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ABTRACT 

 

Mononuclear phagocytes are target cells for pathogenic mycobacteria such as 
Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium leprae. These bacteria are able to 
subvert macrophage microbicidal mechanisms and survive and replicate within 
these cells. However, the molecular mechanisms involved in this deactivation 
remain incompletely understood. We have previously described that M. leprae 
induces the expression of insulin-like growth factor I (IGF-I) – an hormone with 
anti- apoptotic and proliferation activities– in human Schwann cells. Recently it has 
been reported that IGF-I can inhibit inducible nitric oxide synthase (iNOS) 
expression and consequently nitric oxide (NO) production in macrophages infected 
with Leishmania amazonensis. Based on these data, we have investigated the 
potential involvement of IGF-I on macrophage deactivation observed during 
mycobacterial infection. For this purpose, RAW 264.7 murine macrophages were 
treated or not with M. leprae and the expression of IGF-I was monitored by 
quantitative RT-PCR and specific sandwich ELISA. Two other species of 
mycobacteria, M. bovis BCG and M. smegmatis, respectively, an attenuated strain 
of M. bovis and a nonpathogenic mycobacterium, were tested for comparison. M. 
leprae or BCG treatment, in contrast to M. smegmatis, positively regulated the 
expression of IGF-I by RAW cells when compared with control cultures. 
Furthermore, we also investigated the effect of IGF-I on mycobacterium-induced 
iNOS expression and NO production in RAW 264.7 macrophages. NO production 
was evaluated by determination of nitrite concentration in the culture media using 
the Griess reagent and iNOS expression was monitored by Western Blot. M. leprae 
was a weak stimulus for iNOS induction. In contrast, BCG and M. smegmatis 
induced iNOS expression and, as a consequence, significan levels of NO 
production in RAW macrophages. Interestingly, IGF-I pre-treated cells showed a 
significant reduction in nitrite production after infection with mycobacteria that 
correlated with the down regulation of iNOS expression. Moreover, IGF-I was able 
to partially reduce NO production induced by recombinant interferon-gamma. 
Taken together, these results suggest that IGF-I may contribute to mycobacterium 
persistent in the host by down modulating host innate response during infection. 
 

 
 
 
 
 
 

 
 



RESUMO 
 
 
 

Fagócitos mononucleares são células alvo para micobactérias patogênicas 
como M. tuberculosis e M. leprae. Essas micobactérias têm a capacidade de 
modular os mecanismos microbicidas dos macrófagos, sobreviver e replicar 
nessas células. Contudo o mecanismo molecular envolvido nesta desativação não 
é totalmente compreendido. Dados do nosso laboratório têm demonstrado que o 
M. leprae é capaz de induzir a expressão do fator de crescimento semelhante a 
insulina I um hormônio com efeito anti-apoptotico e com atividade de proliferação – 
em Células de Schwann humanas. Recentemente, foi relatado que IGF-I é capaz 
de inibir a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e 
conseqüentemente a produção de óxido nítrico em macrófagos induzido por 
Leshimania amazonensis. Baseado nestes dados, nós temos investigado o 
envolvimento do IGF-I na desativação dos macrófagos observada na infecção 
micobacteriana. Com este propósito, macrófagos murinos da linhagem RAW 264.7 
foram estimulados ou não com M. leprae e a expressão de IGF-I foi monitorada 
através de RT-PCR quantitativo e ensaio imunoenzimático específico, ELISA. 
Duas outras espécies de micobactérias, M. bovis BCG e M. smegmatis, 
respectivamente, uma cepa atenuada de M. bovis e uma micobactéria não-
patogênica, foram testadas para comparação. O estímulo com M. leprae ou BCG, 
em contraste com M. smegmatis, regulou positivamente a expressão de RNAm 
para IGF-I e aumento significantemente os níveis da proteína quando comparado 
com a cultura controle. Além disso, nós também investigamos o efeito do IGF-I na 
produção de NO e na expressão de iNOS induzida por micobactérias em 
macrófagos RAW 264.7. A produção de NO foi monitorada pela determinação da 
concentração de nitrito no sobrenadante em meio de cultura, utilizando reagente 
de Griess e a expressão de iNOS monitorada por Western Blot. M. leprae foi um 
fraco estimulo para indução de iNOS. Em contraste, BCG e M. smegmatis 
induziram a expressão e, como conseqüência, uma significantiva produção de NO 
em macrófagos RAW. Interessantemente, células pré-tratadas com IGF-I 
mostraram uma significantiva redução na produção de nitrito após a estímulo com 
micobactérias, o que correlacionou com uma regulação negativa da expressão de 
iNOS. Além disso, IGF-I foi capaz de reduzir parcialmente a produção de NO 
induzida por IFN-γ recombinante. Esses resultados sugerem que o IGF-I pode 
contribuir para a persistência micobacteriana no hospedeiro, modulando 
negativamente a resposta imune inata durante a infecção. 
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2-OBJETIVOS  

 

 

2.1-Objetivo Geral 

 

Estudar o papel do IGF-I na desativação funcional induzida pelo Mycobacterium 

leprae em macrófagos  

 

 

2.2-Objetivos específicos 

 

• Caracterizar morfologicamente a interação de M. leprae, BCG e M. 

smegmatis com macrófagos murinos da linhagem RAW 264.7 

 

• Verificar se o M. leprae induz o aumento da expressão de RNAm IGF-I e da 

proteína em macrófagos murinos. 

 

• Avaliar a produção de óxido nítrico por macrófagos estimulados com M. 

leprae, BCG e M. smegmatis na presença e ausência de IGF-I. 

 

• Avaliar a expressão da enzima iNOS em macrófagos estimulados com M. 

leprae, BCG e M. smegmatis na presença e ausência de IGF-I 

 

• Investigar o efeito do IGF-I sobre a produção de óxido nítrico e expressão 

de iNOS induzida por IFN-γ em macrófagos.  

 

• Avaliar a produção de PGE2 em macrófagos estimulados com M. leprae, 

BCG e M. smegmatis na presença ou ausência de IGF-I. 

 

 

  



3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Obtenção e Manutenção de Macrófagos 

 

Neste estudo foram utilizados macrófagos de camundongos de duas 

diferentes origens: i) linhagem RAW 264.7 e ii) macrófagos peritoneais de 

camudongos C57Bl/6. 

A linhagem de macrófagos RAW 264.7 foi obtida através da ATCC 

(American Tissue Collection) e gentilmente doada pelo Dr. Neil Reiner da 

University of British Columbia, BC, Canadá. Esta linhagem é estocada em 

alíquotas, no nitrogênio líquido, em solução contendo 10% de DMSO (Sigma 

Chemical Company, St Louis, MO, EUA) e 90% soro fetal bovino (CULTILAB, 

Campinas, SP, Brasil). Para o início do cultivo, as células foram descongeladas 

em banho-maria a 37ºC, ressuspensas em 5 mL de meio RPMI 1640 comercial 

(LGC Biotecnologia, SP, Brasil) e suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 

nM de HEPES, 100 U/mL de Penicilina, 100 U/mL estreptomicina (Invitrogen, 

Rockville, MD, EUA), 1 mM Glutamax (LGC Biotecnologia), pH 7.4. As células 

foram centrifugadas a 500 x g por 10 min para retirada do DMSO e ressuspensas 

novamente em meio RPMI completo. As células foram mantidas em garrafas de 

cultura (NUNC A/S, Roskilde, Dinamarca) de 25 cm2, à temperatura de 37ºC e 

atmosfera de 5% CO2. Para a realização dos experimentos, a monocamada 

celular era lavada com PBS (Invitrogen) por duas vezes e as células removidas da 

garrafa de cultura com o auxílio de um “scraper”, em meio RPMI completo. A 

suspensão celular era contada em câmara de Neubauer e, aproximadamente, 

4x105, 8x105 ou 2x106 células eram transferidas para placa de cultura (Corning Life 

Sciences, NY, EUA) de 24, 12 ou 6 poços, respectivamente. 

Macrófagos primários foram obtidos através da coleta de lavado peritoneal 

de camundongos isogênicos C57Bl/6, gentilmente doados pela Drª Patrícia Bozza 

do Laboratório de Imunofarmacologia do Instituto Oswaldo Cruz, (FIOCRUZ). A 

suspensão de células obtida do lavado peritoneal foi centrifugada a 500 x g por 10 



min, a 4°C. O sobrenadante obtido foi descartado e as células ressuspensas e 

lavadas com PBS por duas vezes. Os macrófagos obtidos foram submetidos à 

contagem em câmara de Neubauer, e 2,5 x104 células por poço foram cultivados 

em placas de cultura de 12 poços incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C 

por duas horas para permitir a adesão das células aos poços. Em seguida, o 

sobrenadante foi removido e as células lavadas duas vezes com PBS com cálcio e 

cultivadas em meio RPMI completo suplementado com 10% de soro fetal bovino à 

temperatura de 37ºC e atmosfera de 5% CO2. 

 

 

3.2 Micobactérias 

 

3.2.1 Obtenção de Mycobacterium leprae 

 

     Foram utilizadas duas diferentes fontes de M. leprae letalmente 

irradiados no presente estudo: 

1) M. leprae proveniente de tecidos infectados de tatus, doado pelo Dr. 

Patrick Brennan do Departamento de Microbiologia da Colorado State University, 

Fort Collins, CO, EUA. Estes bacilos foram obtidos através de purificação de 

tecidos de fígado e baço de animais infectados utilizando o método de Draper 

(Hunter et al., 1982). Resumidamente, esta metodologia consiste em irradiar 

tecidos infectados com 2,5 Mrads, homogeneizar em tampão PBS pH 7,2, em gelo 

por 3 min; centrifugar a 10.000 x g por 10 min, ressuspender em tampão contendo 

0,135 M NaCl, 0,2 M Tris, 0,01 M MgSO4, filtrar a suspensão e centrifugar 

novamente a 10.000 x g por 10 min. O sedimento foi centrifugado em 8 mL de 

gradiente de Percoll a 50% por duas vezes. O M. leprae foi, então, ressuspenso 

em PBS e mantido a - 70°C até sua utilização. 

2) M. leprae proveniente de coxim plantar de camundongos atímicos (nude) 

infectados foi gentilmente cedido pelo Dr. James Krahenbuhl, do National 

Hansen´s Disease Laboratory, School of Veterinary Medicine, Baton Rouge, LA, 

EUA. Os bacilos foram recuperados da pata dos camundongos aproximadamente 



6 meses após inóculo, através de centrifugação em gradiente de Percoll de 

homogenados da pata do camundongo. A suspensão de bacilos foi tratada com 

hidróxido de sódio 0,1 M e mantida a 4°C em meio de cultura 7H12 (Difco 

Laboratories, MI, EUA). 

A suspensão de bacilos recuperados foi quantificada utilizando o método de 

Shepard & McRae (1968). Neste método, retira-se uma pequena alíquota para 

preparação de esfregaços em lâmina de vidro (Fisherbrand, Pittsburg, PA, EUA) e 

coloração pelo método de Kynion fazendo diluições de 10 e 100 vezes ou sem 

diluição do material. Este foi fixado com formol-leite em vapor de formaldeído e 

calor. Os bacilos foram corados pelo método de Kynion utilizando fucsina básica 

por 5 min e lavados com água corrente. As lâminas foram, então, lavadas com 

solução álcool-ácida e, em seguida, com água novamente para a retirada de 

excesso do corante. Finalmente, os esfregaços foram corados com azul de 

metileno por 3 min e lavados com água. A contagem do número de bacilos foi 

realizada em microscópio óptico com lente de imersão de 1000X (Nikon Eclipse 

E400). Os bacilos foram, então, estocados a - 70°C até sua utilização. 

Nos ensaios de dosagem de nitrito e expressão de óxido nítrico sintase 

induzível, foram utilizadas bactérias purificadas de camundongos nude infectados. 

Os demais ensaios foram realizados com M. leprae proveniente de tatus. 

 

 

3.2.2 Obtenção de Mycobacterium smegmatis e Mycobacterium bovis 

BCG 

 

O M. smegmatis mc2 155 foi doado por Thomas Dick da Universidade de 

Singapura, sendo cultivado em meio Middlebrook 7H9 (Beckton, Dickinson and 

Company, Sparks, MD, USA).  

O BCG (cepa Pasteur) foi doado pelo pesquisador Franco Mennozzi do 

Instituto Pasteur, Lille, França (linhagem 1173P2 WHO, Estocolmo, Suécia; 

passagens 3 a 8) e cultivado também em meio 7H9.  



Estas micobactérias foram cultivadas em meio 7H9 suplementado com 0,05 

% de Tween 80 e 10 % de ADC (0,2 % de glicose, 0,5 % de albumina de soro 

bovino [BSA], 0,085 % de cloreto de sódio) sob agitação constante com barras 

magnéticas em incubadora à 37°C. O cultivo foi interrompido quando a cultura 

atingiu uma densidade óptica (600nm) igual a 1,0 em um espectrofotômetro 

(Ultrospec 2100 pro UV/visible), correspondente à fase exponencial de 

crescimento destas bactérias. O número de bacilos foi determinado através do 

método de Shepard e McRae (1968) e as alíquotas foram, então, congeladas a – 

70°C até o seu uso. Ambas micobactérias foram mortas através de tratamento a 

100°C por 5 min para realização de todos os experimentos. 

 

 

3.3 Coloração do M. leprae com Isotiocianato de Fluoresceína (FITC) 

 

Os bacilos foram corados com 0,1 mg/ml de FITC (Sigma) em tampão 

carbonato 100 mM, pH 9,6 por 1 hora à temperatura ambiente. A suspensão de 

micobactérias foi centrifugada a 14.000 x g em microcentrífuga (5415 Eppendorf) 

por 10 minutos, e o sedimento ressuspenso em 1 mL de PBS, e o procedimento 

de lavagem foi repetido por mais 2 vezes para retirada de excesso de fluorocromo 

(Drevets et al., 1991). As micobactérias foram, então, finalmente ressuspensas em 

PBS e a eficiência da marcação monitorada em microscópio de fluorescência 

(Nikon Eclipse E400) com lente de imersão de 100x (aumento final 1000x). Uma 

alíquota foi separada para contagem do número de bacilos e as demais 

prontamente utilizadas ou estocadas a -70ºC até o momento de uso. 

 

3.4 Avaliação da morfologia celular e do grau de associação do M. 

leprae aos macrófagos RAW 264.7 

 

Para tal procedimento, macrófagos da linhagem RAW 264.7 foram 

cultivados sobre lamínulas de vidro em placa de 24 poços e tratados ou não com 

10ng/mL de IFN-γ (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA) ou M. leprae 



previamente marcado com FITC nas proporções bactéria:célula 10:1 ou 50:1 por 

48 horas. Após este período, as células foram lavadas duas vezes com PBS e 

fixadas com paraformaldeído 4% por 15 minutos a 37ºC. As células foram lavadas 

mais duas vezes com PBS e posteriormente, realizada a coloração nuclear com 

bis-benzemida por 5 min, seguida de uma última lavagem com PBS. Foi colocada 

uma gota de “anti-fading” (Merck, Darmstadt, Alemanha) em uma lâmina de vidro. 

As lamínulas foram, então, transferidas para a lâmina, de modo que ficassem 

voltadas para a lâmina. As lamínulas foram posteriormente imobilizadas com 

Entellan (Merck) e observadas por contraste de interferência diferencial (DIC) e 

sob excitação a 470 e 365nm ao microscópio de fluorescência Observer.Z1 (Zeiss, 

Oberkochen, Alemanha). 

 

3.5 Avaliação da viabilidade celular por reação enzimática de redução 

do sal Metiltetrazólio (MTT) 

 

Foram plaqueados cerca de 4x104 macrófagos RAW 264.7 por poço em 

placa de 24 poços em meio RPMI completo suplementado com 10% de soro e 

estimuladas ou não com M. leprae.  

Após 24, 48 ou 72 h de cultivo a 37ºC na estufa de 5% de CO2 , a 

quantificação da viabilidade celular foi realizada através da clivagem do sal de 

tetrazolium, MTT (3-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

(Mosmann, T., 1983) onde, cada poço da cultura foi incubado com MTT (0,2 

mg/mL - Sigma) por 4 horas a 37ºC na estufa de 5% de CO2. Após este período, 

100 µL de SDS a 10% foi adicionado, as culturas homogeneizadas e a 

absorbância determinada em leitor de ELISA (BioTek ELX 800, BioSystems, 

Curitiba, PR, Brasil) a 590nm (conforme descrito por Syroid et al., 1999). Os 

resultados apresentados foram expressos em valores de densidade ótica (D.O.), 

correspondentes à redução enzimática do MTT.  

 

 



3.6 Isolamento de RNA total 

 

Macrófagos da linhagem RAW 264.7 foram cultivados em placas de 6 

poços e após estímulo ou não com as diferentes micobactérias, os sobrenadantes 

foram coletados e, o RNA total  das células foi extraído com 1 mL do reagente 

Trizol (Invitrogen), de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante do reagente. 

Seguindo as instruções do fabricante, o material foi homogeneizado em 

vórtex por alguns segundos antes da adição de 200 µL de clorofórmio (Merck). 

Posteriormente as amostras foram incubadas por 3 minutos à temperatura 

ambiente e centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4ºC. A fase aquosa foi, 

então, transferida para um novo tubo e misturada a 500 µL de isopropanol 

(Merck). Após 10 min de incubação à temperatura ambiente o sobrenadante foi 

desprezado e as amostras foram novamente centrifugadas a 12.000 x g por 10 

minutos a 4ºC, com precipitação do RNA. O sobrenadante foi desprezado e o 

sedimento lavado cuidadosamente com 1 mL de etanol 70% gelado. O sedimento 

final foi ressuspenso em água deionizada previamente tratada com 

dietilpirocarbonato (DEPC). 

O RNA total purificado foi quantificado em espectrofotômetro Nanodrop 

1000 (Uniscience) e sua integridade avaliada através de eletroforese em gel de 

agarose, em condição desnaturante, a 1,2 % em presença de formaldeído. 

 

 

3.7 Tratamento com DNase e Síntese do cDNA 

 

Com o objetivo de eliminar DNA genômico contaminante, RNA total 

purificado (5µg) de cada uma das amostras foi tratado com DNase I livre de 

RNase (invitrogen) por 1 hora à temperatura  ambiente. A reação foi interrompida 

com 1µl de EDTA (Invitrogen).  

Cada amostra foi dividida em alíquotas de 5µl e utilizadas em reações de 

síntese de cDNA na presença ou ausência da enzima transcriptase reversa 

(Superscript III – Invitrogen), usando oligo dT como iniciadores para gerar “cDNA 



good” e “cDNA mock”, respectivamente, de acordo com as instruções do 

fabricante. 

 

 

3.8 Reação em cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real  

 

Todas as reações em cadeia da polimerase em tempo real (PCR 

quantitativo) foram realizadas utilizando o sistema TaqMan (Applied Biosystems) 

com os pares de iniciadores específicos para as seqüências codificantes dos 

genes IGF-I (Mm 00439560) e GADPH (Mm 9999 9915) de camundongo.  

O ensaio foi realizado em placas ópticas de 96 poços onde adicionou-se 

12,5 mL de TaqMan Universal PCR Master Mix (2x), 1,25 µL dos iniciadores (20x), 

2 µL de cDNA e 9,25 µL de água em um volume final de 25 µL por poço. As 

amostras foram submetidas ao programa Prism Sequence Detection System 7000 

(Applied Biosystems) no termociclador ABI Prism 7000. As temperaturas usadas 

foram: desnaturação inicial a 95°C/10 min, 40 ciclos de desnaturação de 95ºC/15 

seg, anelamento a, 60ºC /1 min e extensão a 72 ºC/1 min, e extensão final a 

72ºC/2 min.  

A normalização da expressão relativa do IGF-I foi realizada através do 

controle constitutivo GADPH e os valores obtidos (Ct, “cycle threshold”) foram 

corrigidos e convertidos pela expressão relativa que é igual a 2(-∆∆Ct).  

 

 

3.9 Obtenção de Lisado Total de Macrófagos 

 

Culturas de macrófagos RAW 264.7 em meio RPMI suplementado com 

10% soro fetal bovino foram pré-incubadas ou não com 50 ng/mL de IGF-I 

recombinante por 30 minutos e, posteriormente, tratadas ou não com M. leprae, M. 

bovis BCG ou M. smegmatis; ou ativadas com IFN-γ. Após 48 horasd foram 

lavadas duas vezes com PBS e lisadas com tampão de lise RIPA (Current 

Protocols in Molecular Biology), contendo inibidores de proteases (Mini Complete 



– Roche) por 15 minutos no gelo. Os extratos celulares foram passados em 

seringa de insulina 1 mL para a quebra do DNA e centrifugados a 14.000 x g por 

15 min a 4ºC. Em seguida, o material precipitado foi descartado e as proteínas 

contidas no sobrenadante foram dosadas com Ácido Bicinconínico (kit BCA – 

Pierce, EUA), utilizando albumina bovina sérica (BSA) como proteína padrão. As 

amostras foram imediatamente aplicadas em gel de poliacrilamida ou estocadas a 

- 20°C até o momento de uso. 

 

3.10 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na presença de Dodecil 

Sulfato de Sódio (SDS-PAGE) 

 

Neste procedimento utilizou-se 25 µg de proteínas diluídas em tampão de 

amostra e fervidas durante 5 minutos foram aplicadas em gel de 8,5% de 

poliacrilamida. A eletroforese foi realizada em tampão de corrida Tris 

0,25M/Glicina 19,2M contendo 0,1%de SDS, utilizando-se cuba Might Small 

Transphor (Amersham Biosciences, Piscataway, USA) sob amperagem de 25mA 

por aproximadamente 2 horas. O padrão de massa molecular (Pharmacia) 

utilizado é composto pelas seguintes proteínas: Miosina 212 kDa, Macroglobulina 

170 kDa, β- Galactosidade 116 kDa, Transferrina 76 kDa e Ácido Glutâmico 

Desidrogenase 53 kDa. 

 

 

3.11 “Western blot” 

 

As proteínas foram eletroforeticamente transferidas sob amperagem de 

400mA por 1 hora a 4ºC durante 1 hora para uma membrana de nitrocelulose 

(Hybond-C Extra – Amersham Bioscience) em tampão de transferência e montado 

na cuba de transferência. O “sanduíche” contendo: esponja, papel de filtro, 

membrana de nitrocelulose, gel de poliacrilamida, papel de filtro e esponja foi 

colocado em mini cuba de transferência (Amersham). Logo após,  a membrana foi 

corada com solução “amido black” para a confirmação da eficiência da 



transferência e identificação do padrão de massa molecular. Em seguida a 

membrana foi lavada com TBS-0,1%Tween (TBS-T) e bloqueada com solução de 

TBS-T/3% leite desnatado (Molico) por duas horas. Logo após a membrana foi 

incubada por 1 hora com anticorpo policlonal anti-iNOS2 (1:200; Santa Cruz, CA, 

EUA) ou anticorpo monoclonal anti-α-Tubulina (1:200; Santa Cruz) diluídos em 

TBS-T/3% leite. Após esse período a membrana foi lavada duas vezes com TBS-T 

por 5 minutos e incubada com anticorpo secundário anti-IgG de coelho ou anti-IgG 

de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma) diluídos 1:40.000 e 1:30.000, 

respectivamente. A membrana foi lavada 3 vezes por 15 minutos com TBS-T e 

transferida para o cassete de revelação. 

Para revelação o cassete foi levado à câmara escura e adicionado por 

sobre a membrana 200µl do substrato quimioluminescente ECL-Advance Western 

blotting Detection kit (Amersham). As membranas foram expostas a um filme 

fotográfico (Hyperfilm ECL; GE Healthcare), em câmara escura e a revelação foi 

feita utilizando-se procedimento convencional. 

Os gráficos de análise densitométrica apresentados foram realizados 

utilizando o programa ImageJ. Os resultados foram gerados a partir do cálculo da 

razão entre valores de densitometria do perfil de bandas de expressão de α-

tubulina e iNOS e, expressos em unidades arbitrárias. 

 

 

3.12 Dosagem de IGF-I 

 

A quantificação de IGF-I em sobrenadantes de culturas de macrófagos 

RAW 264.7 tratados ou não com as micobactérias por 48 h foi realizada pela 

técnica de ELISA de acordo com as instruções do kit fornecidas pelo fabricante 

(R&D Systems). 

Resumidamente, placas de 96 poços pré-recobertas com anticorpo primário 

anti-IGF-I receberam 50 µL de concentrações conhecidas de IGF-I recombinante – 

utilizado como proteína padrão para a geração da curva – ou 50 µL amostra de 

sobrenadantes de culturas de células RAW 264.7 estimuladas conforme descrito 



acima. A placa permaneceu incubada por 2 h a 4°C, seguida de 4 lavagens com 

tampão fornecido pelo kit. Logo após, foi adicionado o anticorpo secundário 

policlonal e realizada incubação de 1 h à 4°C. Os poços foram lavados mais 4 

vezes e incubados com substrato por 30 min à temperatura ambiente, protegido 

da luz. A reação foi interrompida com a adição de ácido sulfúrico (H2SO4; 2N) e a 

absorbância determinada em espectrofotômetro a 450 nm. Após a leitura os 

resultados foram analisados com base na confecção da curva padrão. 

 

 

3.13 Dosagem de Nitrito  

 

A produção de óxido nítrico, em sobrenadantes de culturas de macrófagos 

RAW 264.7 e macrófagos primários – foi determinada pela dosagem de nitrito 

(NaNO2) utilizando o método de Griess (Green et al., 1982). Este método consiste 

na adição de 100 µL da amostra ou da curva padrão para o desenvolvimento da 

reação colorimétrica. 

Um volume de 100 µL de concentrações conhecidas de nitrito de sódio em 

concentrações que variam de 5µM a 100µM – para elaboração da curva padrão – 

ou amostras de sobrenadantes de culturas de macrófagos RAW 264.7 ou 

macrófagos primários foram adicionados à placas de 96 poços e misturados a 200 

µL de reagente de Griess (Sigma) por 15 min, à temperatura ambiente. A leitura 

das densidades ópticas foi realizada em espectrofotômetro a 570nm e os 

resultados foram analisados com base na construção de curva padrão. 

 

 

3.14 Dosagem de PGE2 

 

A quantificação de prostaglandina E2 foi realizada através de ensaio 

imunoenzimático de competição, seguindo protocolo estabelecido pelo fabricante 

do kit (Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI, USA).  



As placas pré-recobertas com anti-IgG de camundongo produzida em 

carneiro receberam quantidades definidas de anticorpo monoclonal anti-PGE2, da 

amostra de sobrenadantes de culturas de macrófagos estimulados ou não, e de 

uma forma de PGE2 conjugada à acetilcolinesterase. Esta PGE2 conjugada 

compete pelos sítios de ligação de PGE2 nos anticorpos monoclonais com PGE2 

da amostra experimental de forma a estabelecer um equilíbrio de ligações 

químicas tal que a ligação de PGE2 conjugada à acetilcolinesterase será menor 

quanto maior for a concentração de PGE2 da amostra experimental. A seguir foi 

dado ao sistema um reagente que contém substrato para a enzima 

acetilcolinesterase (acetiltiocolina) que, ao sofrer o processo enzimático pela 

acetilcolinesterase, gera tiocolina, que por sua vez se conjuga ao ácido 2-

nitrobenzóico produzindo o ácido 5-tio-2-nitrobenzóico, que tem absorbância ótima 

a 412 nm. 

A análise dos resultados foi feita de forma inversa à intensidade do sinal da 

absorbância, já que quanto maior a concentração de PGE2 na amostra, menor 

será a ligação de PGE2 conjugada à acetilcolinesterase e, portanto, menor a 

intensidade de absorbância. Os resultados de absorbância foram convertidos em 

concentrações de PGE2 pela comparação dos dados gerados pela curva padrão, 

construída com concentrações conhecidas de PGE2. 

 

 

3.15 Análise gráfica e estatística 

 

Os resultados foram representados como média +E. P. M. (Erro padrão da 

média) e avaliados estatisticamente pelo teste “t student”. Os valores foram 

considerados significativos quando o valor de p foi igual ou inferior a 0,05 

(p<0,05). Para análise estatística dos resultados deste estudo, foi utilizado o 

programa GraphPad Prism vs 3.0. 

 

 

 



4. Resultados 

 

4.1 Análise morfológica e grau da associação na interação de micobactérias 

com macrófagos murinos da linhagem RAW 264.7. 

 

 Neste estudo utilizamos a linhagem celular RAW 264.7, uma célula já bem 

caracterizada e de fácil manipulação e manutenção para os estudos in vitro. 

Primeiramente determinamos o grau de associação das micobactérias a estas 

células, assim como o aspecto morfológico dos macrófagos após estimulação. 

Três espécies de micobactérias com diferentes graus de virulência foram 

comparadas ao longo deste trabalho, a saber: o M. leprae, espécie virulenta, o M. 

bovis BCG, cepa de baixa virulência, e o M. smegmatis, espécie avirulenta. As 

micobactérias foram previamente corada com FITC e mortas pelo calor, as células 

foram cultivadas em placas de 24 poços sobre lamínulas e estimuladas com as 

micobactérias numa proporção de  50 bactérias para uma célula, ou com IFN-

γ (10 ng/ml) por 48 horas. As lamínulas foram observadas por microscopia de 

campo claro e contraste de interferência diferencial (DIC) para análise morfológica 

e grau de associação das bactérias aos macrófagos. Como mostrado na Figura 4, 

os macrófagos tratados com IFN-γ apresentaram morfologia característica de 

célula ativada, promovendo uma mudança da célula antes arredondadas para uma 

forma achatada e espalhada. Contudo, nas culturas estimuladas com M. leprae 

apenas poucas células apresentavam esta morfologia, mostrando um aspecto 

bem semelhante às culturas controle não estimuladas.  Já as células estimuladas 

com BCG e M. smegmatis mostraram uma morfologia mais aproximada às células 

ativadas com IFN-γ. Esta diferença morfológica observada entre as células 

estimuladas com M. leprae e com as outras duas espécies de micobactérias não 

pôde ser atribuída a diferenças nos níveis de fagocitose entre elas, uma vez que 

nas três situações aproximadamente 100% das células apresentavam bactérias no 

seu interior (Figura 4).  
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Figura 4. Morfologia de macrófagos RAW 264.7 após incubação com Micobactérias.  
Fotografias obtidas por microscopia de campo claro e contraste diferencial interferencial (DIC) de 
macrófagos RAW 264.7 submetidos por 48 h às seguintes condições experimentais: (A), Controle 
(RPMI), (B) tratados com M. leprae,  (C) tratados com M. smegmatis (D) tratados com BCG (50.1), 
(E) IFN-γ 10ng/mL e (F) tratados com M. leprae-FITC (50.1). Barra (A-D)= 50 µm 
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4.2 M. leprae e BCG, mas não M. smegmatis induzem a expressão e 

produção de IGF-I em macrófagos RAW 264.7. 

 

Em seguida fomos investigar se o M. leprae era capaz de induzir IGF-I em 

macrófagos à semelhança do previamente observado em células de Schwann 

(Rodrigues et al., 2009). O estudo foi realizado com a linhagem celular RAW 264.7 

e comparou-se o efeito do M. leprae com BCG e M. smegmatis (ver metodologia 

pág. 24). O RNA total foi extraído e purificado, e expressão de RNAm para IGF-I 

quantificada por PCR em tempo real utilizando iniciadores específicos. O RNAm 

para  IGF-I em cada amostra foi calculado em relação ao RNAm do gene 

constitutivo GADPH. Os resultados mostrados na figura 5 sugerem um aumento 

de aproximadamente 3 vezes na proporção de RNAm de IGF-I nas células 

estimuladas com M. leprae em relação aos valores encontrados em células não 

estimuladas ou estimuladas com as outras micobactérias. Este resultado, contudo, 

não atingiu significância estatística devido ao valor elevado do erro padrão da 

média observado entre os diferentes experimentos realizados. 

Numa etapa seguinte foi feita a quantificação do IGF-I secretado pelas 

células nos sobrenadantes das culturas através de ensaio imunoenzimático 

específico. Como mostra a Figura 6, foi possível observar um aumento 

significativo na produção de IGF-I nos macrófagos estimulados com M. leprae e 

BCG quando comparados às células não estimuladas. Contudo, esse aumento 

não foi observado nos macrófagos estimulados com M. smegmatis. Já os níveis 

de IGF produzidos por células estimuladas com BCG ou M. leprae não foram 

estatisticamente diferentes entre si.  Estes resultados indicam que o M. leprae é 

capaz de induzir a produção de IGF-I em macrófagos, mas diferentemente do 

observado em células de Schwann, este efeito não é especifico, sendo 

compartilhado com BCG.  Já o M. smegmatis, uma espécie avirulenta, foi incapaz 

de induzir a produção IGF-I nas células RAW nas condições experimentais 

utilizadas.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. M. leprae induz a produção de IGF-I em macrófagos RAW 264.7. Histograma 
mostrando os valores de IGF-I quantificados por ensaio imunoenzimático (ELISA) nos 
sobrenadantes de macrófagos RAW 264.7 incubados por 48 horas com: meio RPMI (controle), M. 
leprae (ML) 50:1, M. bovis BCG 50:1 e M. smegmatis (MS) 50:1. Os dados representam a media 
± erro padrão de 6 experimentos realizados em duplicata. Análise estatística: teste-t * p< 0,05.  
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Figura 5. M. leprae aumenta a expressão de RNAm para IGF-I em macrófagos RAW 
264.7. Análise quantitativa da expressão do RNAm de IGF-I em macrófagos, realizada 
através de reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR quantitativo), sob as 
seguintes condições de incubação: Meio padrão RPMI (controle), M. leprae 50:1 incubado por 
48 horas, M. bovis BCG 50:1 incubado por 48 horas e M. smegmatis 50:1 incubado por 48 
horas. O gráfico representa a media ± erro padrão de 4 experimentos independentes.  
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4.3 Análise da produção de NO e expressão da enzima iNOS por 

macrófagos RAW 264.7 tratados com M. leprae, BCG e M. smegmatis. 

 

A produção de espécies reativas de nitrogênio constitui um dos 

mecanismos microbicidas mais efetivos contra a infecção por micobactérias. O 

NO, principal espécie reativa, é produzido pela forma induzida da enzima NOS 

presente em macrófagos ativados. Nesta etapa do trabalho buscamos investigar a 

produção de NO em macrófagos RAW 264.7 estimulados com M. leprae, BCG e 

M. smegmatis. Para tal, culturas subconfluentes de macrófagos foram estimuladas 

com M. leprae em diferentes multiplicidades de infecção (MOI) e diferentes 

tempos.  Após incubação, a produção de NO foi avaliada indiretamente através de 

dosagem de nitrito no sobrenadante e a viabilidade celular determinada através da 

capacidade de redução do sal MTT.   

Inicialmente verificamos a produção de óxido nítrico por macrófagos 

estimulados com M. leprae em função do tempo.  Para tal, os macrófagos foram 

cultivados em placas de 24 poços e o sobrenadante foi recolhido após estimulação 

com M. leprae (MOI=50) por 24, 48 e 72 horas. Como mostrado na Figura 7 A, a 

produção de NO na cultura tratada com M. leprae apresentou um discreto 

aumento em relação ao controle não tratado. Contudo essa diferença foi 

estatisticamente significativa apenas no tempo de 72 horas. Ainda foi possível 

observar que no tempo de 72 horas houve uma evidente diminuição no número de 

células viáveis quando comparado ao tempo de 48 h, ficando este efeito mais 

evidente nas culturas estimuladas com M. leprae em relação às células controle 

(Figura 7B).  
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Figura 7. Cinética temporal de produção de NO por macrófagos RAW 264.7 tratados com 
M. leprae. (A) Histograma da análise quantitativa da produção de NaNO2 (µM) por macrófagos 
incubados ou não com M. leprae (50:1) no curso temporal de 24h, 48h e 72h. (B) Histograma da 
análise quantitativa da viabilidade celular realizado através de redução de MTT. Análise 
estatística: test-t * p< 0,05, **p< 0,001.  Os dados representam uma média ± erro padrão de 3 
experimentos realizados em duplicatas. 
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Nos experimentos seguintes, fixamos o tempo de incubação em 48 h e 

ensaiamos doses crescentes da bactéria. Na Figura 8A, observamos que o M. 

leprae induziu uma discreta produção de NO, porém essa indução não foi 

estatisticamente significativa mesmo na dose de 100 bactérias para uma célula. A 

Figura 8B mostra que a viabilidade celular não é alterada, mesmo em altas doses 

do bacilo. Os resultados obtidos nesta serie de experimentos obtidos nos levaram 

a adotar o tempo de 48 h e MOI de 50 nos experimentos subseqüentes com M. 

leprae. 

 

 

  

Figura 8. M. leprae não induz produção significativa de NO em macrófagos RAW 264.7.  
Histograma da análise quantitativa da produção de NaNO2 (µM) por macrófagos incubados com M. 
leprae em doses crescentes por 48 h (A). Em (B) Histograma da análise quantitativa do ensaio de 
viabilidade celular por MTT. Não houve diferenças significativas entre os grupos experimentais em 
A e B.. Os dados representam a média ± erro padrão de 3 experimentos independentes realizados 
em duplicata. 
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Diversos estudos indicam que micobactérias com baixa virulência como M. 

smegmatis e BCG induzem uma maior ativação dos macrófagos (Jordão et al, 

2008). Numa etapa seguinte do nosso trabalho avaliamos, então, os níveis de 

produção de óxido nítrico induzidos por M. smegmatis ou BCG no nosso modelo 

de infecção. Os macrófagos RAW foram tratados com as micobactérias nas 

proporções de 1, 10 e 50 bactérias por célula por 48 horas, e o sobrenadante das 

culturas coletado para mensuração de nitrito. Como demonstrado na Figura 9, 

tanto BCG com M. smegmatis induziram a produção de níveis significativos de 

NO, obtendo-se níveis maiores quando o MOI de 50 foi utilizado.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como a produção de NO por macrófagos está diretamente relacionada à 

expressão da forma induzida da NOS (iNOS) nestas células, numa etapa seguinte 

Figura 9. M. bovis BCG e M. smegmatis aumentam a atividade microbicida de 
macrófagos RAW 264.7. Histograma da análise quantitativa da produção de NaNO2 (µM) por 
macrófagos tratados por 48 horas com meio padrão RPMI (controle), M. bovis BCG (1:1, 10:1 e 
50:1), M. smegmatis (MS) (1:1, 10:1 e 50:1). Análise estatística: test-t * p< 0,05, **p< 0,001. Os 
dados representam a média ± erro padrão de 3 experimentos realizados em duplicatas. 
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avaliamos a expressão desta enzima nos macrófagos tratados com as diferentes 

micobactérias. Para tal, as células foram cultivadas em placa de 6 poços e 

estimuladas com as diferentes micobactérias (MOI=50) por 48 h.  As células foram 

em seguida lisadas com tampão RIPA e os extratos celulares obtidos foram 

clarificados através de centrifugação.  Após determinação da concentração 

protéica, quantidades equivalentes de proteína das diferentes amostras foram 

fracionadas em gel de acrilamida a 8,5%, transferidas para membrana de 

nitrocelulose e reveladas com anticorpo específico para iNOS.  Os resultados 

obtidos estão representados na Figure 10, onde, diferente das células tratadas 

com M. leprae, claramente se observa o aumento da expressão de iNOS em 

células estimuladas com BCG e M. smegmatis. Estes resultados estão de acordo 

com os dados de produção de NO acima relatados. Em resumo, os resultados 

gerados nesta serie de experimentos mostraram comportamentos distintos entre 

as micobactérias estudadas quanto à capacidade das mesmas de induzir a 

expressão de iNOS e conseqüente produção de NO em macrófagos RAW, 

estando esta capacidade relacionada com o grau de virulência das mesmas. 
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Figura 10. BCG e M. smegmatis, mas não M. leprae induzem a expressão de iNOS em 
macrófagos RAW 264.7  Análise por Western Blot da expressão de iNOS por macrófagos tratados 
com M. leprae (ML), BCG ou M. smegmatis (MS) por 48 horas. A banda majoritária observada na 
coloração por amido black foi utilizada como controle de carregamento. 



4.4 O pré-tratamento de macrófagos RAW 264.7 com IGF-I inibe a 

produção de NO e a indução da enzima iNOS em resposta às micobactérias  

 
 Uma vez comprovada a capacidade de micobactérias de induzir a 

produção de IGF-I por macrófagos, tornou-se relevante investigar um possível 

efeito inibitório deste hormônio na produção de NO induzida por estes 

microorganismos no nosso modelo de infecção in vitro.  Para tal, as células RAW 

foram semeadas em poços de 6 ou 24 poços e pré-tratadas com IGF-I por 30 

minutos antes da adição das micobactérias (MOI=50).  Os sobrenadantes foram, 

coletados para dosagem de nitrito e as células lisadas para avaliação da 

expressão de iNOS por Western blot. A Figura 11 mostra os resultados de 

dosagem de nitrito obtidos nas culturas tratadas com M. leprae. Nesta figura é 

possível constatar que os níveis basais de produção de nitrito pela célula RAW 

são inibidos de forma significativa pelo IGF-I, e que isto ocorre mesmo na 

presença da bactéria. Estes resultados foram corroborados quando analisamos a 

expressão de iNOS nas mesmas células. Como podemos observar na Figura 12, a 

expressão de iNOS foi completamente reprimida na presença de IGF-I tanto nas 

células controle, como naquelas tratadas com M. leprae.  
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Figura 11. IGF-I inibe a produção basal de NO por macrófagos RAW 264.7 tratados 
com M. leprae. Histograma da análise quantitativa dos níveis de NaNO2 (µM) por 
macrófagos pré-tratados ou não com IGF-I e incubados por 48 horas com meio padrão 
RPMI (controle), M. leprae 50:1 ou IFN-γ (10ng/mL). Análise estatística: test-t * p< 0,05. Os 
dados representam a média ± erro padrão de 5 experimentos realizados em duplicatas. 
 

Figura 12. IGF-I regula negativamente a expressão basal de iNOS em macrófagos RAW 264.7 
tratados ou não com M. leprae. (A) Análise por Western Blot da expressão de iNOS por 
macrófagos pré-tratados ou não com IGF-I e incubados por 48 horas com M. leprae. α-tubulina foi 
utilizada como controle de carregamento (B) Histograma da análise densitométrica da intensidade 
de expressão da bandas. 
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A seguir avaliamos a capacidade do IGF-I de modular a expressão de iNOS 

e conseqüente produção de NO induzida por BCG e M. smegmatis na célula 

RAW.  A Figura 13 mostra que o pré-tratamento das células com IGF-I resulta num 

bloqueio da produção de NO em macrófagos estimulados com essas espécies de 

micobactérias. 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. IGF-I bloqueia a produção de NO induzida por  M. bovis BCG e M. smegmatis 
em células RAW 264.7. O gráfico em barras mostra os níveis de NaNO2 (µM) em 
sobrenadantes de macrófagos pré-tratados com IGF-I e incubados ou não com M. bovis BCG 
(50:1) ou M. smegmatis (50:1) por 48 horas. Análise estatística: Test-t * p< 0,05, ** p<0.001. 
Os dados representam a média ± erro padrão um total de 4 experimentos realizados em 
duplicatas. 
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Para confirmar que a diminuição observada na produção de NO está 

relacionada com os níveis de expressão de iNOS, as células foram lisadas e as 

proteínas totais foram submetidas a Western Blot com anticorpo policlonal anti-

iNOS. Na Figura 14 podemos observar que o pré-tratamento com IGF-I inibe 

parcialmente a indução da expressão de iNOS por M. smegmatis e M. bovis BCG 

em células RAW.  As células pré-tratadas com IGF-I não expressaram níveis 

basais de iNOS, ao contrario das células que não receberam o hormônio, onde os 

níveis de iNOS se mostraram superiores, corroborando com os dados anteriores 

de produção de óxido nítrico por esses macrófagos. Estes dados indicam que o 

IGF-I é capaz de modular a expressão da enzima iNOS induzida por micobactérias 

em macrófagos RAW. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. IGF-I inibe a expressão de iNOS induzida por M. bovis BCG e M. smegmatis em 
macrófagos RAW 264.7. (A) Análise por Western Blot da expressão de iNOS por macrófagos 
pré-incubados ou não com IGF-I e tratados com M. bovis BCG ou M. smegmatis (MS). α-tubulina 
foi utilizado como proteína de expressão constitutiva para o controle de carregamento no gel. (B) 
Gráfico de barras mostrando a densitométrica da intensidade das bandas. Os dados foram 
extraídos de 1 experimento representativo de um total de 3. 
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 4.5. Análise do efeito do IGF-I sobre a produção de NO induzida por IFN-γγγγ em 

macrófagos RAW.  

  Considerando-se que IFN-γ desempenha papel central na ativação de 

mecanismos microbicidas em macrófagos infectados com micobactérias com a 

conseqüente eliminação destes microorganismos. Fomos avaliar se IGF-I seria 

também capaz de modular negativamente a produção de óxido nítrico induzida por 

IFN-γ. As células RAW foram pré-tratadas com IGF-I e estimuladas ou não com 10 

ng/mL de IFN-γ recombinante murino por 48 h. Os sobrenadantes foram coletados 

e os valores de nitrito observados mostrados na Figura 15. Como podemos 

observar, IGF-I foi capaz de inibir parcialmente a produção de NO por células 

RAW  em resposta a IFN-γ. 
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Figura 15. IGF-I modula negativamente a produção de NO em macrófagos RAW 264.7 
tratados com IFN-γγγγ. O gráfico em barras mostra os níveis de NaNO2 (µM) em sobrenadantes de 
macrófagos pré-tratados com IGF-I e incubados ou não com IFN-γ 10 ng/mL. Test-t * p< 0,05, ** 
p<0.001.  Os dados representam a média ± erro padrão de 4 experimentos realizados em 
duplicata. 
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4.6 Análise do efeito de IGF-I na produção de NO em macrófagos murino 

primários tratados com M. leprae. 

 

Nesta etapa do trabalho avaliamos o comportamento de macrófagos 

primários murinos no que se refere a produção de NO e modulação desta 

produção pelo IGF em células estimuladas com M. leprae ou IFN-γ. Macrófagos 

peritoneais provenientes de camundongos C57/BI6 foram cultivados em placa de 

12 poços, pré-tratados ou não com IGF-I seguida de estimulação com M. leprae 

ou IFN-γ. O sobrenadente foi então recolhido para estimativa da produção de NO e 

os valores obtidos estão representados na Figura 16. À semelhança do que foi 

observado em células RAW, o macrófago primário não produziu valores 

significativos de NO quando estimulados com M. leprae. Ao contrario, 

interessantemente, estes valores foram inferiores aos níveis basais observados 

nos sobrenadantes das células não estimuladas. O pré-tratamento das células 

com IGF-I foi contudo, incapaz de reduzir ainda mais estes valores. Já as células 

estimuladas com IFN-γ produziram valores significativamente maiores de NO em 

relação ao controle e estes níveis mostraram uma tendência de decréscimo nas 

células pré-tratadas com IGF-I. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Produção de NO por macrófagos primários murinos em resposta ao M. leprae 
e IFN-γγγγ. Gráfico de dispersão de pontos (cada ponto representa um animal) mostrando os 
níveis relativos de  NaNO2 (µM) presentes em sobrenadantes de macrófagos pré-tratados ou 
não com IGF-I e incubados por 48 horas com M. leprae 50:1 ou IFN-γ (10ng/mL). O valor da 
concentração de nitrito na cultura controle foi ajustado para 1 unidade. Test-t * p< 0,05, ** 
p<0.001.  Cada ponto no gráfico representa um animal. . 
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4.7 Macrófagos RAW 264.7 tratados com M.leprae ou IGF-I induzem um 

aumento na produção de prostaglandina E2. 

 

A prostaglandina E2, derivada de ácido araquidônico, está relacionada a 

modulação de várias atividades dos macrófagos, e particularmente na produção 

de óxido nítrico. Nesta última etapa do trabalho nos perguntamos se, no nosso 

modelo, o IGF-I per se e as micobactérias induzem a produção de PGE2 em 

macrófagos RAW. Para tal, as células foram estimuladas por 48 h e os 

sobrenadantes das culturas coletados para quantificação de PGE2 por EIA 

específica. Na Figura 17 podemos observar que tanto IGF-I como BCG foram 

capazes de induzir PGE2 de forma significativa. Os níveis de PGE2 produzidos em 

resposta ao M. leprae chegaram ao limiar de significância (p=0,0664). Nestes 

experimentos também avaliamos se o pré-tratamento dos macrófagos com IGF-I, 

antes da estimulação com as micobactérias, alterava os valores de PGE2 

produzidos, contudo as diferenças observadas não foram significativas. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. IGF-I e micobacterias induzem  a produção de PGE2 em macrófagos RAW. 
Gráfico mostrando os níveis de de PGE2 em sobrenadantes de macrófagos pré-incubados ou 
não com IGF-I e tratados com M. leprae (50:1), M. bovis BCG (50:1), M. smegmatis (50:1) e 
IFN-γ (10 ng/mL). Test-t * p< 0,05. Os dados representam a media ± erro padrão de um total de 
3 experimentos realizados em duplicatas. 
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5.1 Discussão 

 

Os macrófagos são células do sistema imune que desempenham papel 

fundamental na defesa contra microorganismos patogênicos. Estas células 

expressam um conjunto de receptores capazes de reconhecer estes 

microorganismos promovendo sua fagocitose e ativação de mecanismos 

microbicidas que podem levar à eliminação do patógeno (revisto por Gordon, e al, 

2007).  

Dentre os principais mecanismos microbicidas dos macrófagos está a 

produção de NO catalizada pela enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), 

cuja importância na eliminação de micobactérias patogênicas foi demonstrada de 

forma consistente no modelo experimental murino (MacMicking et al, 1997; Long 

et al, 1999; Adams et al., 2000 e Cooper et al., 2002). A expressão desta enzima é 

classicamente induzida pela citocina IFN-γ, produzida por linfócitos Th1 ativados 

em resposta a patógenos intracelulares como as micobacterias e que 

desempenham papel central no controle da infecção (revisto por Kaufmann, 2002). 

As micobactérias patogênicas são capazes de subverter a função 

microbicida dos macrófagos e sobreviver e se multiplicar no interior destas células. 

Estas bactérias parecem se utilizar de vários mecanismos para colonizar com 

sucesso os macrófagos. As micobactérias são, por exemplo, capazes de inibir a 

fusão do fagossoma ao lisossoma, evitando assim a acidificação da vesícula 

contendo o patógeno e sua exposição a enzimas hidrolíticas, favorecendo sua 

sobrevivência (revisto por Rodhe et al., 2007; Ehrt e Schnappinger, 2009). Os 

macrófagos infectados com M. leprae também se mostram funcionalmente 

alterados e incapazes de serem ativados por IFN-γ (Sibley e Krahenbuhl, 1988). 

Contudo, os mecanismos moleculares responsáveis pela modulação negativa 

exercida pelo M. leprae sobre a função efetora dos macrófagos foram até hoje 

pouco esclarecidos. No presente trabalho levantamos a hipótese de que o IGF-I 

produzido pela célula infectada poderia, numa ação autócrina e parácrina, 

contribuir para a regulação negativa da ativação macrofágica favorecendo a 

infecção pelo M. leprae. Nosso trabalho buscou avaliar um possível efeito 



imunomodulador do IGF-I focando no efeito deste hormônio sobre a geração de 

espécies reativas de nitrogênio produzido pelos macrófagos em resposta à 

infecção. Para atingir este objetivo, experimentos in vitro foram realizados 

utilizando como célula hospedeira a linhagem macrofágica murina RAW 264.7, um 

excelente modelo largamente empregado em estudos de produção de NO. 

Inicialmente caracterizamos nosso modelo de infecção, observando o grau 

de associação e aspectos morfológicos da célula RAW estimulada com M. leprae. 

Ao longo de todo nosso trabalho os efeitos do M. leprae foram comparados com o 

de outras duas espécies de micobactérias, o BCG, uma cepa atenuada de M. 

bovis, e o M. smegmatis, uma micobactéria avirulenta incapaz de causar doença 

em humanos (Martino et al, 2005). Esta comparação foi realizada com a finalidade 

de tentar identificar características que se correlacionassem com a virulência da 

espécie estudada e que potencialmente contribuam, assim, para sua patogenia. 

Utilizando uma proporção de 50 bactérias por célula, aproximadamente todas as 

células da cultura apresentavam bactérias internalizadas com 48 horas de cultura. 

Uma análise morfológica das culturas após este tempo de incubação mostrou a 

capacidade de M. smegmatis, em maior grau, seguida pelo BCG e finalmente pelo 

M. leprae em ativar os macrófagos, corroborando dados da literatura que indicam 

que a fagocitose de micobactérias patogênicas se dá de forma mais silenciosa, 

induzindo uma ativação pelos macrófagos menos acentuada quando comparada 

com espécies avirulentas (Silver et al, 1998). 

No primeiro segmento do nosso trabalho nos preocupamos em analisar se 

o M. leprae era capaz de induzir a secreção de IGF-I por macrófagos in vitro. 

Verificamos que o M. leprae é capaz de induzir a produção deste hormônio, 

observando-se um efeito semelhante quando as células foram estimuladas com 

BCG. Já M. smegmatis foi incapaz de induzir IGF-I nas condições utilizadas. 

Como já é descrito, a regulação gênica de IGF-I é classicamente regulada em 

macrófagos (Nagaoka et al, 1990), também avaliamos os níveis de RNAm para 

IGF-I após 48 h de tratamento das culturas com as micobactérias, observando 

uma tendência de aumento somente nas culturas estimuladas com M. leprae.  

Este resultado pode ser justificado pelo tempo tardio utilizado para análise da 



expressão de RNAm. Talvez no tempo de 48 horas já não seja mais possível 

observar o aumento da expressão de IGF-I, em macrófagos tratados com BCG. 

Sendo assim, se faz necessária uma análise das taxas de transcrição em tempos 

mais precoces de estímulo com as micobactérias para obter resultados mais 

definitivos. Contudo, é importante destacar que o M. smegmatis foi incapaz de 

induz a expressão de IGF-I nas condições analisadas, sugerindo que esse efeito 

só é característico de espécies patogênicas de micobactérias. 

Previamente nosso grupo já havia demonstrado que o M. leprae é capaz de 

induzir a secreção de IGF-I em células de Schwann através de um aumento na 

taxa de transcrição gênica (Rodrigues et al, 2009). Contudo, diferente do que 

ocorreu nos macrófagos, nas células de Schwann, este efeito parece ser mais 

seletivo, observando-se esta indução unicamente nas células estimuladas com 

essa bactéria e não em células estimuladas com BCG. Nesse trabalho foi 

demonstrado que a indução de IGF-I pelo M. leprae em células de Schwann 

promove a sobrevivência da célula hospedeira diante de estímulos anti-

apoptóticos como a remoção de soro, permitindo, assim, ao patógeno, preservar 

um nicho adequado para sua persistência no hospedeiro. 

Corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho, dados 

recentes do nosso grupo mostram expressão marcante de IGF-I em macrófagos 

com alta taxa de infecção presentes em lesões de pele de indivíduos com a forma 

lepromatosa da hanseníase (Rodrigues, L. dados não publicados). Este dado 

sugere que a capacidade do M. leprae de induzir IGF-I nos macrófagos RAW in 

vitro se reproduz in vivo durante o curso natural da hanseníase em humanos. 

Trabalhos realizados no inicio da década de noventa mostraram que macrófagos 

presentes em sítios inflamatórios constituem fontes importantes de IGF-I (Rom et 

al, 1988, Rom e Paakko, 1991). O IGF-I produzido pelos macrófagos teria 

importante papel no reparo tecidual em situações fisiológicas, assim como na 

fibrose observada em processos patológicos através do aumento da proliferação 

de fibroblastos e produção excessiva de colágeno pelos mesmos (Nagaoka, 1990; 

Wynes et al, 2003). Esse hormônio, também produzido por macrófagos, tem sido, 



implicado na patogenia de doenças pulmonares intersticiais como a fibrose 

pulmonar idiopática (Homa et al, 1995).  

Compreender o mecanismo utilizado pelas micobactérias para induzir IGF-I 

em macrófagos, incluindo a possível participação de mediadores inflamatórios, é 

uma questão relevante que merece ser explorada futuramente.  Os mecanismos 

que regulam a expressão de IGF-I pelos macrófagos ainda são pouco conhecidos 

(Wynes, 2003). Dentre os fatores que estimulam a produção de IGF-I por 

macrófagos estão o TNF-α, IL-1β e PGE-2 (Noble et al, 1993; Furnier et al, 1995).  

Todos estes mediadores são produzidos pelos macrófagos em resposta ao M. 

leprae (Sibley e Krahenbuhl, 1988; Suzuki et al, 1993) e poderiam, assim, estar 

envolvidos na indução de IGF-I por este microorganismo. Já os interferons 

(alfa/beta e gama) constituem fortes inibidores da expressão de IGF-I pelos 

macrófagos (Arkins et al, 1995 e Chacko et al, 2002).   

Vendrame, et al 2005 demonstraram que em macrófagos pré-tratados com 

IGF-I e infectados com L. amazonensis houve um favorecimento no crescimento e 

desenvolvimento desse protozoário, estando esse fato diretamente relacionado 

com uma significativa diminuição da produção de óxido nítrico e de iNOS por 

essas células, provavelmente promovido pelo IGF-I. Baseados nestes dados, e no 

fato de que M. leprae tem a capacidade de induzir o aumento desse fator de 

crescimento em macrófagos, buscamos avaliar o papel do IGF-I na infecção 

micobacteriana. Passamos, então, a investigar se o IGF-I poderia modular 

negativamente a função dos macrófagos, avaliando o seu efeito na indução da 

enzima iNOS e conseqüente produção de NO em resposta à micobactérias. Para 

isso, inicialmente caracterizamos a produção de NO induzida pelas diferentes 

espécies de micobactérias no nosso modelo de infecção. Nossos resultados 

mostram que o M. leprae, mesmo na proporção de 100 bactérias por célula, não 

foi capaz de induzir significantemente a produção de NO em células estimuladas 

por 48 h. Isso se justifica pela ausência de indução da enzima iNOS por esta 

micobactéria. Só foi observada produção de NO pelos macrófagos RAW 264.7 

após 72 h de estimulação com M. leprae. No entanto, verificamos também uma 

diminuição significativa do número de células viáveis neste tempo de incubação, o 



que nos levou a optar pelo tempo de incubação de 48 horas nos ensaios 

subseqüentes.    

  Já nas células estimuladas com BCG e M. smegmatis foi possível 

constatar um significativo aumento de iNOS assim como da produção de NO. 

Além disso, a viabilidade dos macrófagos no tempo de 48 horas também se 

mostrou favorável no estímulo com essas micobactérias (dados não mostrados). 

Estes dados estão de acordo com a literatura que indicam que BCG e M. 

smegmatis são capazes de ativar os mecanismos microbicidas dos macrófagos, 

induzindo um aumento significativo na produção de intermediários de nitrogênio e 

permitindo a fusão fagolisossomal (revisto por Ehrt e Schnappinger, 2009).  Por 

outro lado, a baixa capacidade do M. leprae de induzir a produção de NO em 

células RAW já havia sido descrita em trabalho anterior (Park, et al 1994). 

Passamos, então, a investigar o efeito da adição exógena de IGF-I sobre a 

produção de NO induzida pelas diferentes micobactérias nas condições 

experimentais estabelecidas.  Foi possível constatar que a produção de NO caiu 

significativamente em macrófagos pré-tratados com IGF-I em todas as situações 

estudadas, inclusive nas células controle onde os a produção basal foi reduzida 

significativamente mesmo na presença de M.leprae.  A redução na produção de 

NO teve uma correlação direta com a expressão da enzima iNOS que também se 

mostraram reduzidos nas  células  pré-tratadas com IGF-I Interessantemente, nos 

macrófagos estimulados com BCG e M. smegmatis foi possível observar que o NO 

produzidos nas células pré-tratadas foram reduzidos praticamente ao basal, 

indicando que o IGF-I exógeno foi capaz de bloquear a geração de radicais livres 

em resposta às micobactérias.  

Embora nosso conhecimento sobre a regulação recíproca entre a produção 

de NO e IGF-I em macrófagos ainda esteja insipiente, estudos recentes na lesão 

hepática durante o quadro de sépsis indicam uma inibição recíproca e direta entre 

ambos. Na sépsis provocada por bactérias Gram negativas, o lipopolissacarideo 

(LPS), ou endotoxina, é responsável pelas principais alterações fisiológicas 

observadas, dentre estas, um aumento nos níveis plasmáticos de citocinas pró-

inflamatórias e um concomitante decréscimo de IGF-I circulante, este último 



essencialmente produzido pelos hepatócitos.  Um estudo recente mostrou que a 

inibição da expressão de IGF-I por hepatócitos induzida por LPS é mediada 

principalmente pelo NO produzido em conseqüência da indução de iNOS pelo LPS 

(Priego et al, 2004; Priego et al, 2006).  Por outro lado, estudos in vivo mostram 

que a administração de IGF-I em ratos desafiados com LPS e D-galactosamina 

inibe a produção de citocinas pro-inflamatorias, assim como a expressão de iNOS 

no fígado, reduzindo a injuria tecidual (Hijikawa et al, 2008).  

Macrófagos são ativados geralmente em resposta a citocinas, com 

destaque especial para IFN-γ que desempenha um papel critico na eliminação de 

patógenos intracelulares e controle das infecções causadas por micobactérias 

(revisto por Kaufmann, 2002). Numa etapa seguinte, fomos avaliar a capacidade 

do IGF-I  de bloquear a produção de NO induzida por IFN-γ em células RAW. Os 

nossos resultados mostram que o IGF-I foi capaz de inibir parcialmente esta 

produção, sugerindo que este hormônio é capaz de tornar os macrófagos menos 

sensíveis à ação de IFN-γ. Dentro do nosso conhecimento, este é o primeiro relato 

indicando uma possível atenuação pelo IGF-I dos efeitos ativadores de IFN-γ 

sobre macrófagos.  

Já havia sido demonstrado previamente que IFN-γ regula negativamente a 

expressão de IGF-I em macrófagos murinos agindo na sinalização intracelular 

dependente de STAT-1 (Arkins et al, 1995), mas não existe relato na literatura 

sobre possíveis efeitos negativos do IGF-I sobre o IFN-γ.  Também a interferência 

recíproca entre o IGF-I e citocinas inflamatórias como o TNF-α e IL-1β vem sendo 

descrita na literatura no contexto de diferentes tecidos incluindo o sistema nervoso 

central onde a produção de IGF-I está relacionada com a prevenção da injuria 

tecidual (Connor et al, 2008).  

Prostanóides como PGE2 possuem papel imunomodulador inibitório 

(Snyder et al, 1982). Dados da literatura evidenciam que altas concentrações de 

PGE2 possuem um significante efeito imunosupressor, promovendo uma 

diminuição na proliferação de linfócitos, diminuição da atividade de células  

“natural killer”, diminuição na expressão de MHC II e desativação de macrófagos 

(Philips et al, 1991; Goto et al, 1983; Edwards et al, 1986). PGE2 é produzida 



majoritariamente por macrófagos, e vários estudos têm evidenciado que este 

prostanóide age como um inibidor da atividade citolítica de macrófagos ativados 

com IFN-γ ou LPS (Snyder et al, 1982).  Dados recentes indicam que o PGE2 é 

preferencialmente sintetizado em organelas denominadas de corpúsculos lipídicos 

(D’Avila et al, revisto por Bozza et al, 2009) 

Sibley e Krahenbuhl, 1988 relataram a participação de PGE2 como 

mediador da desativação funcional de macrófagos infectados com M. leprae.  A 

capacidade de PGE2 de induzir a síntese de IGF-I em macrófagos foi previamente 

observada (Furnier et al, 1995). Por sua vez, a indução de PGE2 promovida por 

IGF-I havia sido descrita apenas em células tumorais de ovário (Cao et al, 2007).  

          Na última etapa do nosso trabalho avaliamos a capacidade de IGF-I induzir 

a produção de PGE2 em macrófagos RAW, assim como um possivel efeito aditivo 

do IGF-I na indução de PGE2 observada em resposta às micobactérias.  Nossos 

resultados mostraram um aumento significativo na produção de PGE2 por células 

RAW tratadas com IGF-I, sugerindo que, à semelhança do observado em células 

tumorais (Cao et al, 2007), o IGF-I é capaz de modular positivamente a produção 

deste prostanóide em macrófagos. Da mesma forma, BCG e M. leprae, mas não 

M. smegmatis, induziram um aumento na produção de PGE2.  Estes resultados 

estão de acordo com dados recentemente publicados indicando que BCG e M. 

leprae, mas não M. smegmatis, induzem a formação de corpúsculos lipídicos e 

produção de PGE2 em macrófagos (D’Avila et al, 2006; Mattos et al., 2009). 

Contudo, o pré-tratamento das células com IGF-I não alterou de forma significativa 

a produção de PGE2 induzidos por BCG e M. leprae.  Uma possível explicação 

para este resultado é que o IGF-I endógeno produzido em resposta a estas 

micobactérias já seria suficiente para estimular a produção de PGE2 a valores 

máximos nas células infectadas. Experimentos futuros incluindo anticorpos 

neutralizantes contra IGF-I, assim como inibidores da biossíntese de PGE2, podem 

ajudar a esclarecer a possibilidade do IGF-I estar atuando via indução de PGE2, 

ou vice-versa, no bloqueio da produção de NO em macrófagos infectados com 

micobactérias.   



Resumindo, os dados obtidos no presente trabalho permitem sugerir que 

micobactérias patogênicas, ao contrario de espécies saprófitas, são capazes de 

induzir a produção de IGF-I em macrófagos infectados. Nossos resultados 

também permitem especular que o IGF-I produzido localmente pelos macrófagos 

infectados desempenhe um papel importante na patogenia destes 

microorganismos, regulando negativamente a resposta imune inata e favorecendo, 

assim, a persistência da infecção no hospedeiro.   

Esta hipótese é reforçada por dados recentemente gerados a partir da 

analise de diferentes aspectos das lesões de pele de pacientes com hanseníase.  

A abundância de macrófagos com aspecto espumoso (também denominados de 

células de Virchow) decorrente do acumulo de lipídeos é uma característica 

marcante das lesões de pacientes com hanseníase lepromatosa (Virchow , 1863; 

Ridley, 1974). Um trabalho recente do nosso grupo mostrou que pelo menos parte 

destes lipídeos se encontra acumulado em corpúsculos lipídicos (Mattos et al, 

2009) corroborando os dados de Kiszewski et al, 2003 que demonstraram 

significativa expressão de COX-2, enzima envolvida na biossíntese de 

eicosanóides, particularmente de PGE2, em lesões lepromatosas. Também, como 

já mencionado anteriormente, estes macrófagos expressam níveis marcantes de 

IGF-I (Rodrigues, L., dados não publicados).  

O fenótipo dos macrófagos presentes na lesão lepromatosa aproxima-se, 

assim, daquele descrito para macrófagos chamados de M2. Esta via alternativa de 

ativação/diferenciação dos macrófagos é favorecida num microambiente onde 

TNF-α está presente e  IFNs estão ausentes, o que leva à indução da produção de 

IGF-I pelo macrófago (revisto por Winston et al., 1999).  Esta via é também 

favorecida pelas citocinas IL-4 e IL-13 que igualmente induzem a produção de 

IGF-I pelos macrófagos (revisto por Martinez et al., 2009), estando de acordo com 

o perfil de citocinas Th2 predominante nas lesões lepromatosas (revisto por 

Sieling e Modlin, 1994).  Os macrófagos M2 são efetivos no controle de patógenos 

extracelulares, mas ineficazes contra patógenos intracelulares como as 

micobactérias, ao contrario dos macrófagos M1 que resultam da via clássica de 

ativação onde o IFN-γ desempenha papel central.  A via alternativa de ativação 



diminui as propriedades microbicidas dos macrófagos, aumenta a produção de IL-

10 e TGF-β, favorece a endocitose de ligantes manosilados e antagoniza a 

resposta induzida por LPS e IFN-γ (Wynes et al, 2003; revisto por Martinez et al., 

2009).   

Pouco ainda se conhece sobre o papel do IGF-I na fisiologia dos  

macrófagos, principalmente da sua função na resposta inflamatória em processos 

infecciosos. Contudo, no contexto de infecções micobacterianas este hormônio 

parece ser um componente com todos os pré-requisitos funcionais para a 

manutenção de um nicho favorável à moradia desses microorganismos.  Além de 

fortalecer a idéia de que os macrófagos infectados com M. leprae caminham para 

a via alternativa de diferenciação, nossos dados sugerem que a capacidade do M. 

leprae de induzir IGF-I contribui para esta diferenciação. O esquema abaixo 

resume os possíveis mecanismos de participação do IGF na interação macrófago- 

micobacterias patogênicas. Micobactérias não patogênicas estimulam a expressão 

de iNOS e conseqüentemente a produção de NO, favorecendo a eliminação do 

patógeno pela célula hospedeira. Contudo micobactérias patogênicas tem a 

capacidade de modular essa resposta e sobreviver dentro do hospedeiro. Nosso 

trabalho demonstrou que M. leprae e BCG têm a capacidade de induzir a 

produção de IGF-I em macrófagos murinos, podendo agir nessas células de forma 

parácrina ou autócrina. Nossos dados também demonstraram que o IGF-I 

promoveu uma diminuição significativa da produção de NO e da expressão de 

iNOS em macrófagos estimulados com micobactérias, contudo o M. leprae não é 

capaz de induzir a produção de iNOS,  promovendo um aumento significativo da 

produção de IGF-I em macrófagos murinos. Além disso, nesse trabalho foi 

demonstrado que IGF-I foi capaz de induzir o aumento na produção de PGE2, um 

mediador lipídico com papel antiinflamatório nas infecções micobacterianas e 

conhecido inibidor da expressão de iNOS. Assim, a regulação negativa de NO 

pelo IGF-I poderia ocorrer através do aumento da produção de PGE2. Alem disso, 

nossos resultados também apontam para um papel inibitório do IGF-I sobre a 

produção de NO em resposta a antígenos micobacterianos e ao IFN-γ. Finalmente, 

conforme descrito previamente, o IGF-I pode estimular a produção de IL-10 por 



células T (Kooijiman e Coppens, 2004), contribuindo para a manutenção de um 

perfil inflamatório Th2 e favorecendo a permanência do bacilo na célula 

hospedeira. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Esquema mostrando a indução de IGF-I por micobactérias patogênicas em macrófagos 

infectados e os possíveis efeitos anti-microbicidas deste hormônio através da inibição da 

expressão de iNOS e indução da produção de PGE-2. 
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6. Conclusões 

 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que: 

 

 

1. M. leprae e BCG induzem a produção de IGF-I em macrófagos murinos da 

linhagem RAW 264.7. O mesmo não foi observado em relação ao M. 

smegmatis, uma espécie de micobactéria avirulenta; 

 

2. M. bovis BCG e M. smegmatis estimulam a produção de NO e a expressão 

de iNOS em macrófagos RAW, diferente do M. leprae que não foi capaz de 

induzir esse aumento tanto em macrófagos RAW  quanto em macrófagos 

primários murinos; 

 

3. O pré-tratamento de macrófagos RAW com IGF-I inibe a produção de NO e 

a indução da enzima iNOS em resposta ao BCG e M. smegmatis. 

 

4. IGF-I foi capaz de inibir parcialmente a produção de NO em macrófagos 

tratados com IFN-γ; 

 

5. IGF-I, à semelhança do M. leprae e BCG, estimulou a produção de PGE2 

em macrófagos RAW 264.7. 

 
 

 
Em conjunto, estes resultados sugerem a participação de IGF-I na resposta do 

hospedeiro à micobactérias, com potencial contribuição para a patogênia destes 

microorganismos através da inibição da geração de radicais reativos de nitrogênio 

e conseqüente favorecimento de sua sobrevivência e persistência no hospedeiro. 

  



7. Perspectivas 

 

Como próximas etapas para complementação deste trabalho pretendemos realizar 

os seguintes ensaios: 

 

1. Bloqueio de receptor de IGF-I e análise da produção de óxido nítrico e da 

expressão de iNOS pelos macrófagos na infecção com M. leprae; 

 

2. Análise do papel do receptor Toll-like 2 na resposta ao M. leprae 

(micobactérias) e na produção de IGF-1, uma vez que TLR2 é responsável 

pelo reconhecimento de antígenos micobacterianos; 

 

3. Análise do efeito do IGF-I em macrófagos primários estimulados com BCG 

e M. smegmatis; 

 

4. Avaliação das citocinas envolvidas no mecanismo de modulação da 

resposta microbicida, na presença ou ausência de IGF-I, preferencialmente 

IL-10, IL-12 e TNF-α; 

 

5. Avaliação se ocorre aumento na sobrevivência e viabilidade do M. 

smegmatis em macrófagos pré-tratados com IGF-I; 

 

6. Analise das vias de sinalização de IGF-I em macrófagos envolvidas na 

resposta a infecção por M. leprae. Possíveis vias: JAK/STAT1, MAPK 

(ERK1 e 2), AKT-PI3K, lembrando que IFN-γ também utiliza via JAK/STAT 

na ativação macrofágica; 

 

 

 

 

 



7. Análise comparativa da colocalização da enzima  iNOS com M. leprae vivo 

e M. leprae morto por imunocitoquímica, e participação do IGF-I nesse 

mecanismo. 

 

Relação do balanço de expressão Arginase X iNOS, pois competem pelo mesmo 
substrato, a L-arginina. Possível mecanismo de modulação pelo IGF na via de 
ativação alternativa de macrófagos. 
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