensibilidade (Anaya, 2012).

As células do sistema imunoldgico podem danificar diretamente os tecidos, ao
destruirem células, ou indiretamente, ao libertarem citocinas citotoxicas,
prostaglandinas, RNI e ROS. Na imunidade adquirida, os linfécitos B e T envolvidos
reconhecem antigénios préprios como estranhos. (Takeda e Akira, 2005). As
populacdes de linfécitos que mais contribuem para a patogénese desta classe de
patologias sdo as células T efectoras (Thl, Thl7 e Th9). Estas células produzem
citoquinas pro-inflamatérias em niveis elevados (IL-1, IL-6, I1L-10, I1L-17). Por outro
lado, as células T reguladoras (CD25+CD4+) que se encontram em tecidos periféricos,
sdo importantes no controlo da inflamacdo e da resposta auto-imune. Estas células
secretam citocinas anti-inflamatdrias que inibem a resposta imune Thl e Thl7,
reduzindo assim a inflamacdo e o desenvolvimento destas patologias (Anaya et al,
2012). A presenca de autoanticorpos, que acontece muito tempo antes do aparecimento
de sintomas clinicos, proporciona um bom indicador de previsibilidade do
desenvolvimento de doenca autoimune (Anaya, 2012). Alguns patogénios tém vindo a
ser implicados no desenvolvimento de patologia auto-imune por apresentarem
antigénios semelhantes a outros antigénios humanos, implicando também nestas

patologias o reconhecimento por recetores TLR (Takeda e Akira, 2005; Anaya, 2012).

Os macréfagos podem atuar quer como apresentadores de antigénios para iniciar uma
resposta auto-imune, quer como celulas efectoras citotdxicas através da citotoxicidade

mediada por células dependente de anticorpos. Também produzem citocinas que
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recrutam outras células e induzem inflamacdo (Anaya, 2012; Kieseier et al., 2012).
Actualmente, as opcOes terapéuticas s&o limitadas, envolvendo a aplicacdo de
anticorpos monoclonais humanizados, tais como rituximab ou alemtuzumab, que séo
anticorpos monoclonais, que atuam respetivamente sob os linfocitos B e os linfocitos
maduros, tendo fornecido resultados clinicos promissores. Podem também ser utilizados

outros imunomoduladores e farmacos imunossupressores (Kieseier et al., 2012).

Associacdo com aterosclerose

A aterosclerose é uma doenca cardiovascular inflamatéria cronica na qual os
macrofagos desempenham um papel central, uma vez que promovem O
desenvolvimento da resposta inflamatoria na placa aterosclerdtica (Ley et al., 2011).
Esta patologia pode ter diferentes etiologias onde se incluem respostas a antigénios
exogenos (infecBes) ou endodgenos, tais como LDL (Chévez-Sanchez et al., 2010;
Hilgendorf e Swirski, 2012).

O proteoglicano presente no tecido conjuntivo adjacente a parede vascular tem uma
variedade de fungdes importantes nessa parede. Pela organizacdo da ECM, contribui
para a estrutura e manutencdo das propriedades viscoelasticas da parede vascular.
Deficiéncias nos processos de regulacdo da adesdo, migracao e proliferacdo celulares,
bem como da regulacdo do metabolismo de lipoproteinas, contribuem para a formacao
de células espuma e o desenrolar da aterosclerose (Chang et al., 2012; Yang et al.,
2014).

Os macrofagos sao as células mais abundantes na placa aterosclerotica e estdo presentes
como resultado da infiltracdo desta pelos mondcitos, que posteriormente se diferenciam.
Estes mondcitos fixam-se inicialmente através das P- e E-selectinas presentes na sua
superficie e usam de seguida a integrina VCAM-1 ("vascular cell adhesion protein 1")
para uma adesdao mais firme. Apds ligacdo a placa diferenciam-se em macrofagos,
contribuindo para a inflamacéo (Shi e Pamer, 2011).

Os mondcitos, os macréfagos e as celulas dendriticas sdo fundamentais na iniciacéo,
progressao e complicacdes associadas a aterosclerose, levando a acumulacéo de lipidos
e a secregdo de varias citocinas inflamatorias e de fatores de crescimento (Shi e Pamer,

2011; Chang et al., 2012). O seu recrutamento para a parede da artéria, a sua
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diferenciacdo para macrdfagos, e seus fenotipos podem ser moduladas por fatores
presentes no interior do microambiente da parede arterial, incluindo lipidos oxidados,
ligandos de TLR, fatores de crescimento hematopoiético, citocinas e quimiocinas (Ley
et al., 2011; Shi e Pamer, 2011; Chang et al., 2012). A formacéo de espuma celular é o
evento que inicia a formacao de placas ateroscleroticas e é o resultado da acumulagéo
excessiva de lipidos nos macrofagos da parede vascular. Os macréfagos sdo recrutadas
para estrias gordurosas (as primeiras leses aterosclerdticas visiveis, que consistem em
depdsitos de lipidos e infiltracdo de células nas artérias) em artérias ateroscleroticas e
tornam-se, eventualmente, células espuma lipido-densas através de um processo de
absorcdo de LDL modificado e efluxo de colesterol e outros lipidos (Ley et al., 2011;
Shi e Pamer, 2011). As células de espuma podem migrar de volta para a circulagéo,
atravessando o endotélio da parede vascular em sentido inverso. Os macrofagos
encontram-se na regido adventicia para além da intima, da membrana do vaso celular,
onde podem participar na apresentacdo de antigénios e na producdo de citocinas e
expressam altos niveis de 12/15-lipoxigenase (12 /15-LO) (Ley et al., 2011).

A figura abaixo representada(figura...) representa o papel do macréfago na acumulacéo
de células que promovem a formac&o da placa aterosclerdtica.
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Figura 15-O macréfago e a lesdo aterosclerotica (figura adaptada de (Ley et al., 2011)

O antigénio enddgeno mais envolvido é o LDL. Através da ligagdo aos recetores de
superficie CD14, TLR4, e TLR2 presentes nos macrofagos, o LDL induz a producéo de
IL-1a, IL-6, e IL-10 apresentando por essa razdo um importante papel na génese da

placa de aterosclerdtica. O co-recetor CD14 é necessario para a secrecdo de IL-1o e IL-
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6, com acdo pro-inflamatdria, o receptor TLR2, participa no desenvolvimento da placa
aterosclerdtica pela inducdo da secrecdo do fator TNF-a, uma molécula promotora da
aterogénese. O recetor TLR4 reconhece LDL oxidado. A regulacdo da ativacdo de
TLR, é um elemento essencial no reconhecimento de ligandos enddgenos que pode
conduzir a um equilibrio pro- e anti-inflamatorio adequado, demonstrando um papel do
LDL oxidado na inflamacdo associada a aterosclerose (Chavez-Sanchez et al., 2010).
Os macrofagos sdo o principal produtor das citocinas pré-inflamatérias que podem
ativar as células endoteliais, levando a indugdo da expressdo de quimiocinas, que
recrutam os monacitos para a area da lesdo. Alternativamente podem levar a regulacao
positiva de moléculas de adesdo, as quais facilitam a adesdo de leucdcitos a células
endoteliais. (Appelberg, 2005; Chévez-Sanchez et al., 2010). O excesso de LDL que se
acumula nos macrofagos é mediado por recetores transportadores do tipo ABC, que sédo
transportadores que necessitam de energia (ATP) e que podem desempenhar um
importante papel na proliferacdo da linhagem mieloide. Os transportadores ABCAL e
ABCG1 regulam o efluxo de colesterol durante o processo inflamatério e atuam durante
a diferenciacdo dos macrofagos. Durante a aterogenese varias enzimas sao induzidas,
incluindo a 5-LO e 12/15-LO. Os &cidos gordos oxidados produzidos nos macrofagos
contribuem para a formacdo de LDL e dependendo do microambiente a enzima 12/15-
LO pode conferir um papel ateroprotetor ou ser pro-aterogénica (Ley et al., 2011).

A polarizacdo do macréfago esta envolvida na patogénese da aterosclerose. Durante a
fase inicial de ativacdo, os macréfagos secretam citocinas pré-inflamatérias e na
segunda fase apresentam uma producédo gradual de IL-10 (Benoit et al., 2008; Chavez-
Sanchez et al., 2010; Ley et al., 2011). Dentro de placas ateroscleréticas, a modulagéo
dindmica de fenotipos macrofagicos afeta a progressdo da aterosclerose por modulagédo
das respostas inflamat6rias em curso no seio da parede do vaso. O aumento da
expressdo de CD36 e SR-A1 em macr6fagos M2 pode resultar na absorgdo acelerada de
LDL e na acumulacdo intracelular de colesterol, contribuindo, assim, para a formacao
de células espumosas (Canton et al., 2013; Yang et al., 2014). O controlo da renovacgédo
celular por apoptose no interior do desenvolvimento de placa é importante, pois o
equilibrio entre apoptose, eferocitose (fagocitose de células apoptdticas) e necrose
secundaria determina a progressao da aterosclerose e a sua gravidade. A apoptose esta
associada a uma reducdo da progressdo. A eferocitose reduz os mediadores pro-

inflamatorios presentes no local e induz mediadores anti-inflamatorios, tais como IL-10.
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A sua falha leva a necrose secundaria dos macrofagos, e libertagdo dos seus contetdos
celulares, incluindo detritos, lipidios oxidados, e mediadores pré-inflamatorios,
amplificando a resposta inflamatdria e conduzindo ao desenvolvimento de um nicleo

necrotico na placa, como esta representado na figura abaixo (Ley et al., 2011).

Como resultado do impacto dos macrofagos na formacgédo das placas aterosclerdticas, a
modulacdo do seu fenétipo tem-se demonstrado um atraente alvo terapéutico para a
prevencdo e tratamento de doencas cardiovasculares. ndo sendo a eliminacdo de
monocitos e macréfagos uma alternativa viavel como opcéo terapéutica devido ao papel

essencial desses células na imunidade (Ley et al., 2011; Hilgendorf e Swirski, 2012).

39



IX.

Macréfagos: Biologia, Diversidade e Funcéao

Conclusao

Ao longo do desenvolvimento desta tese de dissertacéo, foi possivel constatar que os
macrofagos sdo uma importante célula do sistema imunologico, que tém uma vasta
gama de particularidades que a tornam Unica e essencial para o correto funcionamento
do hospedeiro. Esta fungdo tem vindo a ser aprofundada desde a descoberta da sua

primeira finalidade, permitindo um conhecimento cada vez mais alargado.

O macréfago tem caracteristicas Unicas que levam a que seja uma célula singular nos
mais vastos sistemas onde se encontra envolvida, tomando diferentes designacOes
consoante o tecido onde esta presente e diferentes caracteristicas, apresntando grande
diversidade em cada um desses tecidos, nomeadamente do ponto de vista morfol6gico e

do tempo de vida.

Ap0és diferenciacdo esta célula necessita de ser ativada/polarizada, estando dependente,
para tal, de estimulos presentes no microambiente onde esta ocorre, desenvolvendo-se
macréfagos com particularidades distintas, relacionadas com a sua via de ativacéo,

podendo tomar uma via classica ou uma via alternativa.

Para um pleno funcionamento da acdo dos macréfgos do hospedeiro € necessario que
exista uma relacdo de equilibrio entre os subtipos de macréfagos, colmatando um dos
subtipos as a¢Bes do outro e vice-versa. Um desequilibrio nesta relacdo leva a um dano
que pode levar ao desenvolvimento de patologias, com graus de gravidade variaveis,

podendo este equilibrio ser utilizado como modo de tratamento destas patologias.

A realizacdo desta dissertacdo permitiu-me aprofundar os meus conhecimentos relativos
aos macrofagos e tomar conhecimento do importante papel destas células. (Metchnikoff,
1989)
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