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RESUMO 

Correa, André Aparecido dos Santos Correa. A sinalização através do receptor Axl 

desempenha um papel protetor para o hospedeiro durante a tuberculose 

experimental. 2022. 80f. Dissertação (Mestrado em Imunologia Básica e Aplicada) – 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2022. 

A tuberculose (TB), causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) é a doença 

infecciosa que mais matou pessoas na última década. Estratégias voltadas para a 

modulação das respostas imunes do hospedeiro têm sido propostas como terapias 

adjuvantes promissoras aos antibióticos, com o objetivo de otimizar o tratamento da TB. 

Os receptores Axl e MerTK reconhecem a fosfatidilserina ligada a Gas6 na superfície 

das células apoptóticas e desencadeiam sinalização intracelular anti-inflamatória e 

imunossupressora. O papel desses receptores na patogenia da TB é desconhecido, 

entretanto, considerando-se seu potencial imunorregulador, é possível que a 

caracterização de seu papel durante a infecção por Mtb identifique tal via como potencial 

alvo para intervenções imuno-farmacológicas com o objetivo de otimizar a terapia para 

a TB. O objetivo deste projeto, portanto foi caracterizar o papel desempenhado pelos 

receptores Axl e MerTK durante a TB experimental. Inicialmente observamos que a 

infecção de macrófagos com Mtb H37Rv induz aumento relevante da expressão de Axl, 

mas não de MerTK nessas células. Tal aumento ocorreu de maneira parcialmente 

dependente da expressão de ESAT6 pela bactéria e da ativação do receptor Toll Like 

Receptor 2 (TLR2) nos macrófagos infectados. In vivo, observamos que a infecção com 

Mtb induz aumento da expressão de Axl e MerTK principalmente em macrófagos 

inflamatórios, e que também ocorre acúmulo do ligante Gas6 e das formas solúveis dos 

receptores nos pulmões de animais infectados. Para avaliar o papel de Axl e MerTK na 

resistência à infecção por Mtb, inicialmente avaliamos se a deficiência dos receptores 

altera a resistência à infecção por Mtb in vitro em macrófagos. Observamos que células 

Axl-/- e MerTK-/- controlam de maneira mais eficiente a replicação bacteriana intracelular 

em comparação a células C57BL/6 na ausência de estímulos, mas na presença da 

ativação por IFN-γ não há diferença entre a carga bacteriana de células C57BL/6, Axl-/- 

ou MerTK-/-, embora a produção de óxido nítrico por macrófagos Axl-/- ativados tenha 

sido maior do que a de células C57BL/6 e MerTK-/-. In vivo, observamos que 

camundongos Axl-/- exibiram mortalidade aumentada em comparação com animais 

C57BL/6 e MerTK-/- após infecção com alta dose de Mtb. Após 3 semanas de infecção, 

observamos principalmente uma maior infiltração de neutrófilos nos pulmões de 



 
 

camundongos Axl-/- em comparação aos demais grupos. Adicionalmente, os níveis de IL-

1β e TNF-α em homogenatos de pulmão, bem como a produção de IFN-γ e TNF-α por 

células T CD4+ camundongos Axl-/- foram maiores em comparação aos outros grupos. 

Não houve, entretanto, diferença nas cargas bacterianas pulmonares entre os grupos. 

Em paralelo, observamos que o bloqueio farmacológico de Axl resultou em maior 

suscetibilidade à TB experimental, uma vez que os animais se tornaram moribundos 24 

dias após infecção, fenômeno não observado em animais tratados com veículo ou 

inibidor de MerTK. A mortalidade não esteve associada com descontrole de replicação 

do patógeno, uma vez que a carga bacteriana pulmonar foi similar em animais não 

tratados ou tratados com inibidores de Axl ou MerTK. Entretanto, camundongos tratados 

com inibidor de Axl exibiram números aumentados de neutrófilos nos pulmões em 

comparação com os grupos controle e tratado com inibidor de MerTK. Sendo assim, 

esses resultados sugerem que a sinalização através do receptor Axl desempenha papel 

de proteção durante a TB, ao suprimir o excesso de inflamação pulmonar, que é 

prejudicial para o hospedeiro durante a infecção por Mtb. 

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, receptores TAM, Axl, MerTK, Gas-6 e 

inflamação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Correa, André Aparecido dos Santos Correa. Signaling through Axl receptor plays a 

host-protective role during experimental tuberculosis. 2022. 80f. Dissertation 

(Master’s in Basic and Applied Immunology) – Faculty of Medicine of Ribeirão Preto, 

University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb) bacilli is the 

infectious disease that killed most people in the last decade. Strategies aimed at 

modulating host immune responses have been proposed as promising adjuvant therapies 

to antibiotics, with the aim of optimizing the TB treatment of TB. Axl and MerTK receptors 

recognize phosphatidylserine bound to Gas6 on the surface of apoptotic cells and trigger 

intracellular anti-inflammatory and immunosuppressive signaling. The role of these 

receptors in the pathogenesis of TB is unknown, however, considering their 

immunoregulatory potential, it is possible that the characterization of their role during Mtb 

infection identifies this pathway as a potential target for immunopharmacological 

interventions with the aim of optimizing the therapy for TB. The aim of this project was to 

characterize the role played by Axl and MerTK receptors during experimental TB. Initially, 

we observed that the infection of macrophages with Mtb H37Rv induces a relevant 

increase in the expression of Axl, but not of MerTK in these cells. This increase was 

partially dependent on the expression of ESAT6 by the bacteria and on the activation of 

the Toll Like Receptor 2 (TLR2) in the infected macrophages. In vivo, we observed that 

Mtb infection induces increased expression of Axl and MerTK mainly in inflammatory 

macrophages, and that the ligand Gas6 and soluble forms of the receptors also 

accumulate in the lungs of infected animals. To assess the role of Axl and MerTK in the 

resistance to Mtb infection, we initially evaluated whether receptor deficiency alters 

resistance to Mtb infection in macrophages in vitro. We observed that Axl-/- and MerTK-/- 

cells control intracellular bacterial replication more efficiently compared to C57BL/6 cells 

in the absence of stimuli, but in the presence of IFN-γ activation there is no difference 

between the bacterial load of C57BL/6, Axl-/- or MerTK-/- cells, although the production of 

nitric oxide by activated Axl-/- macrophages was higher than that of C57BL/6 and MerTK-

/- cells. In vivo, we observed that Axl-/- mice exhibited increased mortality compared to 

C57BL/6 and MerTK-/- mice after infection with high dose of Mtb. After 3 weeks of 

infection, we observed mainly a higher infiltration of neutrophils in the lungs of Axl-/- mice 

compared to the other groups. Additionally, the levels of IL1β and TNF in lung 

homogenates, as well as the production of IFN-γ and TNF-α by CD4+ T cells in Axl-/- mice 

were higher compared to the other groups. There was, however, no difference in 

pulmonary bacterial loads among the groups. In parallel, we observed that the 



 
 

pharmacological blockade of Axl resulted in higher susceptibility to experimental TB, 

since these animals became moribund 24 days after infection, a phenomenon that was 

not observed in mice treated with vehicle or MerTK inhibitor. Mortality was not associated 

with uncontrolled replication of the pathogen, since the pulmonary bacterial load was 

similar in animals untreated or treated with Axl or MerTK inhibitors. However, Axl inhibitor-

treated mice exhibited increased numbers of neutrophils in the lungs compared to the 

control and MerTK-inhibitor-treated groups. Therefore, these results suggest that 

signaling through the Axl receptor plays a protective role during TB, by suppressing 

excess lung inflammation, which is detrimental to the host during Mtb infection. 

Key words: Mycobacterium tuberculosis, TAM receptors, Axl, MerTK, Gas6 and 

inflammation. 
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1. Introdução 

 

1.1 Tuberculose  
 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa causada por bacilos álcool-ácido 

resistentes e pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis (Mtb). A 

manifestação mais comum é a TB pulmonar, embora diferentes regiões do organismo 

possam ser acometidas (Peto HM, et al, 2006). Além da forma ativa, há também casos 

assintomáticos da doença (TB latente) que são caracterizados pela ausência de sinais 

clínicos (Simmons JD, 2018; WHO 2022). Apesar do avanço dos programas de controle 

da tuberculose, a doença permanece sendo uma questão de saúde pública global, 

principalmente em países subdesenvolvidos e/ou em desenvolvimento (World Health 

Organization, 2022). A disseminação da tuberculose ocorre a partir de aerossóis 

produzidos por indivíduos infectados no ato da fala, espirro ou tosse. As gotículas de 

aerossol, contendo partículas de Mtb são inaladas por indivíduos saudáveis e, desta 

forma, os bacilos alojam-se nos alvéolos pulmonares (Center for Diseases Control and 

Prevention, 2020). As células imunes inatas nos pulmões, principalmente macrófagos 

alveolares, células dendríticas, monócitos e neutrófilos, fagocitam os bacilos de Mtb e 

são considerados os primeiros defensores contra o patógeno (Abubakar I, et al,.2013; 

Roy A, et al, 20124; Sia JK, Rengarajan J, 2019). Com a doença ativa, o portador é capaz 

de contaminar outros indivíduos. Entretanto, na forma assintomática (TB latente) os 

bacilos podem manter-se vivos dentro de calcificações ou regiões granulomatosas 

decorrentes da infecção primária. Pela baixa disponibilidade de oxigênio nestas regiões, 

os bacilos mantêm sua taxa metabólica baixa, apresentando uma característica de 

persistência não replicadora (Flynn, Chan, 2001). Este período pode durar muitos anos, 

podendo ocorrer posteriormente reativação da infecção primária.  

Os sintomas mais frequentes da tuberculose são: febre, sudorese noturna, falta 

de apetite, emagrecimento acentuado, ocorrência de dor torácica e tosse seca por mais 

de 3 semanas, sendo esta contínua e seca no início, seguido por expectoração de muco 

(escarro), com a presença de sangue nos casos mais graves (CDC, 2014).  

O tratamento de pacientes com TB ativa permaneceu praticamente inalterado por 

mais de 30 anos, (WHO 2022) e devido à sua longa duração (6-24 meses) e efeitos 

colaterais consideráveis, a adesão ao tratamento em sua totalidade é baixa, favorecendo 

a recidiva da doença e seleção de bactérias com resistência a múltiplas drogas. No Brasil 
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a prevenção contra a tuberculose é feita na infância com a aplicação da vacina BCG 

(Bacilo Calmette Guérin), desenvolvida por Albert Calmette e Camille Guérin. A vacina 

BCG, consiste na cultura de bacilos vivos atenuados, numa concentração pré-

determinada, que devido à sua capacidade imunogênica preservada, consegue induzir 

no indivíduo uma resposta imune protetora. Conforme revisado por Kaufmann e 

colaboradores, não há consenso sobre a eficácia da vacina BCG com a indução de 

proteção contra a TB pulmonar adulta ou contra reinfecções sendo questionável 

(Kaufmann, 2001). 

1.2 Aspectos epidemiológicos da tuberculose. 
 

A tuberculose é uma doença que está diretamente ligada a fatores 

socioeconômicos, sendo de alta prevalência em países pobres e/ou populosos. As 

maiores incidências de novos casos de tuberculoses em 2020 ocorreram na região do 

sudeste asiático, com 43% dos novos casos, seguida pela região africana, com 25% dos 

novos casos e pacífico ocidental com 18%. As análises estatísticas também apontam 

que 86% destes novos casos da doença ocorreram nos 30 países com alta carga de TB. 

Oito países foram responsáveis por dois terços dos novos casos de TB: Índia, China, 

Indonésia, Filipinas, Paquistão, Nigéria, Bangladesh e África do Sul (Fig. 1) (WHO, 2022). 

Estima-se que um quarto da população mundial está infectada pelo bacilo Mtb, cerca de 

1.7 bilhões de indivíduos. Cerca de 56 milhões de indivíduos correm o risco de 

desenvolver a doença. (Houben R, Dodd P., 2016). A partir dos anos 80, o crescimento 

dos casos de tuberculose decorreu, em grande parte, devido ao aumento dos casos de 

AIDS (síndrome da doença imunodeficiência adquirida), mal esse que compromete o 

sistema imune e favorece o estabelecimento de várias doenças infecciosas, incluindo a 

tuberculose.  

Um total de 1,5 milhões de pessoas morreram de tuberculose em 2020 (incluindo 

214.000 pessoas com HIV). Em todo o mundo, a tuberculose é a 13ª principal causa de 

morte e a segunda principal causa de morte infecciosa depois do COVID-19 (acima do 

HIV/AIDS). Em 2020, estima-se que houve 10 milhões de novos casos de pessoas 

acometidas por tuberculose (TB) em todo o mundo. (WHO, 2022) 

O Brasil ocupa a 22º posição em número de notificações da doença. Em 2021, 

foram notificados 68.271 casos novos de TB, o que equivale a um coeficiente de  
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incidência de 32,0 casos por 100 mil habitantes. O número de óbitos registrados em 2020 

foi 4.543, o que corresponde a um coeficiente de mortalidade de 2,1 óbitos por 100 mil 

habitantes e segue a tendência dos últimos anos da série histórica de análise de óbitos 

por TB no país. Em 2020, o Brasil, junto a outros 15 países, foram responsáveis por 93% 

da redução das notificações da TB no mundo. Essa variação negativa pode ser 

justificada pelos impactos causados pela pandemia de COVID-19 nos serviços e 

sistemas de saúde. Levantamento mundial mostra que o número de pessoas que sofrem 

de tuberculose e não foram diagnosticadas e notificadas subiu 29%, passando de 2,9 

milhões para 4,1 milhões de pessoas, devido a pandemia (Boletim Epidemiológico de 

Tuberculose, 2022; WHO, 2022). 

Um importante fator a ser ressaltado é o aparecimento de cepas resistentes ao 

tratamento pelos quimioterápicos de primeira linha (rifampicina, isoniazida, pirazinamida 

e etambutol), denominadas cepas MDR-TB (do inglês, multidrug resistant tuberculosis). 

Entre 2015 e 2021, foram diagnosticados 6.698 casos novos de MDR-TB no Brasil; 

destes, 848 foram diagnosticados em 2021. De 2015 a 2019, foram iniciados os 

tratamentos de cerca de mil casos novos de MDR-TB por ano no país (Boletim 

Epidemiológico de Tuberculose, 2022). 

 

 

 

 

 
Figura 1 - Incidência de casos de Tuberculose no Mundo - WHO, 2020 
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1.3 - Patogenia da infecção por M. tuberculosis 
 

Logo após a infecção, o bacilo causador da doença pode ser eliminado; entrar em 

estado de latência, ou desencadear uma infecção/doença ativa no órgão acometido. A 

instalação do quadro infeccioso pode evoluir para uma doença aguda, podendo levar a 

óbito do indivíduo infectado. Após a inalação de partículas de aerossol contendo bacilos, 

estes alojam-se no trato respiratório onde entram em contato com as células residentes, 

infectando primariamente os macrófagos alveolares, células dendríticas e macrófagos 

intersticiais (Kaufmann, 2001; Ottenhoff, Kaufmann, 2012). Células inflamatórias são 

recrutadas para os pulmões durante a fase inicial da doença e, em muitos casos, 

conseguem eliminar as bactérias. A infecção micobacteriana comumente evolui para a 

forma latente, onde ocorre um “equilíbrio” entre o bacilo e o hospedeiro, ocorrendo uma 

infiltração de neutrófilos e monócitos, aumento progressivo de linfócitos T e B que 

circundam os macrófagos infectados pelo bacilo, células dendríticas e fibroblastos, 

formando o característico granuloma tuberculoso. Este granuloma é considerado o 

mecanismo que limita a disseminação do bacilo, criando um local para a interação da 

resposta entre linfócitos T e macrófagos ativados pelo IFN-γ, que agem efetivamente 

para impedir a replicação bacilar. Apesar disso, alguns bacilos podem permanecer 

viáveis por meses a décadas, e, portanto, se o portador da infecção latente sofrer alguma 

imunossupressão, pode ocorrer reativação da infecção (Alcais et al., 2010; Keane et al., 

2001; Parwati I et al., 2010). A tuberculose ativa, ocorre quando a resposta imune do 

indivíduo não consegue conter a replicação da bactéria e os bacilos da Mtb podem 

alcançar os linfonodos drenantes locais, causando linfadenopatia, que é uma 

manifestação característica da tuberculose primária, e disseminar para outras áreas do 

pulmão, causando novas lesões (Young D et al., 2009). A falha em montar uma resposta 

imune celular eficaz e o reparo tecidual prejudicado pode levar a danos extensos no 

tecido pulmonar. Mediadores pró-inflamatórios que têm a função de eliminar o bacilo de 

Mtb também podem também contribuir para o dano do tecido hospedeiro, levando ao 

desenvolvimento de necrose caseosa. Uma vez que o granuloma necrótico se rompe a 

alcança um ramo brônquico, a bactéria pode ser transmitida para outros indivíduos por 

via aérea. Portanto, grande parte da patologia da tuberculose resulta da resposta imune 

do hospedeiro infectado ao bacilo da tuberculose (Barr D, et al., 2020). 

1.4 - Reconhecimento micobacteriano por receptores celulares do sistema imune 

inato 

A capacidade de gerar resposta imune eficiente contra o Mtb torna a maioria dos 

indivíduos resistentes à doença e o curso da TB é determinada pelo tipo de resposta 
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imune contra a micobactéria. Em aproximadamente 5% dos indivíduos 

imunocompetentes a infecção poderá progredir para doença ativa em torno de dois anos; 

e em outros 5% a reativação pode acontecer mais tardiamente (Sarafino W, 2012). 

O reconhecimento das micobactérias pelo sistema imune inato é mediado pelos 

receptores de reconhecimento de padrões (RRPs), incluindo os receptores do tipo Toll 

(TLR), TLR-2, TLR-4, TLR-8 e TLR-9 (Bafica et al., 2005a; Holscher C, et al., 2008; 

Mortaz et al., 2014), receptor de manose (RM) e molécula de adesão intercelular de 

células dendríticas (MAI-CD); receptores do tipo NOD (receptores similares ao domínio 

de oligomerização ligante de nucleotídeo) (Divangahi M, et al., 2008; Kaufmann S, 2001; 

Tanne, 2011); o receptor STING (estimulador de genes do interferon) (Ishikawa, H; 

Barber, G., 2008), entre outros, os quais são ativados por diferentes ligantes 

micobacterianos.   

Mutações gênicas responsáveis por imunodeficiências associadas aos RRPs ou 

moléculas que são necessárias na cascata de sinalização inicializadas por estes 

receptores, geralmente aumentam a gravidade da tuberculose em humanos (Kaufmann, 

2001; O'Garra et al., 2013).  

Os receptores tipo Toll são os principais envolvidos no reconhecimento da 

micobactérias e responsáveis pela ativação de células dendríticas e macrófagos (Ferraz 

JC, 2006). Sua atividade tem papel importante na ligação entre a resposta imune inata e 

adquirida, pois induzem a expressão de moléculas coestimuladoras como o CD80 e 

CD86 na superfície de células dendríticas e macrófagos, que durante o processo de 

apresentação de antígenos, interagem com os receptores CD28 nos linfócitos T, 

proporcionando ativação eficiente dessas células (Teixeira H, 2007). A ligação de 

receptores TLR também induz a produção de citocinas pelas células apresentadoras de 

antígenos (APCs), como a IL-12, que tem papel crítico na posterior indução de uma 

resposta imune adaptativa celular de padrão Th1, que é protetora contra a infecção por 

Mtb (Teixeira H, 2007). 

O receptor TLR-2 tem papel fundamental no reconhecimento da micobactérias 

pelo sistema imune inato, podendo fazer heterodímeros com, TLR-1 e TLR-6. O receptor 

TLR-2 reconhece glicolipídios micobacterianos, tais como lipoarabinomanana (LAM); 

lipomanana (LM), lipoproteína de 19KDa, fosfatidilinositol manosilada (PIM), lipoproteína 

triacilada e diacialada, e a proteína ESAT-6 (Park S, et al., 2000). Camundongos 

deficientes em TLR-2 têm aumento da suscetibilidade à infecção por micobactérias e 

apresentam aumento da resposta inflamatória pulmonar (Bafica et al., 2005; Drennan et 

al., 2004, Hu W, et al., 2022). O receptor TLR-4 também reconhece antígenos 
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micobacterianos, tais como as proteínas de choque térmico (Bulut et al., 2005), a 

proteína ribossomal MT 50S (Kim K, et al., 2012) e a glicoproteína 38-kDa (Jung et al., 

2006). Já o TLR-9 é encontrado em endossomos e fagossomos, onde reconhece DNA 

micobacteriano após a endocitose. A deleção genética deste receptor confere aumento 

da suscetibilidade à infecção por Mtb em camundongos (Bafica et al., 2005). Em 

conjunto, a ativação do macrófago via sinalização por TLR-2, TLR-4 e TLR-9 

desempenha papel importante na resistência à replicação bacteriana por essas células.  

Um mecanismo adicional inato que desempenha papel importante na resistência 

do hospedeiro contra a infecção por Mtb envolve a produção de IL-1β (Mayer B, et al., 

2015). Estudos em camundongos demonstraram que há aumento da suscetibilidade à 

infecção por Mtb em camundongos deficientes para a expressão de IL-1α, IL-1β ou para 

o receptor dessas citocinas - IL1R1 (Fremond C, et al. 2007; Mayer B, at al., 2011).  

A ativação da via canônica do inflamassoma NLRP3 (NOD-, LRR- e pyrin-domain 

contendo proteína 3) pela proteína ESAT-6 de Mtb, bem como do inflamassoma AIM2 

por DNA bacteriano foram implicados na liberação de IL-1β durante a infecção por Mtb 

em macrófagos de camundongos e humanos (Mishra, B. et al, 2010; Wong K, Jacobs 

W., 2011; Saiga, H. et al., 2012). Animais deficientes para o inflamassoma NLRP3 não 

apresentam diferença de suscetibilidade à infeção em comparação a camundongos do 

tipo selvagem (Dorhoi A, et al., 2011), ao passo que a deficiência de AIM2 confere maior 

suscetibilidade à TB experimental (Saiga et al. 2012). Os mecanismos precisos pelos 

quais a infecção por Mtb induz ativação dos diferentes inflamassomas não são, 

entretanto, completamente caracterizados. Adicionalmente a IL-12 e IL-1β, outros 

mediadores pró-inflamatórios são secretados por macrófagos infectados em resposta à 

ativação de receptores da imunidade inata, incluindo as citocinas IL-1α, IL-6, TNF-α e 

GM-CSF, assim como as quimicionas IL-8 e RANTES. Todos estes mediadores induzem 

a ativação dos macrófagos após o contato e o reconhecimento do bacilo, que podem 

levar à sua eliminação após a fagocitose. Isto pode ocorrer por meio de enzimas 

lisossômicas e intermediários reativos de oxigênio (ROI) e nitrogênio (RNI) no interior 

dos fagolisossomas (Kaufmann, 2001).  

Entretanto, os bacilos possuem mecanismos que lhes permite modificar a 

composição do fagossoma quanto à sua interação com outras organelas da célula 

hospedeira para então, conseguir sobreviver dentro dos macrófagos. O bloqueio da 

maturação do fagossoma, ao longo da via endossoma-lisossoma, ocorre a fim de evitar 

a fusão do fagossoma com o lisossoma, protegendo assim o bacilo da ação de enzimas 

lisossomais (Glickman, Jacobs, 2001; Jayachandran et al., 2008). Adicionalmente, 
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através da secreção da proteína ESAT-6, as bactérias induzem a formação de poros na 

parede do fagossoma, o que permite seu escape para o citosol. Além de promover 

proteção do bacilo contra o ambiente hostil do fagossoma e fagolisossoma (que possuem 

enzimas líticas, ROI e RNI), este fenômeno promove a indução de morte celular necrótica 

da célula infectada, o qual por sua vez favorece a sobrevivência e disseminação 

bacteriana (Sreejit G, et al., 2014; Peng X, Sun J, 2016). 

1.5 - Resposta imune adaptativa contra micobactérias 
 

Quando a resposta imune inata não é capaz de destruir o bacilo de M. 

tuberculosis, outras células, como monócitos e linfócitos, são recrutadas para o sítio de 

infecção para o desenvolvimento de uma resposta mais efetiva e formação do 

granuloma.  A resposta imune mediada por linfócitos T começa no momento em que o 

bacilo é transportado para os linfonodos, mas seu desenvolvimento depende da ativação 

precoce do sistema imune inato. No interior dos linfonodos, os linfócitos T passam por 

um processo de ativação e expansão das populações específicas para os antígenos 

micobacterianos (Cooper A, 2009) 

Está claro que as células T CD4+ são necessárias para retardar o crescimento dos 

bacilos da tuberculose in vivo. A suscetibilidade aumentada à TB observada em 

pacientes com depleção de linfócitos T CD4 + infectados pelo vírus HIV é a evidência 

mais marcante do papel central dessas células na imunidade à TB (Geldmacher C, et al., 

2010). Camundongos deficientes em células T CD4+ também sucumbem rapidamente à 

replicação bacteriana descontrolada (Caruso A, et al., 1999). 

A produção de IL-12 por APCs durante o processo de ativação de linfócitos T CD4+ 

é crucial para o desenvolvimento de uma resposta adaptativa de padrão Th1 

(Luckheeram R, et al., 2012). Camundongos deficientes para IL-12 (Cooper A, et al., 

1997) ou para o fator de transcrição Tbet especificador de linhagem Th1 (Szabo S, et al., 

2002) são altamente suscetíveis e sucumbem poucas semanas após a infecção por Mtb. 

Camundongos deficientes geneticamente para IFN-γ são altamente suscetíveis à 

infecção por Mtb (Flynn, 1993; Cooper, 1993), assim como indivíduos com mutações nos 

genes que codificam IFN-γ ou seus receptores, os quais também desenvolvem infecção 

disseminada pela BCG ou outros componentes não tuberculosos do gênero de 

micobactérias (Rosain J, et al., 2019). Também em humanos há evidências de que o 

eixo IL-12/IFN-γ é crítico para o controle da infecção por Mtb (Möller, M, et al., 2010). 

Portanto, as células T CD4+ polarizadas em direção ao fenótipo Th1 são críticas para a 

resistência do hospedeiro à infecção por Mtb.  
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Os linfócitos T CD8+ também são ativados através de um processo denominado 

apresentação cruzada, que ocorre quando vesículas contendo antígenos 

micobacterianos são fagocitadas por APCs especializadas, processadas e os peptídeos 

apresentados na superfície celular via molécula do complexo principal de 

histocompatibilidade de classe I (MHC I). (Behar, 2013; Schaible et al., 2003). Os 

linfócitos T CD8+ produzem IL-2, IFN-γ e TNF-α, que têm um papel bem conhecido no 

controle da infecção por Mtb. Além disso, os linfócitos T CD8 + exercem ação citotóxica 

por meio da produção de perforina e granulisina ou por meio da ligação de Fas (do inglês, 

TNF superfamily member 6), expresso no linfócito T CD8+, a FasL (do inglês, TNF 

superfamily member 6 ligand), expresso na célula infectada. Estes mecanismos ativam 

outras enzimas capazes de degradar lipídios e causar a morte da célula infectada por 

apoptose, que também agem na bactéria intracelular, resultando em sua eliminação 

(Behar, 2013; Canaday et al., 2001; Ferraz et al., 2006). 

O processo de maturação do fagossomo em macrófagos é facilitado e aumentado 

por IFN-γ, produzido principalmente por linfócitos T CD4 + com um suporte menor de 

linfócitos CD8 + (Tsao et al. 2002). Juntamente à produção de IFNγ, outras citocinas 

como IL-1β e TNF-α também aumentam a produção de ROI e óxido nítrico (NO) por 

macrófagos infectados, promovendo contenção da replicação bacteriana intracelular 

(Domingo G, et al., 2016). Estas citocinas também estimulam a secreção de quimiocinas, 

como CCL5, CCL9, CXCL10 e CCL2, que atraem mais células imunes para o local da 

infecção no intuito de controlar a disseminação bacteriana (Khalid A, et al., 2015; Turner 

M, et al., 2014).No entanto, embora as respostas de células T consigam frear o aumento 

da replicação bacteriana, elas são incapazes de eliminar a infecção por Mtb, indicando 

que as mesmas estão sujeitas a processos imunorreguladores potentes durante a 

tuberculose (Lin et al., 2012; Pawlowski et al. 2012; Yao et al. 2014). Dentre eles pode-

se destacar a atividade de células T reguladoras (Tregs), que desempenham papel na 

supressão de respostas imunes e inflamatórias (Campbell D, Koch M., 2011). De fato, 

foi demonstrado que durante a infecção por Mtb, a ativação de Tregs desempenha um 

papel na regulação da resposta Th1 (Koch et al. 2009), e a depleção de Tregs aumenta 

a magnitude desta mesma resposta Th1 (Shafiani et al. 2013). É importante mencionar 

que o excesso de ativação de linfócitos Th1 pode resultar em aumento de dano tecidual, 

ao invés de impedir o progresso da infecção, tornando-se neste caso, prejudicial para o 

hospedeiro (Sallin M, et al., 2017). 

1.6 - Imunidade adaptativa humoral 
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O papel da imunidade adaptativa humoral na TB é não é muito bem estabelecido 

(Jacobs A, et al., 2016; Kazakiewicz L, et al., 2013). Glatman-Freedman e colaboradores 

sugerem que a opsonização mediada por complemento não altera a sobrevivência do 

bacilo de Mtb e os níveis elevados de títulos de anticorpos correlacionam-se com 

condições mais graves da doença. Ademais, a imunização passiva com anticorpos não 

confere proteção contra a infecção por Mtb (Glatman F, et al., 1998). 

Por outro lado, demonstrou-se que há diferenças nos padrões de glicosilação do 

fragmento Fc de imunoglobulinas, que se liga e ativa várias linhagens celulares 

presentes no granuloma, como células NK, monócitos e neutrófilos, entre indivíduos com 

tuberculose ativa e tuberculose latente (Kazakiewicz L, et al., 2013; Lu L, et al., 2016). 

Adicionalmente, foi demonstrado que a perda da atividade do receptor de Fc FcγRIIIb 

(que induz ativação celular) junto ao aumento da função inibitória mediada pelo receptor 

FcγRIIa (que se correlaciona com uma alta produção de IL10) estão associados a um 

pior perfil clínico em pacientes com TB ativa, não observado em pacientes com TB 

latente. No mesmo estudo, os autores sugerem que há, portanto, uma participação de 

anticorpos aumentando a maturação fagolisossomal e morte de Mtb em pacientes com 

tuberculose latente (Lu L, et al., 2016). Entretanto, mais estudos precisam ser realizados 

para de fato confirmar o papel da imunidade humoral na infecção por Mtb. 

1.7 – Terapias direcionadas ao hospedeiro para TB: receptores TAM como um alvo em 

potencial.  

 

O alvo das terapias direcionadas ao hospedeiro (TDH) são processos biológicos do 

paciente que favorecem a sobrevivência do microrganismo ou a patogênese da doença. 

Com isso, é esperado que sua combinação com os antibióticos padrões para o 

tratamento da TB aumente a eficácia dos mecanismos microbicidas de células 

infectadas, eliminando patógenos de maneira mais rápida e eficiente, ou suprimindo 

repostas inflamatórias excessivas, a fim de aumentar a absorção de drogas 

convencionais pelos tecidos e protegê-los de danos causados pela inflamação (Hawn T, 

et al., 2015). A TDH possui vantagens importantes sobre antibióticos atuais, uma vez 

que pode ser eficaz contra bactérias multirresistentes aos mesmos antibióticos; tem 

pouca probabilidade de causar resistência a drogas e; pode reduzir a dose de antibióticos 

padrões e bem como encurtar os regimes atuais de tratamento da tuberculose (Kilinç G, 

et al., 2021). 

Um possível alvo para terapia direcionada ao hospedeiro, são os receptores TAM. 

A família TAM de receptores tirosina quinase tem três membros: Tyro3, Axl e MerTK. 
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(Wium M, et al., 2018; McAdoo S, et al., 2018). Os receptores TAM são essenciais para 

a fagocitose de células mortas por apoptose, processo também conhecido como 

eferocitose, e desempenham papel importante na homeostase da resposta imune. A 

ativação de receptores TAM contribui na regulação negativa do processo inflamatório 

(Lemke G, 2013; Lu Q, et al., 2001). Os principais ligantes dos receptores TAM são duas 

proteínas dependentes de vitamina K: interrupção do crescimento específico 6 (Gas6) e 

proteína S (Pros1). Gas6 liga-se a todos os receptores TAM com maior afinidade por Axl, 

enquanto PROS1 liga-se apenas a Tyro3 e MerTK (Tsou W, et al., 2014). Gas6 e Pros1 

compartilham estrutura semelhante, contendo um domínio ácido glutâmico γ-

carboxilado (Gla) N-terminal, seguido por quatro repetições semelhantes ao fator de 

crescimento epidérmico (EGF) e dois domínios de laminina G, que interagem com os 

dois domínios semelhantes a IgG extracelulares dos receptores TAM (Rothlin C, et al., 

2015). A γ-carboxilação dependente de vitamina K do Gas6 e de PROS1 é importante 

para que ocorra uma ligação entre a célula apoptótica expressando resíduos de 

fosfatidilserina em sua membrana e o fagócito expressando os receptores TAM (Geng 

K, et al., 2017).  O ligante Gas6 é o mais bem descrito. Ele 

Membrana expressando Fosfatidilserina

Gas6
Pros1

IL-10

Receptores de 
Citocinas

TLRs 
endossomal

TNF-a

TWIST

TWIST

TLRs de
Superfície 

SHIP-1

SOCS1/3

↑IL-10; ↓ TNFα, IL-6, IL-1, IL-18
↓ CD86, CD40, MHC II

Tyro3
Axl

MerTK

Domínio tirosina-quinase

Figura 2 - Ativação dos receptores TAM. Receptores TAM (verde) e ligantes (azul). Os receptores 

TAM são amplamente expressos por células maduras dos sistemas imunológico, nervoso, vascular e 

reprodutivo. Os ligantes dos receptores TAM (azul) são Gas6 e Proteína S (Pros1). Os ligantes ligam-se 

a fosfatidilserina expressa na superfície da célula apoptótica através do domínio N-terminal e aos 

receptores TAM através do domínio C-terminal. A ativação dos receptores TAM desencadeia vias de 

sinalização imunomoduladoras nas células imunes. 
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se liga a Axl e Tyro3 com igual afinidade, mas se liga a MerTK com uma afinidade 3 a 

10 vezes menor do que os outros receptores TAM (Chen J, et al., 1997).  

Os receptores TAM, conforme mencionado anteriormente, atuam como 

reguladores negativos da inflamação. A deleção genética de MerTK em camundongos, 

por exemplo, leva a um aumento da sensibilidade ao choque endotóxico em resposta ao 

lipopolissacarídeo (LPS), devido a níveis aumentados de TNF-α produzidos por 

macrófagos (Camenisch T, et al., 1999).  A expressão de Axl em células mieloides pode 

ser regulada positivamente na presença de ligantes de receptores TLR, e foi 

demonstrado que a subsequente ativação de Axl por Gas6 resulta em redução da 

produção de citocinas pró-inflamatórias pelas mesmas células (Rothlin C, et al., 2007; 

Zagórska A, et al., 2014). Além disso, camundongos deficientes geneticamente para os 

três receptores TAM desenvolvem espontaneamente um forte fenótipo de autoimunidade 

e inflamação crônica com hiperativação de células mieloides conforme envelhecem (Lu 

Q, Lemke G, 2001). A sinalização pelos receptores TAM está associada à inibição da 

produção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-12 e IFN 

do tipo I, devido à indução da expressão gênica inibitória, com destaque para SOCS 1 e 

3 (supressor das proteínas de sinalização de citocinas 1 e 3) e Twist (Houben R, Dodd 

P, 2016; Rothlin et al., 2007). Todos os três receptores têm sequências semelhantes a 

ITIM (motivo inibidor baseado em tirosina imunorreceptor, LL Y SRL) (E(I/M) Y (D/N) Y 

L) que são mais semelhantes às encontradas no imunorreceptor PIR-B (Staub E, et al., 

2004). (Fig. 2). 

O envolvimento dos receptores TAM e seus ligantes na resposta imune a tumores 

é descrito em diversos estudos (Aehnlich P, et al., 2021; Zhou, Y, et al., 2021; Mikaella 

V, Sassan H, 2017) Também há estudos demonstrando a participação desses 

receptores em algumas infecções virais e bacterianas (Wang ZY, Wang P, 2020), 

porém, seu papel na resposta imunológica à  infeção por Mtb é desconhecido. 
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2. Hipótese 

 

Levando-se em consideração que a produção de citocinas pró-inflamatórias por 

células de imunidade inata bem como o desenvolvimento de resposta imune 

adaptativa Th1 são críticos para a contenção da infecção por Mtb, mas, quando 

ativadas de maneira descontrolada e exacerbada podem desempenhar papel 

prejudicial ao hospedeiro, causando dano tecidual e favorecendo o descontrole da 

infecção e, ao mesmo tempo, considerando-se o papel anti-inflamatório e 

imunoregulador dos receptores TAM,  duas hipóteses foram elaboradas para este 

trabalho: 

 

- A sinalização através de receptores TAM e seus ligantes Gas6 e Pros 1 

suprimem respostas imunes protetoras e favorecem a replicação bacteriana e 

patogênese da TB experimental, aumentado assim a suscetibilidade do hospedeiro 

à infecção por Mtb. 

- A sinalização através de receptores TAM m e d e i a  regulação da resposta 

inflamatória, impedindo o desenvolvimento de hiper inflamação q u e  p r o m o v e  

dano tecidual e maior suscetibilidade à TB experimental, desempenhando desta 

forma um papel protetor para o hospedeiro contra a infecção por Mtb. 
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3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo geral 

 

- Caracterizar o papel da sinalização via receptores Axl e MerTK na modulação 

da resposta inflamatória e patogênese da infecção por M. tuberculosis. 

3.2 Objetivos específicos  

 

 - Caracterizar a modulação da expressão dos receptores Axl e MerTK e do 

ligante Gas6 durante a infecção com M. tuberculosis. 

 - Avaliar o efeito da administração de bloqueadores farmacológicos de Axl e 

MerTK e a deleção genética de Axl e MerTK na modulação do processo 

inflamatório, ativação da imunidade adaptativa mediada por linfócitos T, e 

suscetibilidade à replicação bacteriana durante a infecção por M. tuberculosis. 
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4. Matérias e métodos 

 

4.1 - Camundongos  
 

Camundongos C57BL/6 e camundongos geneticamente deficiente para Axl e 

MerTK fêmeas de 6 a 10 semanas de idade foram usados nos experimentos. Os 

animais Axl-/- e MerTK-/- foram originalmente cedidos pela Dra. Carla Rothlin 

(Universidade de Yale). Todos os camundongos foram mantidos no biotério do 

Departamento de Bioquímica e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto da Universidade de São Paulo. Todos os estudos em animais foram conduzidos 

em instalações com nível 2 e 3 de biossegurança. Os camundongos foram alojados 

em condições específicas livres de patógenos com acesso a comida e água ad libitum 

e foram distribuídos aleatoriamente em grupos experimentais. Todos os 

procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São 

Paulo, protocolo nº 043/2020. 

 

4.2 - Macrófagos murinos primários 
 

Macrófagos derivados de medula óssea (bone marrow-derived macrophages – 

BMDMs) murinos foram gerados pelo seguinte procedimento: medula óssea de ambos 

os fêmures e tíbias foi colhida em PBS estéril livre de pirógenos (Gibco) e os grumos 

celulares foram desfeitos com uso de uma seringa com uma agulha de calibre 25G. As 

células dispersas foram então semeadas em placas de Petri (100 × 15 mm) contendo 

10 ml de RPMI suplementado (2mM de L -glutamina (Gibco), 10% de soro bovino fetal 

(SBF), 10mM de Hepes (Life Technologies), 1 mM de piruvato de sódio (Gibco), 100 

U/ml de Penicilina G) contendo 20% de meio condicionado (sobrenadante de cultura 

de células L929). Após 4 dias de incubação a 37°C em atmosfera com 5% de CO2, 

10ml adicionais do mesmo meio fresco foi adicionado. No dia 7, os macrófagos foram 

coletados das placas para realização dos experimentos. 

4.3 - Bactérias e infecções 
 

Bacilos de Mtb cepa H37Rv tipo selvagem ou deficientes para a expressão de 

ESAT-6 (ESAT6), foram cultivados em caldo 7H9 suplementado com 0,05% 
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Tween80, 10% de meio de enriquecimento OADC a 37°C com agitação constante 

leve. Bactérias na fase mid-log (OD600 0,6–1,0) foram centrifugadas a 5.000 rotações 

por minuto (rpm) por 10 min, ressuspensas em meio 7H9 fresco e congeladas a -80°C 

em alíquotas de ~3x108 bacilos/ml. Para infecções in vivo, alíquotas congeladas de 

bactéria foram trazidas para temperatura ambiente, diluídas em água milli-Q estéril 

para a concentração desejada, e 30μl de suspensão bacteriana contendo 

aproximadamente 100 ou 1000 unidades formadoras de colônia (colony forming units 

– CFU) foram inoculados por via intrafaringeal. Para infecções de BMDMs in vitro, 

alíquotas bacterianas foram descongeladas, diluídas em meio completo de caldo 7H9 

e cultivadas a 37°C por 5 dias nas mesmas condições descritas acima. A concentração 

bacteriana foi então determinada por espectrofotometria a 600 nm, as culturas 

centrifugadas a 5.000 rpm por 10 min, e a concentração ajustada em meio RPMI 

suplementado. Os BMDMs foram expostos às bactérias na multiplicidade de infecção 

(multiplicity of infection – MOI) indicada por 4 h, período após as quais bactérias não 

internalizadas foram removidas através de lavagem com PBS. Para todos os 

protocolos de infecção, as bactérias foram sonicadas por 30 segundos e 

homogeneizadas para reduzir a aglomeração bacteriana. 

4.4 - Enumeração bacteriana 
 

As quantificações de CFU em homogenatos de tecidos ou culturas celulares 

foram determinadas por plaqueamento de diluições em série em placas de Petri 

contendo ágar Middlebrook 7H11 (Sigma) suplementado com 10% de meio de 

enriquecimento OADC e 100 U/ml de Penicilina G (Sigma).  A enumeração das 

colônias foi realizada após 21 dias de incubação das placas de ágar 7H11 a 37°C. 

4.5 - Tratamento com inibidores farmacológicos de Axl (TP-0903) e MerTK 

(UNC-2250) 
 

Camundongos infectados foram tratados diariamente por gavagem oral com 

inibidores farmacológicos de Axl (TP0903) ou MerTK (UNC2250) (30 mg/kg de peso 

corporal cada) diluídas em 0.5% de carboximetilcelulose de sódio, ou com veículo 

apenas.  

4.6 - Determinação da expressão de genes por PCR em tempo real 
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Pulmões de camundongos infectados e não infectados por Mtb foram 

homogeneizados em reagente Trizol e, em seguida, usando o kit Direct-zol RNA 

Miniprep (Zymo) de acordo com as instruções do fabricante, foi isolado RNA total das 

amostras. O cDNA foi gerado por transcrição reversa de RNA total (1 µg de cada 

amostra de RNA) usando transcrição reversa. A PCR quantitativa em tempo real para 

vários genes foi realizada usando o sistema SYBR Green PCR Master Mix. A 

expressão relativa de mRNA de genes de interesse em pulmões de camundongos 

infectados com Mtb foi normalizada pela expressão do controle endógeno β-actina nas 

mesmas amostras e posteriormente calculada em relação à expressão dos mesmos 

genes em amostras de camundongos não infectados, usando a metodologia 2^-

ΔΔCT (limiar do ciclo).  

4.7 - Quantificação de citocinas e nitrito  

Os níveis de citocinas em homogenato pulmonar ou sobrenadantes de culturas 

foram determinados utilizando-se kits específicos para IFN-γ, TNF-α, IL-12/23p40, IL-

1β, IL-6, e IL -10 - R&D Duoset ELISA (R&D Systems), seguindo recomendações dos 

fabricantes. A quantificação indireta de óxido nítrico, através da detecção de NO2
- foi 

realizada pelo método de Griess (J.P. Griess, 1879) 

4.8 - Preparação de suspensões unicelulares de pulmões e citometria de fluxo  

Camundongos infectados ou não infectados foram inoculados com 1μg de anti-

CD45 FITC e 10U de heparina 3 a 5 minutos antes da eutanásia. Em seguida, os 

pulmões foram perfundidos com PBS estéril para posterior coleta dos lóbulos 

pulmonares. Estes foram digeridos com 100U/ml de colagenase IV e 20 U/ml de 

DNAse I a 37°C por 30 min sob agitação (200 rpm). A reação enzimática foi 

interrompida pela adição de SBF. As células pulmonares foram dispersas por 

passagem através de um filtro de células de tamanho de poro de 100 µm e os glóbulos 

vermelhos removidos pela incubação em tampão de lise de cloreto de amônio-potássio 

à temperatura ambiente por 2 min. As células foram em seguida lavadas em PBS por 

centrifugação (1.500 rpm por 10 min) e ressuspensas em RPMI suplementado. As 

preparações de células resultantes foram contadas, marcadas com sonda de 

viabilidade celular e posteriormente com anticorpos específicos conjugados a 

fluorocromos. Para marcação de citocinas intracelulares em linfócitos T CD4+, antes 
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da marcação com anticorpos, a suspensão de células foi incubada por 5 horas na 

presença dos peptídeos imunodominantes de Mtb ESAT-6 1-20 + Ag85B280-294 + esxG46-

61 (cada um a 10 μg/ml) na presença de brefeldina e monensina de acordo com 

indicação do fabricante. Para marcação de citocinas em linfócitos T CD8+, houve 

estímulo das células com os peptídeos Mtb32c 93-102 + TB10.4 4-17 (cada um a 10 

μg/ml) e anti-CD28 (10 μg/ml) por 5 h na presença de brefeldina e monensina de 

acordo com o fabricante. Para a marcação das citocinas e enzimas intracelulares, as 

células foram previamente permeabilizadas com a utilização do kit eBioscienceTM 

FOXP3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Thermo Fisher Scientific) de acordo 

com instruções do fabricante. 

4.9 - Análise fenotípica de células infiltrantes pulmonares e de BMDMs 

 
Figura 3 - Estratégia de gate usada para análise de células mieloides pulmonares murinas. As células foram fenotipadas de acordo com 

sua viabilidade, CD11c, Siglec-F, CD11b, Ly6G, CD8, CD4, CD44, TCR e coloração intravascular de CD45.2. Gráficos de pontos 

representativos de células isoladas de pulmões de camundongos infectados por Mtb (A). Nomenclatura para identificar populações de células 

específicas, conforme definido na Fig. A (B) 
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As células infiltrantes nos pulmões e BMDMs de cultura analisadas de acordo 

com a expressão de Ly6C, Ly6G, CD11c, CD45.2, CD45 (intravenoso), CD11b, Siglec-

F, CD64, TCR beta, CD19, NK1.1, CD4, CD8, CD44, iNOS, Axl, MerTK, T-bet, IFN-γ, 

TNF-α e CD107a. As estratégias de gate usadas para as análises de experimentos in 

vivo estão demonstradas na Figura 4 (Fig. 3 A e B). Todas as amostras foram 

adquiridas em citômetro de fluxo FacsCanto II e/ou FACSymphony A1 (BD 

Biosciences) e analisadas usando o software FlowJo 10.4.2. 

 

4.10 - Detecção de NETs por imunofluorescência 

 

A detecção de NETs nos tecidos pulmonares de camundongos infectados com 

M. tuberculosis foi realizada, conforme descrito por Moreira-Teixeira et al (Moreira-

Teixeira, et al., 2020). Seções de tecido pulmonar foram desparafinadas e reidratadas 

antes da coloração. As amostras foram incubadas com um tampão de bloqueio (PBS 

com 2% de BSA e 2% de soro de burro) por 1 h à temperatura ambiente e coradas 

com anticorpo anti-histona citrulinada H3 e anticorpo anti- mieloperoxidase (MPO) 

durante a noite a 4°C. Após a lavagem das amostras com PBS, as seções foram 

incubadas com anticorpos secundários a fluorocromos específicos por 2h a 

temperatura ambiente. A marcação nuclear foi realizada com DAPI. As imagens foram 

adquiridas em um microscópio confocal Leica SP5. 

A porcentagem da área contendo NETs foi calculada para os diferentes canais 

com base nas imagens geradas. A porcentagem da medida do sinal CitH3 foi 

normalizada para a porcentagem medida do sinal MPO e os valores de % CitH3/MPO 

obtidos das três regiões diferentes foram calculados e plotados. 

4.11 - Análise estatística 
 

Todos os dados gráficos são apresentados como valores de média ± erro 

padrão da média (EPM).  As análises estatísticas foram realizadas com o software 

GraphPad Prism 8.0 usando o teste t bicaudal não pareado paramétrico para 

comparação entre dois grupos. As diferenças estatísticas foram consideradas 

significativas quando P < 0,05 com asteriscos denotando o grau de significância (*, P 

< 0,05; **, P < 0,01; ***, P < 0,001). 
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5. Resultados 

 

5.1 - A infecção por Mtb aumenta a expressão de Axl em macrófagos derivados de 

medula óssea de camundongos C57BL/6 através da ativação de TLR2 pela proteína 

ESAT-6. 

  

Primeiramente, avaliamos se a infecção com M. tuberculosis induz a expressão 

dos receptores Axl e MerTK em macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) in 

vitro. Empregamos um modelo no qual macrófagos derivados de medula óssea 

(BMDM) murinos foram expostos a bactérias virulentas, cepa H37Rv, em diferentes 

multiplicidades de infecção (MOIs) e a expressão de Axl e MerTK foi avaliada usando 

citometria de fluxo 24h após infecção. Nossos resultados demostraram que os BMDM 

de C57BL/6 infectados com Mtb apresentam aumento significativo da expressão de 

Axl em todos os MOIs quando comparado com células não infectadas (NI) (Fig. 4A e 

B). Macrófagos NI expressam níveis altos de MerTK, e quando infectados a expressão 

aumenta apenas com o MOI de 1 quando comparados com células NI. 

Importantemente, apesar de havermos observado diferença significativa, a mesma é 

muito pequena, e a relevância biológica do aumento é provavelmente negligenciável 

(Fig.4C e D). É compreensível que a expressão de MerTK praticamente não sofra 

alterações, uma vez que o receptor MerTK é um conhecido marcador de macrófagos 

(Zizzo G, et al., 2012; Lemke G, 2019; Scott R, et al., 2001). 

Em seguida avaliamos de a expressão de ESAT-6, um importante fator de 

virulência de Mtb poderia estar envolvido na indução da expressão de Axl por BMDMs, 

utilizando uma cepa de Mtb H37Rv geneticamente deficiente em ESAT-6 (ESAT6). 

Embora a infecção com a cepa ESAT6 também tenha induzido um aumento na 

expressão de Axl, a mesma foi reduzida quando comparada à infecção com a Mtb 

selvagem (H37Rv) nos mesmos MOIs (Fig. 4A e B).  Entretanto, o mesmo fenômeno 

não foi observado em relação à expressão de MerTK, pois um padrão muito similar ao 

observado na infecção com a cepa selvagem (H37Rv) foi visto. Houve aumento 

significativo, porém muito pequeno, na expressão de MerTK nas amostras infectadas 

com Mtb ΔESAT-6 em relação às amostras NI. De forma importante, não foi observada 

diferença na expressão de MerTK em relação à infecção com a cepa selvagem (Fig. 

4C e D). 
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Uma vez que é descrito que o fator de virulência ESAT6 é um importante ativador 

de TLR2 (Chatterjee S, et al., 2011; Pathak S, et al., 2007), em seguida avaliamos se 

a indução da expressão de Axl pela infecção com Mtb requer a sinalização deste 

receptor, utilizando BMDMs deficientes geneticamente para TLR2. 

Quando comparamos a expressão dos receptores Axl utilizando a cepa H37Rv 

em macrófagos derivados de medula óssea tanto de animais C57BL/6 quanto TLR2 -/-

, houve aumento da expressão de Axl após infecção com ambos MOIs testados (Fig. 

4E e F), assim como já havia sido observado na Fig.4A. Entretanto, a expressão de 

Axl em BMDMs de TLR2-/- se encontra reduzida quando comparada à de BMDMs de 

C57BL/6, no MOI de 1, e uma tendência à diminuição é observada com MOI de 3 (Fig. 

4E e F). A dinâmica da expressão de MerTK após infecção de BMDMs C57BL/6 foi 

similar à demonstrada na Fig. 4C e D. Importantemente, após a infecção de BMDMs 

TLR2-/-, uma dinâmica similar foi observada, com um pequeno aumento na expressão 

de MerTK quando comparado com o grupo não infectado com o grupo infectado em 

ambos os MOIs, mas importantemente, não houve diferença entre a expressão de 

MerTK após a infecção quando comparamos células C57BL/6 e TLR2-/- (Fig. 4G e H). 

Sendo assim, estes resultados demonstram que a infecção por Mtb induz expressão 

de Axl em BMDMs de forma parcialmente dependente de ESAT6 e da sinalização via 

TLR2. 

5.2 - Modulação da morte celular, produção de citocinas, óxido nítrico e atividade 

microbicida por Axl e MerTK em macrófagos infectados com MTB 
 

Em seguida, utilizamos BMDM deficientes geneticamente para Axl ou MerTK 

para avaliamos a interferência dos receptores nos padrões de indução de morte 

celular, produção de óxido nítrico (NO), citocinas e atividade microbicida de BMDMs 

infectados com M. tuberculosis in vitro. 

Utilizamos o mesmo método citado acima, empregamos um modelo no qual 

BMDMs foram expostos a bactérias virulentas da cepa H37Rv em diferentes 

multiplicidades de infecção (MOIs) e a indução de morte celular foi avaliada por 

citometria de fluxo 24h após infecção. Observamos aumento significativo na 

frequência de morte celular nos BMDMs de animais C57BL/6 e MerTK-/- no MOI de 3. 

Não houve aumento significativo na frequência de células mortas em BMDMs de 
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camundongos Axl -/- infectados, entretanto, uma tendência de aumento foi observada 

com MOI de 3 (Fig. 5 A e B).  

 

Figura 4 - Expressão de Axl e MerTK em macrófagos infectados com M. tuberculosis.  Macrófagos derivados de medula óssea de 

camundongos C57BL/6 e TLR2-/- foram infectados ou não com M. tuberculosis da cepa H37Rv tipo selvagem ou deficientes em ESAT6 

(ESAT 6) nos MOI: 1 e 3 por 4 horas, período após o qual as bactérias não internalizadas foram removidas e as células cultivadas. Frequência 

de macrófagos expressando Axl (A) ou MerTK (C) 24h após a infecção com as duas cepas; (B e D) “Dot plots” representativos dos dados 

mostrados em (A) e (C) de macrófagos não infectados (NI) ou infectados com MOI de 3 após 24 horas cultura.  Macrófagos derivados de 
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medula óssea de camundongos C57BL/6 e TLR 2-/- infectados com M. tuberculosis da cepa H37Rv tipo selvagem. Frequência de macrófagos 

expressando Axl (E) ou MerTK (G) 24h após a infecção; (F e H) “Dot plots” representativos dos dados mostrados em (E) e (F) de macrófagos 

não infectados (NI) ou infectados com MOI de 3 após 24 horas cultura.  Resultados representados como média ± erro padrão da média (A, C, 

E e G) ou dot plots representativos (B, D, F e H). Análise estatística: teste t de Student. * = p≤ 0,05; **=p≤0,01. 

 

Importantemente, nas culturas infectadas com MOI de 3, não houve diferença entre as 

frequências de células mortas dos grupos C57BL/6, Axl-/- e MerTK-/- (Fig. 5A). Estes 

resultados demonstram que a ausência de Axl e MerTK não afeta a morte celular 

induzida pela infecção com Mtb em macrófagos. 

Em seguida, avaliamos se a deleção genética dos receptores afetaria a 

secreção de citocinas pró-resolução. Podemos observar que houve aumento 

significativo na produção de todas as citocinas avaliadas após a infecção em todos os 

grupos. Em células infectadas, a produção de IL-6 foi maior em BMDMs MerTK-/- 

comparada aos demais grupos (Fig. 5C). Não houve diferença significativo na 

produção de IL-10 em células de animais Axl-/- em comparação a células C57BL/6 e 

MerTK-/-, ao passo que a produção de IL-10 em células MerTK-/- foi similar ao grupo 

C57BL/6, mas significativamente maior do que o grupo Axl-/- (Fig. 5D). Não 

observamos diferença significativa relação à produção de IL-1β entre os grupos (Fig. 

5E). A produção de IL-12p40, entretanto, foi significativamente maior por BMDMs de 

MerTK-/- quando comparados com C57BL/6, ao passo que uma tendência de aumento 

foi observada em células Axl-/- (Fig. 5F). Estes resultados demonstram que os 

receptores Axl e MerTK interferem de maneira diferencial na produção de citocinas por 

macrófagos infectados com Mtb. 

Macrófagos infectados ou não por Mtb foram cultivados na presença ou 

ausência de IFN-γ e Gas6 por 24 h para avaliação da produção de oxido nítrico por 

reação de Griess ou 96h para quantificação de atividade microbicida. Conforme 

esperado os grupos não infectados (NI) apresentaram baixa produção de NO, assim 

como os grupos apenas infectados com Mtb e não houve diferença entre os grupos 

C57BL/6, Axl-/- e MerTK-/-. O tratamento com IFN-γ induziu aumento da produção de 

NO em todos os grupos, entretanto, a produção pelo grupo Axl-/- foi significativamente 

maior em comparação a células C57BL/6 e MerTK-/-. Nos grupos tratados com IFN-y 

e Gas6, observamos que não houve diminuição da produção de NO em nenhum dos 

grupos em comparação ao tratamento apenas com IFN-γ, e, novamente, os BMDMs 

de Axl-/- apresentaram uma maior produção de NO quando comparados com os  
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Figura 5 - Modulação da morte celular, produção de citocinas, óxido nítrico e atividade microbicida macrófagos infectados com M. 

tuberculosis. Macrófagos derivados de medula óssea de camundongos C57BL/6, Axl-/- ou MerTK-/- foram infectados ou não com M. 

tuberculosis H37Rv com MOI: 1 e 3 por 4 horas, período após o qual as bactérias não internalizadas foram removidas e as células cultivadas, 

com apenas meio, IFN-y (100U/ml), ou IFN-y (100U/ml) + Gas6 (100ng/ml) por 24 ou 96h. (A) Frequência de macrófagos mortos 24h após 

infecção; (B) “Dot plots” representativos dos dados mostrados em (A); Quantificação de IL-6 (C), IL-10 (D), IL-1β (E),  IL-12p40 (F) e nitrito 

(G) no sobrenadante de culturas macrófagos derivados de medula óssea não infectados ou infectados com M. tuberculosis MOI:3 24 horas após 

infecção; (H) Quantificação de CFU 96h após infecção com MOI:3 Resultados representados como média ± erro padrão da média (A, C, D, E, 

F, G e H) ou dot plots representativos (B). Análise estatística: teste t de Student. * = p≤ 0,05; **=p≤0,01. 
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BMDMs de C57BL/6 e MerTK-/- (Fig. 5G). Estes resultados demonstram que, 

novamente, assim como observado em relação à produção de citocinas, os receptores 

Axl e MerTK interferem de maneira diferencial na produção de NO por macrófagos 

infectados com Mtb. 

Em seguida, observamos que BMDMs de animais Axl-/- e MerTK-/- controlaram 

de maneira mais eficaz a replicação bacteriana, quando comparados ao BMDMs de 

C57BL/6 na ausência de estímulos. Houve diminuição da carga bacteriana em células 

MerTK-/- mediante adição de IFN-γ, mas não houve alteração em células de animais 

C57BL/6 e Axl-/-. Similarmente, a adição de Gas6 a IFN-γ não alterou a carga 

bacteriana em nenhum dos grupos em comparação às culturas ativadas apenas com 

IFNγ (Fig. 5H) 

Estes resultados demonstram que na ausência de estímulos, a deleção de Axl 

e MerTK conferem uma maior habilidade a macrófagos em conter a replicação 

bacteriana intracelular, entretanto, na presença de ativação por IFN-γ, a deficiência 

dos receptores não interfere na capacidade microbicida das células. Importantemente, 

a maior produção de NO observada em células Axl-/- não foi refletida em aumento de 

capacidade micobactericida. 

5.3 - Caracterização da cinética de expressão Axl, Mertk e Gas6 in vivo durante 

a infecção com Mtb 

 

Nosso próximo passo foi avaliar de qual maneira a infecção por Mtb modula a 

expressão de Axl e MerTK in vivo. Para isso, infectamos camundongos C57BL/6 com 

baixo (100 CFU) ou alto (1000 CFU) inóculo de Mtb e avaliamos se ocorrem alterações 

na expressão de Axl e MerTK em diferentes populações de células mieloides 

alveolares e parênquimais (CD45 IV negativas) (Costa, D, et al., 2020) do infiltrado 

inflamatório dos pulmões em comparação a animais não infectados, bem como se há 

alteração nos níveis do ligante Gas6, Axl solúvel (sAxl) e MerTK solúvel (sMerTK), no 

soro ou nos homogenatos pulmonares desses mesmos animais. Também realizamos 

a quantificação da expressão do ligante PROS1 nos homogenatos pulmonares dos 

mesmos animais.  
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 Figura 6 - Caracterização da cinética de expressão Axl, MerTK, Gas6 e Pros1 durante a infecção in vivo com M. tuberculosis. 

Camundongos C57BL/6 foram infectados com 100 ou 1000 unidades formadoras de colônia (CFU) de Mtb H37Rv e os pulmões foram 

processados em diferentes pontos após a infecção para as análises. Os gráficos mostram a frequência de células Axl+ (A e B) e MerTK+ (C e 

D) em macrófagos alveolares, neutrófilos parenquimais e células mieloides CD11b+ parenquimais nos pulmões. Frequência de células Axl+ 

nos pulmões de camundongos naive, 2 e 4 semanas pós- infecção (spi) com 100 (A) ou 1000 (B) CFU. Frequência de células MerTK+ nos 

pulmões de camundongos naive e 4 semanas pós- infecção (spi) com 100 (C) ou 1000 (D) CFU.  Frequências de células mieloides CD11b+ 

Axl+ ou Axl- expressando CD64 (E), Ly6C (F) e iNOS (G). Frequências de células mieloides CD11b+ MerTK+ ou MerTK- expressando CD64 

(H), Ly6C (I) e iNOS (J). Dosagem de Gas6 (K e N), sAxl (L e O) e sMerTK (M e P) no soro (K, L e M) e homogenatos pulmonares (M, N e 

O) de animais infectados ou não com 1000 CFU, 2 e 4 spi. (Q) Expressão relativa de Pros1 em homogenatos de pulmões de animais infectados 

ou não com 1000 CFU 2 e 4 spi.  Resultados representados como média ± erro padrão da média. Análise estatística: teste t de Student. * = p≤ 

0,05; **=p≤0,01; ***=p≤0,001; ****=p≤0,0001.  

 

Observamos que em animais naïve, a expressão de Axl em macrófagos 

alveolares é elevada (Fig. 6A e B). Em animais infectados com 100 CFU, houve 

aumento na expressão de Axl em macrófagos alveolares às 2 e 4 semana pós-infecção 
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(spi) quando comparados de animais naïve (Fig. 6A). Em camundongos infectados 

com 1000 CFU, observamos aumento progressivo da expressão de Axl em 

macrófagos alveolares, que foi maior às 2 e 4 spi em animais infectados quando 

comparados a camundongos naive (Fig. 6B). Neutrófilos de animais naïve expressam 

baixos níveis de Axl (Fig. 6A e B). Em animais infectados com 100 ou 1000 CFU, houve 

diminuição na expressão de Axl em neutrófilos em comparação a animais naïve às 2 

e 4 spi (Fig. 6A e B). As alterações mais marcantes foram detectadas em células 

mieloides CD11b+. Animais naïve apresentam uma baixa expressão de Axl nestas 

células (Fig. 6A e B). A infecção com 100 como com 1000 CFU de Mtb resultou em 

aumento progressivo da expressão de Axl em células mieloides CD11b+ às 2 e 4 spi 

em comparação a animais naïve (Fig. 6A e B). Nesta população celular, o aumento 

observado na infecção com 1.000 CFU em relação à expressão de Axl foi mais 

pronunciado em comparação ao inóculo com 100 CFU (Fig. 6A e B).  

Em relação a expressão de MerTK observamos que em animais naïve a 

expressão do receptor em macrófagos alveolares é elevada (Fig. 6C e D). Não houve 

aumento na expressão de MerTK em macrófagos alveolares 4 semanas pós-infecção 

(spi) com 100 ou 1000 CFU quando comparados de animais naïve (Fig. 6C e D). 

Neutrófilos de animais naïve expressam baixos níveis de MerTK e a infecção com 100 

ou 1000 CFU não induziu alterações nesses níveis 4 spi (Fig. 6C e D). As alterações 

mais marcantes foram detectadas em células mieloides CD11b+, o mesmo observado 

quanto à expressão de Axl.  Animais naïve apresentam uma baixa expressão de 

MerTK nestas células, a qual aumenta de maneira significativa após 4 semanas de 

infecção com 100 ou 1000 CFU de Mtb (Fig. 6C e D).  

Como observamos que as alterações mais marcantes na expressão dos 

receptores Axl e MerTK foram detectadas em células mieloides CD11b+, em seguida 

investigamos dentro desta subpopulação qual eram as características das células Axl 

positivas e Axl negativas, assim, como células MerTK positivas e MerTK negativas. Foi 

observado que dentro das células mieloides CD11b+ Axl+, aproximadamente 90% das 

dos eventos são positivos para CD64 e Ly6C (Fig. 6E e F). Também observamos que 

as células Axl positivas expressam mais iNOS do que as células Axl negativas (Fig. 

6G). Quando a mesma análise foi realizada em células mieloides CD11b+ que eram 

positivas ou negativas para MerTK, observamos que dentro das células MerTK 

positivas, aproximadamente 70% das células são positivas para CD64 (Fig. 6H) e 
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aproximadamente 80% são positivas para Ly6C (Fig. 6I). Da mesma maneira, as 

células MerTK positivas também expressam mais iNOS quando comparadas a células 

MerTK negativas (Fig. 6J). Estes resultados demonstram que as células mieloides 

CD11b+, nas quais ocorre o aumento mais pronunciado da expressão de Axl e MerTK 

4 spi com Mtb, são de fato macrófagos inflamatórios infiltrantes do parênquima 

pulmonar.  

Ao avaliar os níveis de Gas6, sAxl e sMerTK no soro e homogenato pulmonar de 

animais infectados com alta dose de Mtb (1.000 CFU), observamos que a infecção 

resulta numa redução desses mediadores no soro (Fig. 6K, L e M), ao passo que há 

um aumento dos mesmos mediadores no homogenato pulmonar, particularmente 4 spi 

em comparação a animais naïve (Fig. 6N, O e P). 

A expressão de Pros1 em homogenatos pulmonares de animais infectados ou 

não com alta dose de Mtb (1.000 CFU) também foi quantificada 2 e 4 spi por PCR em 

tempo real. Diferentemente de Gas6, observamos que a expressão relativa de mRNA 

do ligante Pros1, diminui 2 e 4 spi em comparação a animais naïve (Fig. 6Q). 

Estes resultados demonstram que a infecção por Mtb induz expressão de Axl e 

MerTK in vivo nos pulmões de animais infectados, principalmente em macrófagos 

inflamatórios. Adicionalmente, eles sugerem que a ativação destes receptores in vivos 

ocorra principalmente pela ação de Gas6, uma vez que sua concentração aumenta 

nos pulmões em resposta à infecção, o que não é observado em relação a Pros1. 

5.4 - Efeito da deleção de Axl e Mertk em camundongos infectados com alta 

dose de Mtb 
 

Com o objetivo de avaliar o papel dos receptores Axl e MerTK durante a infecção 

por Mtb in vivo, nós utilizamos o modelo de infecção com alta dose de Mtb (1000 CFU), 

pois foi nele em que observamos maior indução da expressão dos receptores em 

macrófagos inflamatórios pulmonares de animais infectados. Camundongos C57BL/6, 

Axl-/- e MerTK-/- foram infectados e monitorados para análise de sobrevivência. 

Observamos que animais geneticamente deficientes para Axl apresentaram 100% de 

mortalidade 29 dias após a infecção, ao passo que camundongos C57BL/6 e 

geneticamente deficientes para MerTK apresentaram mortalidade de 20% após 

acompanhamento por mais de 60 dias de infecção (Fig. 7A). Ao acessarmos a carga 
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bacteriana pulmonar nestes mesmos grupos 3 semanas após a infecção, encontramos 

que não houve diferença entre animais C57BL/6, Axl-/- e MerTK-/- (Fig. 7B). 

Em seguida realizamos a caracterização do infiltrado inflamatório pulmonar 

nesses grupos após 21 dias de infecção. Os resultados demonstraram que houve 

aumento significativo do número de macrófagos alveolares nos animais Axl-/- em 

comparação a animais MerTK-/- ao passo que não houve diferença significativa 

comparando-se esta mesma população celular em camundongos C57BL/6 e Axl-/- ou 

C57BL/6 e MerTK-/- (Fig. 7C). A diferença mais evidente foi observada no número de 

neutrófilos parênquimais, que foi maior em animais Axl-/- em comparação a 

camundongos C57BL/6 e MerTK-/- (Fig. 7C). A quantidade de macrófagos 

inflamatórios, entretanto, foi similar entre os grupos (Fig. 7C).  

Ao avaliar a expressão de iNOS nos macrófagos inflamatórios, observamos que 

não houve diferença na frequência de células iNOS+ entre os grupos (Fig. 7 D). 

Com relação aos linfócitos T, houve uma diminuição no número total de linfócitos 

T CD8+ em animais MerTK-/- em comparação a animais Axl-/-, à medida que não houve 

alteração expressiva no número total de linfócitos T CD4+ (Fig. 7E). A frequência de 

linfócitos T CD4+ ativados (CD44+) foi similar em todos os grupos analisados (Fig. 7F). 

Não houve diferença significativa na frequência de células T reguladores 

(CD4+FoxP3+) (Fig. 7G). A frequência de linfócitos T CD4+ Th1 (Tbet+) foi similar em 

todos os grupos analisados (Fig. 8H). Entretanto, mediante estímulo com os peptídeos 

imunodominantes de Mtb ESAT-6, Ag85B e esxG, observamos aumento da frequência 

de linfócitos T CD4+ duplo produtores de IFNγ e TNFα em camundongos Axl-/- e MerTK-

/- em comparação a animais C57BL/6 (Fig. 7I). 

Por fim, realizamos a quantificação das citocinas TNFα, IL-1β e IFN-γ (Fig. 7 J, 

K e L respectivamente) no homogenato de pulmões extraídos desses mesmos grupos. 

A concentração pulmonar de TNFα foi maior em camundongos Axl-/- em comparação 

a animais C57BL/6 (Fig. 7J). A expressão de TNFα não foi significativamente diferente 

entre animais C57BL/6 e MerTK-/- (Fig. 7J). A expressão de IL-1β foi maior em 

camundongos Axl-/- em comparação a animais C57BL/6 e MerTK-/-, sendo que não 

houve diferença significativa entre o grupo C57BL/6 e MerTK-/- (Fig. 7K). Entretanto, 

não houve aumento expressivo de IFN-γ entre os animais, porém, é possível observar 
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uma tendência de aumento nos animais Axl-/- quando comparados com animais 

C57BL/6 e MerTK-/- (Fig. 7L). 

 

Figura 7. Avaliação do efeito da deleção de Axl e MerTK na sobrevida, modulação do infiltrado inflamatório, carga bacteriana 

pulmonar, produção de citocinas por linfócitos T CD4+ e T CD8+ e na produção de citocinas pulmonares de camundongos infectados 

com M. tuberculosis. Camundongos C57BL/6 e deficientes de Axl ou de MerTK foram infectados com 1.000 unidades formadoras de colônia 

(CFU). (A) Sobrevida avaliada por 60 dias após infecção; (B) carga bacteriana pulmonar 21 dias após infecção; (C) Fenótipo do infiltrado 
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inflamatório pulmonar mieloide 21 dias pós infecção - número total de macrófagos alveolares, neutrófilos parenquimais e macrófagos 

inflamatórios parênquimais; (D) Expressão de iNOS em macrófagos inflamatórios parênquimais pulmonares 21 dias após infecção; (E) O 

número total de linfócitos T CD4+ e T CD8+ pulmonares 21 dias após infecção; (F), Frequência de células T CD4+ CD44+ (F), FoxP3+ (G) e 

Tbet+ (H) pulmonares 21 dias após infecção; (I) Frequëncia de linfócitos T CD4+ duplamente positivos para IFNγ e TNFα após estímulo ex 

vivo com 10μg/ml dos peptídeos ESAT61-20, esxG46-61 e Ag85B280-294 21 dias após a infecção; Quantificação de TNF-α (J), IL-1β (K) e IFNγ (L) 

nos homogenatos pulmonares 21 após a infecção. Resultados representados como média ± erro padrão da média. Análise estatística: teste t de 

Student. * = p≤ 0,05. 

 

Figura 8.  Avaliação da liberação de NETs em pulmões de camundongos infectados com M. tuberculosis. Camundongos C57BL/6 ou 

geneticamente deficientes para Axl foram infectados com 1.000 unidades formadoras de colônia (CFU). (A) fotos representativas de infiltrado 

inflamatório contendo marcação para DNA em azul, MPO (mieloperoxidase) em verde, e histona citrulinada H3 (H3Cit) em vermelho nas 

estruturas de NETs; (B) Gráficos com a média da intensidade de fluorescência das sobreposições por campo (B). Resultados representados 

como média ± erro padrão da média. Análise estatística: teste t de Student. * = p≤ 0,05. 

Como observamos nos dados anteriores, animais Axl-/- tem um aumento 

significativo no número de neutrófilos presentes no infiltrado inflamatório pulmonar, 

quando comparados com animais C57BL/6 e MerTK-/- (Fig. 7C). Portanto, realizamos 

a quantificação de NETs (do inglês neutrophil extracellular traps) no tecido pulmonar 

de camundongos C57BL/6 e Axl-/-. Observamos que os animais Axl-/- tem um aumento 

significativo na liberação de NETs, quando comparado com os animais C57BL/6 (Fig. 

8 A e B).  
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Em conjunto estes resultados indicam que a deficiência de Axl promove 

suscetibilidade à TB experimental. Adicionalmente, eles sugerem que a maior 

suscetibilidade não está associada ao descontrole da replicação bacteriana, mas sim 

à inflamação exacerbada, mediada principalmente por neutrófilos. 

5.5 - Efeito da inibição farmacológica de Axl e MerTK em camundongos 

infectados com alta dose Mtb 
 

Em seguida, nós repetimos o desenho experimental descrito acima para avaliar 

o papel dos receptores Axl e MerTK na infecção por Mtb, mas utilizamos tratamento 

com inibidores farmacológicos de Axl e MerTK em camundongos C57BL/6 ao invés de 

animais geneticamente deficientes. Camundongos C57BL/6 infectados com alto 

inóculo (1000 CFU) de Mtb foram tratados ou não o com TP-0903 (inibidor de Axl) ou 

UNC-2250 (inibidor de MerTK), diariamente, por via oral. Após 24 dias de infecção e 

tratamento, camundongos tratados com inibidor de Axl se encontravam muito 

debilitados e moribundos, portanto, realizamos a eutanásia de todos os grupos para 

fazer as análises. De maneira similar ao que foi observado nos experimentos com 

animais geneticamente deficientes, não houve diferença significativa na carga 

bacteriana pulmonar entre os grupos (Fig. 9 A). 

Ao avaliar o infiltrado inflamatório desses animais, observamos que não houve 

diferença no número de macrófagos alveolares e macrófagos inflamatórios 

pulmonares entre os grupos. Entretanto, similarmente ao que foi encontrado nos 

experimentos com animais geneticamente deficientes, observamos um aumento 

expressivo de neutrófilos parenquimais nos pulmões de animais tratados com o inibidor 

de Axl em comparação a animais não tratados. O tratamento com o inibidor de MerTK 

(UNC 2250) não alterou de maneira significativa a quantidade dessas mesmas células 

em comparação aos animais controles (Fig. 9 B). Ao avaliar a expressão de iNOS nos 

macrófagos inflamatórios, observamos que não houve diferença na frequência de 

células iNOS+ entre os grupos (Fig. 9 C). 

Com relação aos linfócitos T, não houve diferença significativa no número total 

de linfócitos T CD8+ e no número total de linfócitos T CD4+ entre os grupos (Fig. 9 D). 
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Figura 9. Avaliação do efeito da inibição de Axl e MerTK na modulação do infiltrado inflamatório e carga bacteriana pulmonar de 

camundongos infectados com M. tuberculosis. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 1.000 unidades formadoras de colônia (CFU) 

e tratados ou não (NT – não tratados) com inibidores dos receptores Axl (TP-0903) ou MerTK (UNC-2250) por via oral, durante 24 dias 

diariamente. O fenótipo do infiltrado inflamatório pulmonar desses animais foi caracterizado por citometria de fluxo e carga bacteriana 
quantificada por diluição limitante do homogenato pulmonar. (A) Carga bacteriana pulmonar 24 dias pós infecção; (B) Fenótipo do infiltrado 

inflamatório pulmonar mieloide 24 dias pós infecção - número total de macrófagos alveolares, neutrófilos parenquimais e macrófagos 

inflamatórios parênquimais; (C). Expressão de iNOS em macrófagos inflamatórios parênquimais pulmonares 24 dias após infecção; (D) Número 
total de linfócitos T CD4+ e T CD8+ pulmonares 24 dias após infecção; Frequência de células T CD4+ CD44+ (E), Tbet+ (F) e FoxP3+ (G) 

pulmonares 24 dias após infecção. Resultados representados como média ± erro padrão da média. Análise estatística: teste t de Student. * = p≤ 

0,05, **=p≤0,01 

 

Observamos aumento na frequência de linfócitos T CD4+ ativados (CD44+) tanto 

em animais tratados com o inibidor de Axl (TP-0903) quanto com o inibidor de MerTK 

(UNC 2250) em comparação a camundongos não tratados (Fig. 9 E). Observamos 

diminuição da expressão de Tbet em animais tratados com TP-0903, indicando uma 

possível diminuição na resposta Th1, porém, não houve diferença significativa entre 

animais tratados com UNC2250 e animais controles (não tratados) (Fig. 9 F). A 

expressão de FoxP3 foi similar em linfócitos T CD4+ de todos os grupos (Fig. 9 G). 

Como observamos nos dados anteriores, animais tratados com inibidor de Axl-

/- tem um aumento significativo no número de neutrófilos presentes no infiltrado 

inflamatório pulmonar, quando comparados com animais não tratados e tratados com 

inibidor de MerTK-/- (Fig. 9 B). Portanto, novamente avaliamos a liberação de NETs no 

tecido pulmonar de animais infectados com Mtb não tratados ou tratados com inibidor 

de Axl. Similarmente ao que foi observado em animais geneticamente deficientes, 
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aumento significativo na liberação de NETs em pulmões de animais tratados com 

inibidor de Axl-/- em comparação aos de animais não tratados (Fig. 10 A e B).  

Em conjunto, estes dados reforçam os resultados obtidos em camundongos 

com deleção genética de Axl e MerTK, demonstrando que a sinalização via Axl 

desempenha um papel protetor durante a infecção por Mtb, que está associado ao 

controle da resposta inflamatória exacerbada, principalmente mediada por neutrófilos, 

consequente protegendo o órgão do hospedeiro do dano tecidual. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Figura 11. Avaliação da liberação de NETs em pulmões de camundongos infectados com M. tuberculosis. Camundongos 

C57BL/6 foram infectados com 1.000 unidades formadoras de colônia (CFU) e tratados ou não com TP-0903 (30mg/kg) por 21 dias. (A) fotos 

representativas de infiltrado inflamatório contendo marcação para DNA em azul, MPO (mieloperoxidase) em verde, e histona citrulinada H3 

(H3Cit) em vermelho nas estruturas de NETs; (B) Gráficos com a média da intensidade de fluorescência das sobreposições por campo (B). 

Resultados representados como média ± erro padrão da média. Análise estatística: teste t de Student. * = p≤ 0,05. 

6. Discussão 
 

Conforme mencionado na seção introdutória, a o papel desempenhado pelos 

receptores Axl e MerTK, juntamente com seus ligantes, na infecção por Mtb, era 

totalmente desconhecido. No entanto, no presente trabalho, caracterizamos como a 

sinalização desses receptores contribui para a modulação da patogênese da TB 

experimental em camundongos. Os receptores Axl e MerTK têm sido amplamente 

caracterizados por desempenharem funções similares no reconhecimento de células 

em apoptose por fagócitos e sua subsequente fagocitose. Adicionalmente, é bastante 
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conhecida a função anti-inflamatória desencadeada pela sinalização via Axl e MerTK 

em fagócitos (Zizzo G, et al., 2012; Lemke G, 2013; Scott R, et al., 2001). Nossos 

resultados iniciais obtidos com a infecção de macrófagos por Mtb in vitro, entretanto, 

já sugeriam que estes receptores poderiam desempenhar papéis não redundantes na 

TB, uma vez que a infeção por Mtb resultou em um pronunciado aumento da expressão 

de Axl, o que não foi observado em relação a MerTK.  Dados similares foram 

encontrados em modelo experimental de infecção in vitro por vírus H1N1 e vírus 

sincicial respiratório primário (RSV) nos quais houve aumento da expressão de Axl, 

mas não de MerTK em macrófagos derivados de medula óssea (Shibata T, et al., 2014) 

Estudos anteriores demostraram que a expressão de Axl pode ser induzida em 

monócitos, em resposta a estímulos bacterianos e inflamatórios, como ligantes de 

receptores TLRs (Pam3SK4, LPS, CpG e poli (I:C)) que regulou significativamente a 

expressão de AXL in vitro. Da mesma forma, fatores pró-inflamatórios (IFN-α e TNF-

α) induziram a regulação positiva de AXL (Mahida R, et al., 2021; Lemke G, Rothlin V, 

2008; Brenig R, et al., 2019), em infecções por vírus (Read S, et al., 2015) ou em 

doenças autoimunes (Ekman C, et al., 2011). De fato, nossos resultados 

demonstraram que a deficiência de ESAT6, um importante fator de virulência de Mtb 

que ativa receptores de imunidade inata, dentre eles TLR2 (Chatterjee S, et al., 2011; 

Pathak S, et al., 2007), compromete significantemente a indução da expressão de Axl 

em macrófagos infectados, e, da mesma forma, a deficiência de TLR2 em macrófagos 

resulta em diminuição da indução da expressão de Axl em resposta à infecção. 

Entretanto, a expressão de MerTK se manteve inalterada em ambos os casos. Estes 

dados, portanto, demostram que a ativação de TLR2 pela proteína ESAT6 é um 

importante mecanismo indutor da expressão de Axl em macrófagos durante a infecção 

por Mtb.  

Conforme mencionado acima, a ativação dos receptores TAM em macrófagos ou 

células dendríticas regula negativamente as respostas imunes inatas e a produção de 

diversas citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, TNFα, IL-6, IL-12 e IL-18. A indução 

da expressão de reguladores negativos da sinalização intracelular de receptores de 

imunidade inata e citocinas, bem como supressores transcricionais, dentre eles SHP-

1, SOCS1 e 3 e Twist, mediante ativação dos receptores TAM por seus ligantes, está 

diretamente associada a este fenômeno (Behrens et al., 2003; Tong L, et al., 2017; 

Rothlin C, et al., 2007; Sharif M, et al., 2006; Rothlin C, et al., 2015). De fato, nossos 
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resultados in vitro com macrófagos infectados por Mtb, demonstraram que a produção 

de IL-12p40 e IL-6 foi maior em células de animais MerTK-/- comparadas a células tipo 

selvagem. Foi demonstrado que ambas as citocinas, IL-6 e IL-12, desempenham um 

papel importante no processo de maturação fagossomal em macrófagos (Jung J, 

Robinson C., 2014; Bhattacharya M, et al., 2006). Os mecanismos de acidificação dos 

fagossomos e fusão da membrana fagossoma-lisossomo em fagócitos desempenham 

um papel importante na eliminação do bacilo de Mtb intracelular (Lewinsohn et 

al., 1998; Stenger et al., 1998; Ernst et al., 2000; Serbina et al., 2001). Sendo assim, 

estes mecanismos podem estar associados à maior resistência à replicação bacteriana 

intracelular observada em macrófagos Axl-/- e MerTK-/- infectados em comparação a 

células do tipo selvagem. Por outro lado, a maior resistência à replicação bacteriana 

em células Axl-/- não esteve associada a uma maior produção dessas citocinas. É 

possível, entretanto, que a produção de outros mediadores associados com aumento 

da maturação fagossomal e fusão fagolisossomal, que não foram quantificados em 

nossos experimentos, possam estar aumentados em macrófagos Axl-/- infectados por 

Mtb, favorecendo desta forma uma maior resistência à replicação micobacteriana 

nessas células. 

Entretanto, a indução eficiente de mecanismos microbicidas de macrófagos frente 

à infecção por Mtb é criticamente dependente da ativação por IFNγ e subsequente 

indução da produção de NO a partir da L-arginina pela enzima iNOS (MacMicking J, et 

al., 1997; Flesch, Kaufmann, 1991; Appelberg, Orme, 1993; Liew, Cox, 1991; Nathan, 

Hibbs, 1991; Wang et al., 1998). Estudos mostram que a inibição de MerTK em 

macrófagos tratados com LPS por 24h, aumenta a produção de NO pelas células (Kim 

S, et al., 2016), e que a inibição de Axl aumenta a expressão de iNOS em modelo de 

infecção fúngica em camundongos (Shibata T, et al., 2014). De fato, mediante ativação 

com IFN-γ observamos maior produção de NO em macrófagos Axl-/- comparados a 

células do tipo selvagem, o que não foi observado em células MerTK-/-. Curiosamente, 

a adição de Gas6 à IFN-γ nas culturas não reverteu o aumento da produção de NO 

por macrófagos do tipo selvagem ou de animais Axl-/- ou MerTK-/- infectados com Mtb. 

Igualmente, o aumento da produção de NO nas células de animais KO não foi refletida 

em aumento da atividade micobactericida dos macrófagos infectados. Apenas 

macrófagos tipo selvagem apresentaram diminuição da carga bacteriana frente à 

ativação com IFN-γ. Sendo assim, como mencionado acima, se torna interessante 
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avaliar se outros mecanismos micobactericidas independentes da via iNOS-NO, como 

aqueles relacionados à maturação fagossomal e autofagia (Cemma M, et al., 2016; 

Kinchen, J., Ravichandran, K, 2008), podem estar modulados diferencialmente em 

macrófagos Axl-/- e MerTK-/- infectados por Mtb.  

Em camundongos, MerTK é expresso em todos os macrófagos teciduais maduros 

ao passo que a expressão de Axl é restrita a populações específicas de macrófagos: 

macrófagos alveolares/das vias aéreas, células de Kupffer no fígado e macrófagos da 

polpa vermelha no baço (Fujimori T, et al., 2015; Zagórska A, et al., 2014).  De fato, 

nossos dados demonstraram que a infecção por Mtb induz alteração mínima da 

expressão de Axl e MerTK em macrófagos alveolares, cuja expressão se manteve alta 

tanto em animais naïve quanto infectados. A alteração mais marcante nos níveis de 

expressão de ambos os receptores in vivo foi observada em células CD11b+CD64+ 

Ly6Chigh, demonstrando que se tratam de macrófagos derivados de monócitos 

inflamatórios (Ly6Chigh), os quais em condições inflamatórias são recrutados para o 

tecido acometido e expressam iNOS (Serbina et al., 2008). De fato, observamos que 

a expressão de iNOS nas células mieloides CD11b+ pulmonares de camundongos 

infectados se concentra nas subpopulações Axl+ e MerTK+, o que nos permite concluir 

que ocorre aumento da expressão de ambos os receptores em macrófagos 

inflamatórios com alta porcentagem de expressão de iNOS. Estudos anteriores 

demonstraram que macrófagos inflamatórios representam a principal população 

celular que abriga bactérias nos pulmões a partir do cronificação da infecção (a partir 

de 3 semanas pós-infecção) (Cohen S, et al., 2018). Sendo assim, estes resultados 

sugerem que a expressão dos receptores aumenta justamente nas principais células 

infectadas pela bactéria nos pulmões. Adicionalmente, os níveis do ligante Gas6 

também aumentam nos pulmões de animais infectados, ao passo que diminuem no 

soro. Somados, os dados que demonstram acúmulo de Gas6 no tecido pulmonar 

juntamente à elevada expressão de ambos os receptores nas principais células 

infectadas, indicam que a via de sinalização de Axl e MerTK podem, de fato, modular 

a atividade das células infectadas por Mtb in vivo.  

Entretanto, os receptores podem sofrer processamento enzimático na membrana 

celular através da ação de ADAM10/ADAM17, que cliva a parte extracelular dos 

receptores, liberando uma forma solúvel (Cohen S, et al., 2018). Em particular, o 

receptor AXL solúvel (sAXL) está presente no sangue humano complexado a GAS6, e 
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é detectado em níveis elevados em diferentes patologias, como insuficiência cardíaca, 

certas condições inflamatórias e vários tumores (Ekman C, et al., 2010a; Ekman C, et 

al., 2010b; Batlle M, et al., 2014). A produção de sMerTK também é significativamente 

aumentada em células J447 (células monocíticas) em resposta a estímulos como LPS 

ou PMA (Sather. S, et al, 2006). Os receptores solúveis formam complexos com Gas6 

e Pros1, sequestrando-os, e, desta forma, modulando negativamente sua ação, pois 

competem com os receptores de membrana pelos ligantes (Sather S, et al., 2007; 

O’Bryan J, et al., 1995). Nossos dados mostram que os níveis dos receptores clivados 

ou solúveis (sAxl e sMerTK), diminuem no soro, mas aumentam no pulmão com o 

decorrer da infecção por Mtb. Sendo assim, também é possível que o acúmulo dos 

receptores solúveis nos pulmões de camundongos infectados com Mtb atue como um 

fator regulador da ativação dos receptores celulares por Gas6.  

Ao utilizar camundongos geneticamente deficientes para Axl ou MerTK, que não 

expressam ambas as formas, de membrana e solúveis, dos receptores, identificamos 

que não há diferença na carga bacteriana pulmonar na ausência dos receptores em 

comparação a animais do tipo selvagem. Entretanto, a deficiência de Axl resultou em 

maior suscetibilidade à doença, culminando em elevado grau de mortalidade. 

Resultados similares foram observados quando camundongos foram tratados com 

inibidores farmacológicos de Axl (TP-0903) ou MerTK (UNC-2250), os quais inibem a 

atividade tirosina quinase dos receptores de membrana (Zhang Y, et al, 2022; Shi. C, 

et al, 2018), e não é esperado que interfiram com os níveis ou atividade de receptores 

solúveis. Não houve diferença na carga bacteriana pulmonar entre animais tratados e 

não tratados, mas animais tratados com inibidor de Axl se tornaram moribundos na 

durante a terceira semana pós-infecção. Sendo assim, estes resultados sugerem que 

o efeito protetor mediado por Axl identificado está relacionado à sinalização pelo 

receptor de membrana. Adicionalmente, eles demonstram que de fato, os receptores 

Axl e MerTK desempenham papéis não redundantes durante a infecção por Mtb. 

Ademais, in vivo, a sinalização via ambos os receptores não interfere com resistência 

à replicação bacteriana pelo hospedeiro.  

Em camundongos Axl-/-, a maior mortalidade esteve associada à inflamação 

pulmonar mais elevada, composta principalmente por neutrófilos, e maiores níveis de 

netose pulmonar. Nos animais tratados com TP-0903, a maior suscetibilidade também 

esteve associada à maior inflamação, principalmente neutrofílica, e níveis mais 
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elevados de netose nos pulmões. Nos experimentos em que foram utilizados 

camundongos geneticamente deficientes para os receptores, também identificamos 

maiores níveis de TNFα e IL-1β, bem como maior produção de IFN-γ e TNFα por 

linfócitos T CD4+ em comparação a animais do tipo selvagem. 

As citocinas pró-inflamatórias possuem propriedades imunológicas que podem ser 

benéficas ao hospedeiro contra a invasão de bactérias (Dinarello C, 2000). Em 

particular, a produção de IL-1β, TNF-α e IFN-γ são críticas para a resistência do 

hospedeiro à infecção por Mtb (Mayer-Barber, 2011; Flynn, 1993; Cooper, 1993; Flynn 

1995). Porém, quando descontroladas, as produções dessas mesmas citocinas são 

prejudiciais, pois induzem dano tecidual nos pulmões do hospedeiro (Bekker L, et al., 

2000; Roca F, et al., 2016; Mishra B, et al., 2013; Sakai S, et al., 2016). Em particular, 

a produção exacerbada de IL-1β é associada com o desenvolvimento de necrose 

pulmonar mediada por excesso de inflamação neutrofílica (Mishra B, et al., 2013). 

Adicionalmente, foi demonstrado em um estudo recente que o desencadeamento de 

netose no tecido pulmonar de camundongos infectados promove crescimento 

bacteriano e maior gravidade da doença (Moreira-Teixeira L, et al., 2020). Sendo 

assim, considerando os resultados dos estudos citados acima, nossos dados sugerem 

que a deleção de Axl ou sua inibição resultam maior suscetibilidade à TB devido à 

inflamação exacerbada, em particular, devido ao excesso de acúmulo de neutrófilos e 

indução de netose pulmonar. 

Diversos estudos indicam, conforme mencionado anteriormente, que os receptores 

da família TAM desempenham um papel importante nas respostas anti-inflamatórias 

através da modulação da função dos macrófagos e outras células mieloides (Alciato 

F, et al., 2010; Rothlin C, et al., 2010; Sharif M, et al., 2006). Sendo assim, é possível 

que o fenótipo observado em nosso trabalho esteja associado simplesmente ao fato 

de que na ausência da sinalização via Axl, células mieloides pulmonares estejam 

produzindo quantidades exacerbadas de citocinas pró-inflamatórias durante a infecção 

por Mtb e consequentemente promovendo dano tecidual. Sabe-se que a morte da 

célula hospedeira por necrose em detrimento de apoptose favorece a disseminação e 

sobrevivência bacteriana durante a infecção por Mtb (Afriyie-Asante A, et al., 2021; 

Mohareer K, et al., 2018).A produção exacerbada de IL-1β pode promover a morte 

necrótica programada de macrófagos por piroptose, ao passo que o excesso de TNFα 

pode induzir morte necrótica programada dessas células por necroptose (Afriyie-
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Asante A, et al., 2021; Mohareer K, et al., 2018).Embora o papel destes tipos de morte 

celular necrótica na infecção por Mtb não seja bem estabelecido in vivo (Behar, S. et 

al., 2010; Mahamed D, et al., 2017), postula-se que elas possam ser importantes para 

a patogênese da doença. Sendo assim, levando em consideração os maiores níveis 

de TNFα e IL-1β detectados nos pulmões de animais Axl-/- infectados em comparação 

aos controles tipo selvagem, é possível que estes mecanismos de morte necrótica de 

macrófagos infectados estejam aumentados na ausência de Axl, promovendo desta 

maneira, maior suscetibilidade à doença. 

Outra possibilidade pode estar ligada ao aumento de necrose secundária de 

neutrófilos e outras células mieloides infectadas no tecido pulmonar de camundongos 

Axl-/-. Os receptores TAM Axl e MerTK, em conjunto com seus ligantes Gas6 e Pros1 

têm um papel muito bem estabelecido como mediadores críticos da fagocitose de 

células apoptóticas e corpúsculos apoptóticos por macrófagos através da interação 

com fosfatidilserina. Diversos estudos demonstraram que a ausência de receptores 

TAM em macrófagos acarreta em uma deficiência na depuração de células apoptóticas 

pelos mesmos, o que pode promover necrose secundária das células apoptóticas, 

favorecendo o desenvolvimento de respostas inflamatórias (Lemke G, 2013; Lemke G; 

2019; Zagórska, 2014; Huang Y, et al., 2021; Burstyn C, et al., 2012; Prasad D, et al., 

2006; Lee C, Chun T, 2019; Rothlin C, et al., 2010; Lu Q, Lemke G, 200; Lu Q, Lemke 

G, 200; Camenisch T, et al., 1999) e citocinas inflamatórias. Sendo assim, é possível 

que durante a infecção por Mtb, a ausência de Axl prejudique a depuração de células 

infectadas apoptóticas por macrófagos, resultando em necrose secundária das 

mesmas. Com isso, amplifica-se a produção de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias local bem como o recrutamento de neutrófilos para o sitio infecioso, 

aumentando o dano tecidual pulmonar e causando a morte dos animais. 

7. Conclusão  
 

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, nós concluímos que os receptores 

Axl e MerTK desempenham papéis não redundantes durante a infecção por Mtb. Adicionalmente, 

concluímos que a sinalização através do receptor Axl tem um papel protetor durante a TB grave 

ao passo que a sinalização através do receptor MerTK é dispensável para a proteção do 

hospedeiro durante a TB.  O papel protetor de Axl ocorre através da modulação de respostas 

inflamatórias exacerbadas, promovendo maior integridade do tecido pulmonar durante a 
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infecção. Sendo assim, se torna interessante o desenvolvimento de estudos futuros com o 

objetivo de avaliar o potencial terapêutico de Gas6 e Pros1 como terapias direcionadas ao 

hospedeiro para o tratamento da TB. 
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