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RESUMO 

ALMEIDA, C.J.L.R. Neutrófilos humanos polarizados in vitro em perfis pró e anti-

inflamatórios apresentam distintos padrões de alterações epigenéticas. 2020. 115f. 

Dissertação (Mestrado) Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade 

de São Paulo, Ribeirão Preto, 2020. 

 

Alterações epigenéticas são por definição alterações herdáveis do genoma funcional que não 

alteram a sequência de nucleotídeos do DNA. Dentre os eventos sob controle epigenético, a 

diferenciação celular em macrófagos e células T são marcadas por mudanças como 

metilação/acetilação de histonas para que se diferenciem em M1, M2, Th1, Th2 e Th17, por 

exemplo. A plasticidade celular do sistema imune inato e adaptativo pode então estar sob 

controle epigenético, quando o microambiente infeccioso ou inflamatório define o perfil de 

diferenciação ou polarização celular. No ambiente tumoral foram identificados neutrófilos 

polarizados, associados ao controle ou à susceptibilidade tumoral. Aos neutrófilos já foram 

atribuídos papéis controversos também na tuberculose, ora inflamatório, ora anti-inflamatório. 

Nossa hipótese é que a polarização dos neutrófilos nestes perfis opostos possui regulação 

epigenética. Portanto, nosso objetivo foi investigar quais alterações epigenéticas controlam a 

polarização in vitro de neutrófilos, de acordo com o microambiente inflamatório. Para tanto, os 

neutrófilos foram isolados a partir de sangue periférico de 20 participantes hígidos. Estas células 

foram polarizadas in vitro com GM-CSF e IFN-γ para diferenciação do perfil pró-inflamatório 

(NI) ou com IL-4, IL-13 e TGF-β para diferenciação do perfil anti-inflamatório (NonI). Os 

neutrófilos foram caracterizados pela análise fenotípica e assinatura epigenética de cada perfil 

celular. A análise fenotípica consistiu da análise morfológica, produção de espécies reativas de 

oxigênios (EROs), produção e expressão gênica de citocinas, e expressão gênica de receptores 

de superfície celular. A assinatura epigenética foi realizada através da análise do perfil de 

metilação global do DNA, expressão de enzimas epigenéticas e metilação e acetilação de 

histonas. Os resultados demonstram que após 2h de polarização os NI apresentam modificações 

morfológicas nucleares, aumento de tamanho celular e aumento na produção de EROs quando 

comparados aos NonI. Adicionalmente, os NI possuem aumento da produção de IL-8, como 

também aumento na expressão gênica de TNF-α, IL-10, TLR2 e TLR4 quando comparados aos 

NonI. Além disso, os NonI apresentam maior expressão gênica de ALOX15 em relação aos 

neutrófilos NI. Quanto a assinatura epigenética das células, os neutrófilos NI possuem menor 

percentual de metilação global quando comparados aos outros perfis, e as células NonI possuem 

maior expressão gênica da enzima DNMT3A quando comparados aos neutrófilos NI. A 

frequência de modificações de histonas relacionadas a ativação e repressão da transcrição 

gênica também indicam possível modulação da expressão dos genes de TNF-α, IL-6 e IL-1β. 

Assim, sugerimos que o microambiente tecidual pode influenciar a diferenciação do perfil de 

neutrófilos em pró ou anti-inflamatório e que alterações epigenéticas estão envolvidas na 

plasticidade celular. 

 

Palavras-chave: imunidade inata, neutrófilos, epigenética, plasticidade celular. 

 

 



 

ABSTRACT 

ALMEIDA, C.J.L.R. In vitro polarized human neutrophils in pro and anti-inflammatory 

profiles show different patterns of epigenetic changes. 2020. 115f. Dissertação (Mestrado) 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto, 2020. 

 

Epigenetic changes are, by definition, inheritable changes to the functional genome that do not 

alter the nucleotide sequence of DNA. Among some events under epigenetic control, cell 

differentiation in macrophages and T cells are marked by changes such as histone methylation 

/ acetylation to differentiate into M1, M2, Th1, Th2 and Th17, for example. The innate and 

adaptive immune system plasticity is under epigenetic control, when the infectious or 

inflammatory microenvironment defines the cell differentiation or polarization profile. In the 

tumor environment, polarized neutrophils were identified, associated with tumor control or 

susceptibility. Controversial roles have also been attributed to neutrophils in tuberculosis, even 

inflammatory, or anti-inflammatory. Our hypothesis is that the neutrophil polarization in these 

opposite profiles is under epigenetic regulation. Therefore, our objective was to investigate 

which epigenetic changes are involved the in vitro polarization of neutrophils, according to the 

inflammatory microenvironment. Therefore, neutrophils were isolated from the peripheral 

blood of 20 healthy participants. These cells were polarized in vitro with GM-CSF and IFN-γ 

to differentiate cells to the pro-inflammatory profile (NI) or with IL-4, IL-13 and TGF-β to 

differentiate cells to the anti-inflammatory profile (NonI). Neutrophils were characterized by 

phenotypic analysis and epigenetic signature of each cell profile. Phenotypic analysis consisted 

of morphological analysis, reactive oxygen species (ROS) and cytokine production, and cell 

surface receptor and cytokine gene expression. The epigenetic signature was performed through 

the analysis of the global DNA methylation profile, expression of epigenetic enzymes and 

histone methylation and acetylation. After 2h of polarization, NI have nuclear morphological 

changes, increase in cell size and increase in ROS production when compared to NonI. 

Additionally, NI have increased IL-8 production, as well as increased TNF-α, IL-10, TLR2 and 

TLR4 gene expression when compared to NonI. In addition, NonI have higher gene expression 

of ALOX15 compared to NI neutrophils. As for the epigenetic signature of cells, NI neutrophils 

have a lower percentage of global methylation when compared to other profiles, and NonI cells 

have greater gene expression of the DNMT3A enzyme when compared to NI neutrophils. The 

frequency of histone changes related to activation and repression of gene transcription also 

indicates possible modulation of the expression of the TNF-α, IL-6 e IL-1β genes. Thus, we 

suggest that the tissue microenvironment can influence the differentiation of the neutrophil into 

pro or anti-inflammatory profile and that epigenetic changes are involved in cellular plasticity. 

 

Keywords: innate immunity, neutrophils, epigenetics, cell plasticity. 
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1.1 Epigenética 

Mudanças epigenéticas são variações não genéticas que podem ser herdadas, mas que 

não alteram a sequência do DNA (Sharma et al., 2010). Estas podem estar envolvidas na 

orientação dos padrões de mudanças fenotípicas que acontecem em populações celulares, tais 

como diferenciação, amadurecimento e regulação (Reik, 2007; Boland et al., 2014). Por 

exemplo, a expressão de fatores de transcrição nas células T que direcionam para o padrão Th1, 

Th2 ou Th17 está relacionada à regulação epigenética (Wei et al., 2009; Wilson et al., 2009; 

Yang et al., 2015), assim como a diferenciação dos monócitos em células dendríticas ou 

macrófagos teciduais (Tian et al., 2017) e a ativação dos macrófagos nos perfis M1 e M2 (Zhou 

et al., 2017). Neste contexto de plasticidade celular, existem evidências na literatura de que os 

neutrófilos também se distinguem dependendo do microambiente inflamatório (Deniset and 

Kubes, 2018; Giese et al., 2019). Portanto, nossa hipótese é que alterações epigenéticas também 

poderiam acontecer em neutrófilos, direcionando a polarização para perfis pró ou anti-

inflamatórios, de acordo com os estímulos de citocinas recebidos pelas células. 

As mudanças epigenéticas acontecem por mecanismos distintos, como adição ou 

retirada de grupos químicos nas caudas de histonas (Bannister and Kouzarides, 2011), metilação 

direta do DNA (Mersfelder and Parthun, 2006) e expressão de RNAs não codificantes, 

exemplificados pelos microRNAs e long non-coding RNAs (Bernstein and Allis, 2005). Como 

resultado, as modificações epigenéticas variantes determinam a regulação da atividade 

transcricional e silenciamento de produtos gênicos. 

A metilação do DNA parece estar mais relacionada ao silenciamento gênico, devido a 

mecanismos como a adição de um radical metil (CH3) no carbono 5 da base nitrogenada 

citosina em ilhas ricas de motivos CpG (citosina-guanina), levando à formação de 5-

metilcitidina e a uma falha no reconhecimento de sequências de DNA (Moore et al., 2013) 

Quando o DNA é metilado, há recrutamento de proteínas que causam a compactação da 

cromatina, assim a enzima RNA-polimerase não é capaz de se ligar ao DNA e a transcrição 

gênica é bloqueada (Boyes and Bird, 1991; Hendrich and Bird, 1998; Wang et al., 2008).  

Já as modificações químicas nas histonas, como metilação, acetilação ou fosforilação, 

resultam na mudança da acessibilidade física dos fatores transcricionais ao DNA, impedindo 

ou ativando a transcrição gênica (Moss and Wallrath, 2007). Por exemplo, a ativação gênica 

promovida pela acetilação de regiões funcionais facilitaria o acesso de fatores de transcrição 

(Wang et al., 2008), o que é exemplificado pelas marcas de acetilação da histona 4 (AcH4) e a 

tri-metilação da lisina 4 da histona 3 (H3K4me3) (Schneider et al., 2004). O silenciamento, por 
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sua vez, poderia ocorrer com a metilação das lisinas 9 ou 27 (H3K9 e H3K27) (Cao et al., 2002; 

Snowden et al., 2002). 

No caso dos RNAs não codificantes, os miRNAs podem promover silenciamento gênico 

devido a sua capacidade de inibir a ligação dos fatores transcricionais ao DNA (Klose and Bird, 

2006; Liu et al., 2018) ou podem estar associados à repressão de enzimas epigenéticas através 

do recrutamento de complexos de proteínas específicas que remodelam a estrutura da 

cromatina. Os miRNAs também podem ser epigeneticamente regulados pela metilação do DNA 

ou modificações nas histonas. Essas alterações interferem no perfil transcricional das células e 

contribuem para diversas funções fisiológicas e patológicas (Sato et al., 2011; Moutinho and 

Esteller, 2017). 

A adição ou retirada de grupamentos químicos são possíveis graças à ação de enzimas 

epigenéticas. Dentre as enzimas envolvidas em tais modificações nas histonas, estão as histonas 

acetiltransferases (HATs), histonas metiltransferases (HMTs), histonas demetilases (HDMs), 

histonas deacetilases (HDACs), histonas quinases (HKs), deubiquitinases (DUBs), entre outras 

(Biel et al., 2005; Wang et al., 2018). A metilação do DNA também depende da ação de DNA 

metiltransferases e suas isoformas (Klose and Bird, 2006; Fan et al., 2009; Moore et al., 2013). 

Algumas DNA metiltransferases, como a DNMT1, promovem a manutenção da metilação do 

DNA, evitando que o DNA seja demetilado espontaneamente e são responsáveis pela 

manutenção dos padrões de metilação do DNA que coordenam a mitose (Jeltsch, 2006). As 

enzimas DNMT 2 e 3 são responsáveis pela metilação de novo, o que garante a regulação da 

expressão gênica, sendo particularmente importantes durante o desenvolvimento embrionário 

(Okano et al., 1999; Reik et al., 2001) e de diferenciação celular. 

Alterações epigenéticas são necessárias para o controle fisiológico da diferenciação 

celular ou de mudanças fenotípicas. Entretanto, diversas alterações epigenéticas já foram 

associadas ao desenvolvimento de doenças autoimunes (Ciechomska et al., 2014), câncer (Toh 

et al., 2017) e desordens neurológicas (Qureshi and Mehler, 2014). 

 

1.1.1 Epigenética associada à diferenciação e polarização de células do sistema 

imunológico 

As células de origem mieloide desempenham um papel crucial no desenvolvimento da 

reposta imune inata e adaptativa, sendo o processo de diferenciação celular regulado por 

diversos fatores transcricionais e alterações epigenéticas (Figura 1) (Álvarez-Errico et al., 

2015). 
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O comprometimento da linhagem e a diferenciação das células do sistema imune são regulados por fatores 

transcricionais, vias de sinalização de citocinas e alterações epigenéticas. A figura mostra os principais estágios 

de diferenciação mieloide (no eixo horizontal central) e indica os fatores de transcrição (caixas amarelas) e enzimas 

epigenéticas que poderiam estar envolvidas em cada estágio. Enzimas que participam de eventos de metilação do 

DNA são mostradas em caixas azuis (DNMTs), histonas deacetilases (HDACs) são mostradas em caixas de cor 

laranja e as histonas acetiltransferases são mostradas nas caixas verdes. Fonte: Epigenetic control of myeloid cell 

differentiation, identity and function; Nature Reviews Immunology, 2015 (Álvarez-Errico et al., 2015). 

Reprodução autorizada de acordo com a licença de número 4596880134779 fornecida por Springer and 

Copyright Clearance Center.  

 

 

Na medula óssea, células-tronco hematopoiéticas (HSC) podem passa por modificações 

epigenéticas e transcricionais para induzir diferentes tipos celulares como células dendríticas, 

macrófagos, granulócitos e células linfoides. Nesse contexto, a metilação regula a renovação 

das HSC, como também a diferenciação de células mieloides e linfoides (Trowbridge et al., 

2009). A autorrenovação celular está relacionada ao silenciamento dos fatores de transcrição 

RUNX1 e GATA3 pelas enzimas DNMT3A e DNMT3B. Quando há inibição deste processo, 

é permitida a continuidade da diferenciação celular (Challen et al., 2014). Durante a geração de 

diferentes linhagens, a metilação do DNA aumenta em células de origem linfoide, e diminui 

acentuadamente em células de origem mieloide (Klug et al., 2010; Accomando et al., 2014). O 

comprometimento com a identidade mieloide é garantido pela associação de fatores 

Figura 1 - Fatores transcricionais e epigenéticos reguladores da diferenciação de células 

hematopoiéticas. 
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transcricionais como o PU.1 e C/EBPα, sendo que o grau de metilação do DNA na diferenciação 

granulocítica varia de forma dependente de TET2 (Tefferi et al., 2009; Rönnerblad et al., 2014). 

Quando há diminuição de TET2, as HSC se autorrenovam e expandem, comprometendo com a 

linhagem monocítica e diminuição da granulopoiese (Ko et al., 2010; Ko et al., 2011; Moran-

Crusio et al., 2011). A geração de células granulocíticas ainda pode ser regulada pelos fatores 

de transcrição C/EBPβ e C/EBPε, que diminuem a expressão de HDAC1, permitindo ativação 

de genes ligados à diferenciação celular (Wada et al., 2009). 

Além da diferenciação celular, estudos têm descrito mecanismos epigenéticos 

associados à polarização e alterações das funções de macrófagos e linfócitos T CD4+. Em 

linfócitos T CD4+ naive, os genes codificadores de citocinas e fatores de transcrição estão 

normalmente pouco expressos ou inativos. Porém, durante a diferenciação celular, 

modificações repressivas podem ser retiradas dos locus gênicos, permitindo a transcrição 

(Bernstein et al., 2006). A ativação da transcrição gênica é associada com modificações 

epigenéticas permissivas de histonas como H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, H3K9me1, 

H4K20me1, H3K79me3, H3K27me1 e H3K27ac, enquanto que as modificações H3K9me3, 

H3k27me2 e H3k27me3 estão associadas com repressão (Roh et al., 2007; Wang et al., 2008; 

Wei et al., 2009; Wei et al., 2010; Ciofani et al., 2012; Consortium, 2012; Thurman et al., 2012; 

Vahedi et al., 2012). 

Em células Th1, o complexo gênico ligado ao remodelamento da cromatina, BRG1, 

quando associado ao fator de transcrição STAT4, medeia o remodelamento da cromatina no 

gene promotor de IFN-γ, citocina importante para a ativação de fatores de transcrição como T-

bet, e consequentemente HLX e RUNX3. Estes se opõem aos efeitos inibitórios da proteína 

GATA3 e dão seguimento à diferenciação de células Th1 (Mullen et al., 2002; Hwang et al., 

2005; Usui et al., 2006; Djuretic et al., 2007; Schoenborn and Wilson, 2007). Recentemente, a 

metil transferase SUV39H1, mediadora da metilação de H3K9, foi associada com a repressão 

da Heterochromatin Protein 1 (HP1) e manutenção do silenciamento do fator transcricional dos 

locus gênicos relacionados às células Th1, favorecendo a estabilidade de células Th2 (Allan et 

al., 2012). Em células Th2, com a deleção de MLL (H2K4 histona-metiltransferase) há redução 

da expressão de citocinas específicas, como IL-4 e IL-13, que estão envolvidas na ativação de 

fatores de transcrição como MAF, GATA3 e STAT6 e que regulam a diferenciação celular 

deste perfil (Ansel et al., 2006; Yamashita et al., 2006). A enzima Mel18 (H3k27me3 repressora 

do complexo proteína 1) também pode causar a inibição da transcrição de GATA3 em células 

Th2 (Kimura et al., 2001). 
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Quanto às células Th17, estudos têm revelado que os locus gênicos de citocinas, como 

IL17a e IL17f, estão associados com modificações permissivas de histonas como H3K27ac e 

H3K4me3 e são regulados pelo fator de transcrição STAT3 (Akimzhanov et al., 2007; Wei et 

al., 2007). A H3K4me3 também potencializa as regiões promotoras de IL21, IL17a, IL17f, 

IL1r1, IL17re, assim como a de RORC, enquanto que H3K27me3 possui função repressiva em 

IL17, IL21 e RORC (Wei et al., 2009). 

Assim como observado para linfócitos, os macrófagos apresentam importante regulação 

funcional. Em estudos in vitro, é possível direcionar os dois perfis de polarização de macrófagos 

(M1 e M2) com o uso de diferentes citocinas. Monócitos M0 in vitro podem ser diferenciados 

em M1 com uso de M-CSF ou GM-CSF quando associados com IFN-γ e um agonista de TLR 

(toll-like receptors), como o LPS. Para o perfil M2, estimula-se com IL-4 ou IL-13 (Murray, 

2017). 

A diferenciação de monócitos com IFN-γ induz as vias ERK e MAPK, e há aumento da 

acetilação da histona H4 na região promotora de TNF-α, levando à ativação do fator de 

transcrição 2 (TF-2) e à polarização de células para o perfil M1 (Garrett et al., 2008). 

Macrófagos M1 também apresentam aumento da expressão de uma histona metil-transferase, 

denominada MLL (do inglês mixedlineage leucemia), que é responsável pela trimetilação da 

histona 3 na lisina 4 (H3K4me3) (Eissenberg and Shilatifard, 2010), o que leva ao aumento da 

expressão de CXCL10, quimiocina importante para diferenciação e crescimento celular 

(Dufour et al., 2002; Aksoy et al., 2006). Após o tratamento das células com LPS e TNF-α, a 

MLL regula a expressão gênica dependente de NF-B (Wang et al., 2012). O NF-B, um 

importante ativador da transcrição gênica durante a inflamação, ativa a transcrição de CXCL10 

induzida por IFN-γ (Yeruva et al., 2008; Oeckinghaus and Ghosh, 2009). 

A histona deacetilase 3 (HDAC3) é descrita como uma enzima reguladora da 

polarização de células M1 (Mullican et al., 2011). Quando há bloqueio ou diminuição desta 

enzima, há inibição da ativação de genes inflamatórios dependentes do fator de transcrição 

STAT1 e favorecimento da polarização de células M2 (Mullican et al., 2011; Chen et al., 2012). 

Em contraste, o domínio H3K27 demetilase Jumonji 3 (Jmjd3) é conhecido por ser 

indispensável para polarização de macrófagos M2. Em resposta à IL-4 e quitinina, ou durante 

infecções causadas por helmintos, o Jmjd3 bloqueia modificações repressivas como H3K27me2 

e H3K27me3, induzindo macrófagos a expressarem o fator de transcrição IRF4 e outros genes 

relacionados às células M2 (Ishii et al., 2009; Satoh et al., 2010). 

Alguns trabalhos têm associado o prognóstico de doenças infecciosas com alterações 

epigenéticas em genes correlacionados às células do sistema imune (Shell et al., 2013; Maricato 
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et al., 2015), como mudanças epigenéticas na diferenciação do fenótipo de macrófagos e função 

de células dendríticas durante a sepse (Wen et al., 2008; Ishii et al., 2009). Em modelo animal, 

por exemplo, a produção de IL-12 por células dendríticas pode estar diminuída devido a 

metilação de lisinas da histona 3 (H3K4me3 e H3K27me2), o que favorece a extensão da 

imunossupressão pós-sepse (Wen et al., 2008). 

 

1.2 Neutrófilos e resposta imune 

Os neutrófilos são as células do sistema imune inato mais abundantes do sistema 

imunológico humano. Nos mamíferos, estas células se desenvolvem na medula óssea e são 

liberadas na corrente sanguínea com a presença de potentes agentes antimicrobianos em seus 

grânulos específicos (Kolaczkowska and Kubes, 2013; Nauseef and Borregaard, 2014). Junto 

a isto, os neutrófilos possuem mecanismos essenciais no combate aos patógenos como a 

fagocitose, degranulação dos seus grânulos específicos e liberação de redes extracelulares de 

neutrófilos (NETs, ou Neutrophil Extracellular Traps) (Ley et al., 2018; Papayannopoulos, 

2018). Assim, juntamente com os macrófagos, os neutrófilos são importantes no controle inicial 

de infecções, liberando potentes mediadores inflamatórios que dão início a resposta imune inata 

(Borregaard, 2010).  

Por exemplo, quando há dano tecidual, os macrófagos, mastócitos e células dendríticas, 

podem reconhecer moléculas como PAMPs (do inglês pathogen-associated molecular 

patterns) e DAMPs (do inglês damage-associated molecular patterns) através de receptores de 

reconhecimento de padrão (PRRs, ou pattern recognition receptors), como receptores do tipo 

Toll (TLRs, ou Toll-like receptors) e inflamassomas (Santoni et al., 2015; Zindel and Kubes, 

2020). Ao reconhecer estes sinais, as células secretam mediadores pró-inflamatórios que 

aumentam a expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais, como selectinas e 

ligantes de integrinas, juntamente com a externalização de quimiocinas na superfície celular 

(Ley et al., 2007; Kolaczkowska and Kubes, 2013; Kim and Luster, 2015). Essas alterações 

ocorrem principalmente nas vênulas endoteliais pós-capilares e são detectadas pelos neutrófilos 

presentes na circulação (Filippi, 2019). Desta forma, os neutrófilos podem ser recrutados em 

poucas horas para os locais danificados nos tecidos e formar infiltrados inflamatórios, sendo 

um processo fundamental da resposta imune inata, sendo estes infiltrados uma das principais 

características histopatológicas da inflamação e infecção tecidual (Lammermann, 2016). 

Inclusive, na inflamação e infecção com vários patógenos, foi observado um padrão de 

agrupamento de neutrófilos chamado “neutrophil swarming” (Kienle and Lammermann, 2016). 
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Durante este processo, os neutrófilos se organizam de uma forma altamente coordenada e 

ampliam o recrutamento dos mesmos para o sítio inflamatório, tentando manter o equilíbrio 

entre a proteção do hospedeiro e a destruição do tecido inflamado (Kienle and Lammermann, 

2016; Lammermann, 2016). 

Após a migração para o sítio inflamatório, como forma de eliminação dos  patógenos 

presentes no hospedeiro, os neutrófilos podem produzir espécies reativas de oxigênio (EROs) 

e de nitrogênio (ERNs) através do burst oxidativo na membrana plasmática do fagolisossomo 

(Zhu et al., 2011). Quando os neutrófilos fagocitam os patógenos, esses são envolvidos em 

pequenas vesículas chamadas de fagossomos, as quais em junção com os grânulos, 

principalmente os específicos, permitem a formação do complexo NADPH oxidase (NOX2), o 

que possibilita o transporte de elétrons entre o NADPH no citoplasma para o oxigênio presente 

no lúmen do fagossomo, reduzindo-o a superóxido de oxigênio (Borregaard, 2010; Nordenfelt 

and Tapper, 2011). Então, quando o superóxido de oxigênio é formado, a mieloperoxidase 

(MPO) o utiliza para a formação de EROs. Desta forma, as EROs podem ser liberadas 

extracelularmente no microambiente infeccioso ou intracelularmente no fagolisossomo após a 

fagocitose, o que limita o dano tecidual e expõe os patógenos à altas concentrações de EROs, 

eliminando-os assim do local da infecção (Robinson, 2008; Dupre-Crochet et al., 2013; Nathan 

and Cunningham-Bussel, 2013). 

A MPO pode gerar vários tipos de EROs (Aratani, 2018). Consequentemente, a 

deficiência desta enzima leva a baixa produção de EROs em humanos, o que resulta em 

infecções bacterianas recorrentes e graves, enquanto que a liberação descontrolada de EROs 

leva à inflamação excessiva, o que pode agravar patologias como o lúpus eritrmatoso sistêmico 

(LES) e artrite reumatóide (Kolaczkowska and Kubes, 2013; Wolach et al., 2017). Isso pode 

depender de alguns estímulos. A ligação de ligantes aos receptores acoplados à proteína G 

(GPCRs, ou G protein-coupled receptors), como o n-formil-metionil-leucil-fenilalanina 

(fMLP), um pepitídeo bacteriano quimioatraente de neutrófilos, receptores de citocinas, e a 

ativação de Fc e integrinas podem ativar uma resposta inflamatória mais robusta pelas células 

(Lawson et al., 2011; Katritch et al., 2013; El-Benna et al., 2016).  

Nos neutrófilos a liberação de EROs também pode ativar proteases fibrilares e assim 

induzir a formação de NETs (Bjornsdottir et al., 2015). As NETs são estruturas fibrosas 

contendo DNA, histonas, proteínas citoplasmáticas e granulares (Sollberger et al., 2018). Ainda 

não estão bem caracterizados todos os processos moleculares que levam à formação e liberação 

das NETs, mas tem-se conhecimento que alterações morfológicas são induzidas quando a MPO 

transforma o peróxido de hidrogênio em ácido hipocloroso e ativa a elastase neutrofílica (NE, 
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ou neutrophil elastase). A mobilização da NE degrada o citoesqueleto e a membrana nuclear, 

e possiblita a mistura do conteúdo nuclear com o citoplasma (Papayannopoulos et al., 2010). 

Em conjunto a MPO e NE promovem a clivagem proteolítica e desaminação de histonas pela 

ativação da peptidil arginina deiminase (PAD), que resulta na descondensação da cromatina 

(Wang, Y. et al., 2009). As fibras da cromatina associam-se as proteínas granulares e 

citoplasmáticas e então são liberadas extracelularmente. Esse processo de ativação do neutrófilo 

para a produção de NETs pode ser induzido quando a célula está na presença de patógenos, 

autoanticorpos, plaquetas ativadas, LPS e PMA (Carestia et al., 2016; Söderberg and 

Segelmark, 2016; Petretto et al., 2019). Quando liberadas, as NETs são lançadas no ambiente 

extracelular e aprisionam muitos tipos de microrganismos, o que acaba eliminando-os pela 

exposição a alta concentração de substâncias microbicidas. Este mecanismo é importante em 

infecções por patógenos que apresentam mecanismos de escape do fagolisossomo (Brinkmann 

et al., 2004; Amulic et al., 2012; Pillay et al., 2013). 

Os neutrófilos também são capazes de distinguir diferentes tamanhos de patógenos e, 

consequentemente, montar respostas especializadas. Quando fagocitam patógenos pequenos, 

liberam EROs, o que induz oxidação e degradação de NF-B e suprime a expressão de IL-1β, 

citocina importante para o recrutamento de neutrófilos. Todavia, patógenos que não são 

fagocitados devido ao tamanho desencadeiam a transposição do NF-B para o núcleo, 

culminando com a produção de IL-1β via inflamassomas. O IL-1β recruta novos neutrófilos 

que formam aglomerados ao redor do patógeno, permitindo eliminá-lo. O reconhecimento do 

tamanho do patógeno pelos neutrófilos se dá pela interação com o receptor de superfície 

dectina-1, que após ativação desencadeia a liberação de NETs (Branzk et al., 2014; Warnatsch 

et al., 2017).  

Junto à produção de EROs e NETs, os neutrófilos também produzem pepitídeos 

antimicrobianos. Os peptídeos de neutrófilos humanos (HNP, ou human neutrophil peptides) 

são proteínas catiônicas armazenadas nos grânulos dos neutrófilos (Harwig et al., 1994). Essas 

proteínas são principalmente representadas pelas α-defensinas 1, 2, 3 e 4 humanas, que também 

são denominadas HNP-1, HNP-2, HNP-3 e HNP-4, pois são peptídeos antimicrobianos 

provenientes exclusivamente desta célula (De Leeuw and Lu, 2007; Grigat et al., 2007). Eles 

se ligam às moléculas aniônicas das bactérias, incluindo componentes das membranas 

plasmáticas, interrompendo a integridade da membrana e levando ao extravasamento do 

conteúdo celular (Fu, 2003). Adicionalmente, essas proteínas podem atuar como moléculas 

imunomodulatórias, induzindo a produção de citocinas e quimiocinas, que promovem a 

ativação de células imunes inflamatórias, ou suprimindo a apoptose dos neutrófilos através da 
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regulação positiva de proteínas antiapoptóticas (Niyonsaba et al., 2006; Rehaume and Hancock, 

2008). Desta maneira, a supressão da apoptose dos neutrófilos resulta no prolongamento da sua 

vida útil e pode ser benéfico para a defesa do hospedeiro contra infecções. 

Em relação à apoptose, quando os neutrófilos são liberados da medula óssea na corrente 

sanguínea há a ativação de um processo programado de apoptose espontânea, que até 24h após 

na circulação leva à expressão de sinais pela célula, como a externalização da fosfatidilserina, 

fragmentação do DNA e bebbling da membrana celular para a sua remoção pelos macrófagos 

no baço e no fígado (Tak et al., 2013; Mccracken and Allen, 2014). Por outro lado, a apoptose 

dos neutrófilos pode ser induzida após fagocitose de patógenos quando superada a sinalização 

anti-apoptótica fisiológica da célula (El Kebir and Filep, 2013). Ao entrarem em apoptose, os 

neutrófilos liberam diversos mediadores como as proteínas lactoferrina e anexina (AnxA1), que 

inibem o recrutamento de novas células para o foco da inflamação. Paralelamente, sinais 

liberados atraem fagócitos que irão remover os corpos apoptóticos. Os macrófagos do tipo M2 

passam a ser abundantes no ambiente, garantindo a remoção dos restos celulares do sítio 

infectado, o que ajuda na recuperação da homeostase tecidual (Bogdan et al., 2000; El Kebir 

and Filep, 2013; Fullerton et al., 2013). A síntese de proteínas, a proliferação celular e o 

remodelamento da matriz extracelular são garantidas pela produção de citocinas  como TGF-β 

e IL-10 (Borregaard, 2010). 

 

1.2.1 Neutrófilos e Polarização celular 

Por muito tempo acreditava-se que os neutrófilos formados na medula óssea eram 

liberados na corrente sanguínea com funções bem estabelecidas e um estágio de maturidade 

que apenas permitissem a ativação rápida e eficaz da célula na resposta imune inata. Entretanto, 

tem sido desmonstrado que além de possuírem funções imunorregulatórias, como a modulação 

da produção de citocinas e proliferação de células T CD4+ e CD8+, os neutrófilos também 

apresentam plasticidade fenotípica e funcional (Marini et al., 2017; Lang et al., 2018; Silvestre-

Roig et al., 2019). Assim, parâmetros como maturidade, densidade, expressão de marcadores 

de superfície celular e funções vem sendo utilizados para caracterizar novos grupos celulares 

de neutrófilos, tanto em condições saudáveis quanto em condições patológicas, como câncer, 

infecções bacterianas, alterações cardiovasculares e doenças autoimunes (Denny et al., 2010; 

Peñaloza et al., 2018; García-Culebras et al., 2019; Giese et al., 2019).  

Entre estas condições patológicas, foi no câncer onde surgiu uma das primeiras 

evidências que os neutrófilos poderiam ter plasticidade celular. Em modelos experimentais com 
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camundongos e em estudos com amostras provenientes de pacientes, evidenciou-se a existência 

da polarização dos neutrófilos associados a tumores, N1 (antitumoral) e N2 (pró-tumoral), em 

analogia à polarização que ocorre em macrófagos M1 (clássicos) e M2 (alternativos) 

(Fridlender et al., 2009; Piccard et al., 2012). Em camundongos, essa categoria de neutrófilos 

expressam CD11b+ Ly6C int Ly6Ghigh, sendo os neutrófilos N1 CD11b+ Ly6G+ e os N2 

CD11b+ Ly6G(GR1)+ Ly6Cint, enquanto que em humanos são identificados como células 

CD11b+ CD14− CD66b+ CD15high  (Gabrilovich, 2017; Lang et al., 2018). Entretanto, os 

marcadores de superfície celular dos neutrófilos N1 e N2 não estão bem estabelecidos. O que 

difere estas duas células são suas funções no ambiente tumoral. Os neutrófilos N1 sob influência 

de IFN-β possuem maior expressão de ICAM-I, TNF-α e CCL3, e inibem o crescimento 

tumoral através da ativação de células T CD8+ e liberação de TNF-α podendo auxiliar na 

contenção das células cancerígenas e na rejeição tumoral. Em contrapartida, os neutrófilos N2 

sob influência do TGF-β permitem o crescimento tumoral, invasão e metástase através da maior 

expressão de arginase 1 (ARG1), iNOS, VEGF, MMP-9, CCL2 e CCL5 (Fridlender et al., 2009; 

Piccard et al., 2012; Shaul et al., 2016). 

No câncer também há outra classificação para os neutrófilos na circulação sanguínea, 

que são os neutrófilos de alta densidade (HDNs, ou high-density neutrophils) e baixa densidade 

(LDNs, ou low-density neutrophils) (Sagiv et al., 2016).  Os LDNs ainda podem ser divididos 

em populações maduras e imaturas, sendo estas últimas conhecidas como células granulociticas 

supressoras (G-MDSCs, ou granulocyte-myeloid derived suppressor cells), que possuem uma 

característica de núcleo em faixas ou em forma de anel e inibem a resposta de células T CD8 

citotóxicas (Brandau et al., 2011; Sagiv et al., 2015; Lang et al., 2018). Entre esses subgrupos, 

os HDNs possuem funções semelhantes aos neutrófilos N1, enquanto que os LDNs se 

assemelham aos neutrófilos N2. De forma interessante, quando os HDNs são estimulados pelo 

TGF-β podem ser convertidos em LDNs, sugerindo a possível plasticidade dessas células. No 

entanto, esse fenômeno foi observado apenas em HDNs de camundongos com tumor (Sagiv et 

al., 2015). 

Os LDNs também estão presentes em doenças inflamatórias graves como o LES e artrite 

reumatóide, que variam a nomeação entre neutrófilos de baixa densidade (LDNs) ou 

granulócitos de baixa densidade (LDGs, ou low-density granulocytes), mas sempre ambos 

tratados como o mesmo subtipo celular (Carmona-Rivera and Kaplan, 2013; Scapini et al., 

2016; Carlucci et al., 2018; Ramanathan et al., 2018). Ademais, há indício que os LDGs seriam 

uma população heterogênea de granulóticos maduros e imaturos. Através da análise da 

morfologia nuclear e expressão gênica estas células possuem um fenótipo imaturo, enquanto 
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que a expressão dos marcadores de superfície celular por citometria de fluxo indicam que 

seriam granulócitos maduros (Denny et al., 2010). Neste sentido, os LDGs são CD15high 

CD14low, e expressam CD31, CD11c, G-CSFR, GM-CSFR, CD10 e CD16, sendo estes dois 

últimos característicos de granulócitos maduros. Já o CD33, um marcador de granulócitos 

imaturos ou em desenvolvimento, é pouco expresso (Denny et al., 2010). 

De fato, os LDGs encontrados em doenças autoimunes podem apresentar semelhanças 

morfologicas aos neutrófilos N2 presentes no câncer. Contudo, estes dois subgrupos de 

neutrófilos são funcionalmente diferentes devido à capacidade dos LDGs, em doenças 

autoimunes, apresentarem funções pró-inflamatórias (Carmona-Rivera and Kaplan, 2013; 

Aratani, 2018; Chatfield et al., 2018; Garley and Jablonska, 2018). Entre essas funções são 

destacadas a promoção da proliferação e diferenciação de células Th17, aumento da liberação 

de citocinas pró-inflamatórias (incluindo TNF-α, IL-6, IL-8, IL-17 e IFN-γ) e indução da 

toxicidade de células endoteliais quando comparadas com os HDNs autólogos (Denny et al., 

2010; Wu et al., 2016). Neste caso, os LDNs/LDGs podem contribuir fortemente para o 

agravamento das doenças autoimunes devido à alta liberação de NETs (Barrera-Vargas et al., 

2018). Isso ocorre porque as NETs liberadas pelos LDGs/LDNs provocam lesões vasculares 

com a morte direta de células endoteliais. Junto a isso, essas NETs podem conter grandes 

quantidades de auto-antígenos imunogênicos e citrulinados, que ativam macrófagos e células 

dendríticas plasmocitóides e desencadeam o aumento da inflamação sistêmica (Villanueva et 

al., 2011; Smith and Kaplan, 2015; Lood et al., 2016; Carmona-Rivera et al., 2017; Barrera-

Vargas et al., 2018). 

No caso de infecções, ainda são incipientes as discussões quanto à plasticidade celular 

dos neutrófilos. Entre os estudos, é relatada a existência de neutrófilos do tipo N1 e N2 nos 

pulmões de camundongos infectados por S. pneumoniae. Nesta condição, após 48h de infecção 

os neutrófilos N2 são mais abundantes que os N1 e diferem no perfil de ativação em resposta 

ao S. Pneumoniae, pela maior expressão de marcadores de ativação e maturação celular (CD11b 

e Ly6G) em comparação com os neutrófilos N1. Adicionalmente, é sugerido que os neutrófilos 

N2 são os que respondem ao S. Pneumoniae, enquanto que os neutrófilos N1 por possuírem 

tamanho, granulosidade, estágio de ativação e maturação inferiores poderiam ser neutrófilos 

imaturos não responsivos (Peñaloza et al., 2018). Em outro estudo, na infecção causada pelo 

Mycobacterium tuberculosis, os pacientes com tuberculose ativa possuíam maior porcentagem 

de LDNs do que de neutrófilos de densidade normal (NDNs, ou normal-density neutrophils). 

Fenotipicamente, os LDNs apresentaram maior expressão de CD66b, CD33, CD15 e CD16 em 

comparação com os NDNs. Já transcricionalmente, os LDNs tem os genes de CCL5, CCR5, 
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CD4, IL10, LYZ e STAT4 up-regulados enquanto que os genes de CXCL8, IFNAR1, NFKB1A, 

STAT1, ICAM1 e TNF são down-regulados quando comparados com os NDNs. Contudo, 

diferentemente dos NDNs, os LDNs demosntraram ser ineficientes na fagocitose do 

M.tuberculosis, produção de EROs e NETs. Além disso, os LDNs estavam envolvidos na 

supressão da proliferação de células T, sendo esta mediada parcialmente por IL-10 (La Manna 

et al., 2019).  

Em trabalho anterior do nosso laboratório, sugerimos que é possível direcionar o perfil 

de ativação dos neutrófilos de acordo com as citocinas presentes no meio, similar ao que 

acontece aos macrófagos. Neste trabalho foi observado que determinadas alterações podem 

estar relacionadas ao melhor controle da infecção por Mycobacterium tuberculosis, mas não 

foram esclarecidos mecanismos ou definidos os fenótipos observados (Cardoso-Silva, 2017). 

Desta forma, é perceptível que a polarização dos neutrófilos no microambiente infeccioso 

poderia influenciar o curso de doenças infecciosas. 

 

1.2.2 Neutrófilos e Epigenética 

Evidências indicam que as respostas efetoras dos neutrófilos podem ser moduladas por 

alterações epigenéticas induzidas por diferentes estímulos. Por exemplo, as modificações na 

cromatina poderiam alterar a expressão de citocinas ligadas à resposta imunológica da célula 

(Ostuni et al., 2016) (Figura 2). 
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Modificações epigenéticas podem favorecer a síntese de citocinas pró e anti-inflamatórias pelos neutrófilos. Por 

exemplo, as regiões promotoras do gene IL10 possuem regiões regulatórias inacessíveis em homeostase, pois a 

conformação da cromatina previne a ligação de fatores de transcrição, impossibilitando sua leitura. Em contraste, 

a região promotora do gene CXCL8 possui uma conformação mais acessível que é reconhecida por NF-B ativo 

quando há ligação prévia do agonista de TLR4 (LPS), alterando o grau de acetilação e metilação de histonas e 

promovendo a transcrição do mRNA de CXCL8. A figura também mostra que a região promotora do gene IL6 

não é acessível em condições basais. Entretanto, esta se torna permissiva à leitura do gene com a estimulação 

apropriada. Por sua vez, a região promotora de IFN-β é acessível ao fator de transcrição IRF-3, mas não se liga ao 

NF-B. O IRF-3 é ativado após reconhecimento dos ligantes de IFI-16, MDA-5 e RIG-1, mas não pela via 

TRAM/TRIF do TLR4. Fonte: Epigenetic regulation of neutrophil development and function. Seminars in 

Immunology, 2016 (Ostuni et al., 2016). Reprodução permitida de acordo com a licença de número 

4596880562737 fornecida por Elsevier and Copyright Clearance Center.  

 

Trabalhos anteriores demonstraram que a IL-10, uma citocina anti-inflamatória, pode 

ser expressa em neutrófilos após modificações na cromatina, pois estes possuem regiões 

promotoras no gene IL10. Porém, foi descoberto que na homeostasia, os neutrófilos não 

possuem as modificações de histonas associadas à transcrição ativa de IL-10, como H3K4me3, 

H3K27Ac/H4Ac e H3K4me1, que estão presentes em monócitos. Assim, a cromatina seria mais 

compactada em neutrófilos, reduzindo a capacidade de ligação a fatores de transcrição ativados 

via TLRs ou outros PAMPs e regulando a expressão de IL-10 (Ostuni et al., 2013; Tamassia 

and Cassatella, 2013). Entretanto, diante à ação de determinados estímulos, como o LPS, os 

neutrófilos seriam capazes de expressar IL-10 (De Santo et al., 2010; Glowacka et al., 2010). 

Considerando a dificuldade de atingir um grau de pureza elevado no processo de separação de 

Figura 2 – Exemplos de citocinas que possuem a expressão gênica regulada por mecanismos 

epigenéticos em neutrófilos humanos. 
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neutrófilos para cultura, a possível contaminação de outros subtipos celulares poderia interferir 

no real aferimento da produção/expressão de IL-10 (Davey et al., 2011; Thomas et al., 2015). 

Por sua vez, é conhecido que a síntese de CXCL8 e IL-6 depende dos fatores de 

transcrição PU.1 e C/EBPβ. Estes fatores asseguram que o locus gênico destas citocinas tenham 

uma conformação acessível ao NF-B após ativação dos neutrófilos, permitindo a transcrição 

gênica (Cloutier et al., 2009; Wang, D. et al., 2009). Em relação à IL-6, o recrutamento 

adicional de IBζ é fundamental para sua expressão (Ghisletti et al., 2010; Heinz et al., 2010). 

Em condições basais, os neutrófilos não permitem acessibilidade às regiões promotoras do gene 

destas citocinas, mas quando a célula recebe determinados estímulos, como o LPS e R848 

(imidazoquinolona sintética agonista de TLR8 e TLR7), desencadeiam-se as alterações 

H3K4me3, H3K27Ac, H4Ac e H3K4me1. Estas promovem a reorganização da cromatina e 

favorecem a ligação dos fatores de transcrição, levando à ativação da expressão gênica 

(Tamassia and Cassatella, 2013; Zimmermann et al., 2015). 

De forma interessante, a regulação da expressão de IFNB1 em neutrófilos possui um 

mecanismo distinto. Na presença do LPS há a indução da associação do TLR4 aos correceptores 

CD14 e MD-2, desencadeando reações bioquímicas acopladas às proteínas adaptadoras MyD88 

e TRIF (domínio TIR indutor de IFN-β) (Kawai and Akira, 2011). Este conjunto de reações 

ativam os fatores de transcrição NF-kB e IRF-3, respectivamente, induzindo a transcrição de 

Interferons do tipo I, como IFN-α/β (Panne et al., 2007; Ramirez-Carrozzi et al., 2009; Ivashkiv 

and Donlin, 2014). Entretanto, apesar da via MyD88 ser ativa em neutrófilos estimulados por 

sinais dependentes de TLR e do locus gênico do IFN-β estar acessível, o LPS é incapaz de 

induzir ativação de TRIF, impossibilitando a transcrição gênica dos IFNs do tipo I (Tamassia 

et al., 2007; Van Bruggen et al., 2010). Alternativamente, outros mediadores como o poly (I:C) 

intracelular e o DNA plasmidial podem induzir a expressão gênica de IFNB1 via MDA5, RIG-

I, ou pela proteína induzível por IFN 16 (IFI16). Estes genes conseguem ativar o fator IRF-3 e 

induzem a expressão de IFN-β (Tamassia et al., 2008; Tamassia et al., 2012). 

A regulação de citocinas pró-inflamatórias também acontece pela interação da HDAC1 

e o NF-B (Bode et al., 2007; Roger et al., 2011). Essa interação acontece entre a HDAC1 e a 

subunidade p50 na região C-terminal nuclear do NF-B, em células primárias e transformadas. 

Quando há mutação deste sítio de ligação, há perda da interação p50:HDAC1, levando à 

acetilação de histonas e aumento da expressão de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias 

pelos neutrófilos (Cartwright et al., 2018). 
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Além da expressão de diferentes citocinas, as modificações epigenéticas parecem estar 

envolvidas em outras funções da célula (Chatterjee et al., 2015). Durante a maturação dos 

neutrófilos, os genes ligados a formação de proteínas dos grânulos primários como a 

mieloperoxidase (MPO), elastase (ELA2) e proteinase 3 (PR3) estão mais metilados em células 

mais diferenciadas do que em células mais imaturas como promielócitos e mielócitos 

(Rönnerblad et al., 2014), ocorrendo o mesmo com fatores de transcrição ligados a 

granulopoiese como PU.1, GATA2, GFI1 e ETS1 (Rönnerblad et al., 2014). Também é descrito 

que durante a ativação dos neutrófilos, modificações como a AcH4 favorecem a 

descondensação da cromatina e induzem a maior produção de NETs (Hamam et al., 2019). Este 

processo pode ocorrer através das vias dependente ou independente de NOX. A via dependente 

de NOX pode ser ativada na presença de PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) ou LPS, 

dependentemente de EROs sem a presença de CitH3, enquanto que a via independente de NOX 

pode ser induzida pelo ionóforo de cálcio A23187 ou ionomicina, dependentemente de EROs 

mitocondrial e CitH3 (Douda et al., 2015; Khan and Palaniyar, 2017). Quando ocorre a AcH4, 

os neutrófilos produzem mais NETs, principalmente pela via independente de NOX, porque a 

CitH3 ocorre preferencialmente nas regiões promotoras e favorece a descondensação mais 

rápida da cromatina (Li, P. et al., 2010; Hamam et al., 2019). 

Para entender como as células do sistema imune inato podem ser importantes nas 

patologias, é necessário o entendimento de sua biologia independente da infecção. 

Fisiologicamente, a diferenciação celular é controlada por silenciamento e ativação gênica 

relacionados com alterações epigenéticas.  

Sendo assim, é importante entender quais mudanças epigenéticas estão envolvidas na 

polarização de neutrófilos nos perfis anti e pró-inflamatórios e neste caso, definir qual é a 

assinatura epigenética que se relaciona aos fenótipos de ambos os perfis. 
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2. Objetivo 
_________________________________________ 
 



 

 39 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar quais mudanças epigenéticas estão relacionadas à plasticidade de neutrófilos na 

presença de citocinas polarizantes dos perfis inflamatório e anti-inflamatório. 

 

2.2 Estratégias utilizadas para alcançar o objetivo 

Neutrófilos foram isolados a partir do sangue periférico de indivíduos hígidos e 

cultivados na presença de meios condicionantes para polarização nos perfis inflamatório (NI, 

GM-CSF e IFN-γ) e anti-inflamatório (NonI, TGF-β, IL-4 e IL-13). Após a polarização, foram 

analisados: a morfologia, produção de citocinas e expressão de marcadores de superfície e 

liberação de EROs para confirmação do fenótipo de ambas as populações. 

Para descrição das mudanças epigenéticas de cada população, foram avaliados: 

a) O padrão de metilação global do DNA; 

b) A expressão de RNAm para as enzimas relacionadas às modificações epigenéticas no DNA 

e em histonas; 

c) A acetilação e metilação de histonas em promotores gênicos relacionados aos perfis dos 

neutrófilos polarizados, por imunoprecipitação de cromatina. 
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3. Delineamento Experimental 
_________________________________________ 
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Figura 3 - Esquema das etapas seguidas durante o desenvolvimento do projeto de pesquisa. 

 

 
Foram coletados 10 mL de sangue periférico de doadores hígidos. As amostras passaram por separação celular em 

que os neutrófilos foram isolados através do gradiente de densidade de Percoll. As células polimorfonucleares 

obtidas nesta fase forma avaliadas em citômetro de fluxo para confirmação de grau de enriquecimento e pureza 

celular. As células isoladas foram então incubadas por 2 horas na presença de citocinas polarizantes inflamatórias 

(NI, GM-CSF e IFN-γ) e anti-inflamatórias (NonI, IL-4, IL-13 e TGF-β). Para a definição da assinatura fenotípica, 

o sobrenadante foi coletado para análise de produção de citocinas, as células separadas para detecção de EROs por 

citometria de fluxo e coradas (Panótico Rápido) para serem analisadas em microscópio ótico quanto a morfologia. 

Uma vez definida a assinatura fenotípica, a assinatura epigenética foi associada a cada perfil celular. Os neutrófilos 

polarizados tiveram o RNA extraído para os ensaios de qPCR quanto a expressão de enzimas epigenéticas; o DNA 

foi analisado quanto ao perfil de metilação global e específica, assim como foi avaliada a metilação e acetilação 

de histonas. 
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4. Materiais e Métodos 
_________________________________________ 
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4.1 Casuística 

Foram recrutados 20 indivíduos hígidos para a realização das duas etapas do projeto, 

que consistiu na caracterização fenotípica (Capítulo 1) e epigenética (Capítulo 2) dos 

neutrófilos estimulados in vitro.  

Para a experimentação, foram selecionadas amostras de sangue periférico (10 mL) de 

participantes com faixa etária de 18 a 60 anos, de ambos os sexos, independentemente da etnia. 

Não foram incluídos como voluntários, mulheres grávidas ou indivíduos com doenças crônicas. 

A coleta do sangue foi feita por punção venosa no antebraço do doador, empregando-se todas 

as práticas de biossegurança. O sangue foi coletado em tubos com heparina sódica 

(Vacutainer®; Becton, Dickinson and Company) e empregado na separação de leucócitos. Os 

indivíduos hígidos foram recrutados no campus da USP de Ribeirão Preto. Os indivíduos 

abordados no momento da coleta foram convidados a participar voluntariamente do estudo, 

mediante autorização que foi registrada através da assinatura do Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos da FCFRP - USP, 

com protocolo CEP/FCFRP nº 2.919.226 – CAAE 95004418.7.0000.5403 (Anexos I e II, 

respectivamente). Importante ressaltar que as avaliações funcionais realizadas com os 

neutrófilos não puderam ser realizadas com todos os indivíduos do estudo, em razão do 

rendimento celular e do baixo rendimento do material gênico de mRNA. Assim, o número de 

indivíduos variou entre os experimentos realizados, sendo descrito o número na legenda de cada 

figura. 

 

4.2 Obtenção dos neutrófilos do sangue periférico 

A partir dos 10mL de sangue, foi realizada a separação e armazenamento do plasma 

após centrifugação à 400 x g por 10 min à 20 °C. O sangue sem o plasma foi homogeneizado e 

diluído em tampão fosfato salina (PBS) pH 7,4 na proporção de 1:2. Após a diluição as amostras 

foram aplicadas cuidadosamente sobre o reagente Percoll (GE Healthcare) para a separação das 

células polimorfonucleares através do gradiente de densidade.  

O Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) foi formado por duas concentrações (1,080 

e 1,095 g/mL-1) e após adição do sangue, foi centrifugado por 30 minutos à 600 x g à 

temperatura ambiente. As células polimorfonucleares (PMN) foram coletadas na interface dos 

gradientes e incubadas, para lise de hemácias, com tampão cloreto de amônio (NH4Cl 

concentração 8,56 mol/L), aquecidas à 37 ºC por 5 min e centrifugadas à 400 x g por 10 min à 

20 ºC. Em seguida, as células foram lavadas com o tampão fosfato salina 1X (PBS). A 
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viabilidade e o número de células foram obtidos através de contagem em Câmara de Neubauer 

pela coloração com Trypan Blue 0,4% (Gibco, Grand Island, USA). 

 

4.3 Polarização dos neutrófilos para os perfis inflamatório e ant-inflamatório 

Para a polarização dos neutrófilos as células foram cultivadas por 2 horas, à 37 ºC, com 

5% de CO2 em meio RMPI 1640 (Gibco, Grand Island, USA) suplementado com diferentes 

citocinas. Para o perfil inflamatório foram utilizados GM-CSF (20 ng/mL) e IFN-γ (10 ng/mL), 

e para o perfil anti-inflamatório foram utilizados IL-4 (20 ng/mL), IL-13 (50 ng/mL) e TGF-β 

(10 ng/mL). O controle foi composto por neutrófilos não polarizados (NonP). As escolhas das 

citocinas foram baseadas em trabalhos já publicados (Mantovani et al., 2004; Fridlender et al., 

2009). 

 

4.4 Ensaios para definição da assinatura fenotípica dos perfis de neutrófilos 

4.4.1 Análise morfológica 

Após a polarização dos neutrófilos, 50 μL das amostras foi utilizada na confecção de 

lâminas que foram centrifugadas em Cytospin a 500 rpm por 3 minutos. As lâminas foram 

coradas com Panótico (Laborclin, Paraná, Brazil) e a observação da morfologia celular foi 

realizada através do microscópio óptico (Leica CTR 5000, DM 5000B, Germany) no aumento 

de 400 x e as lâminas foram fotografadas e analisadas por meio do software LAS (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany). 

 

4.4.2 Produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

Os neutrófilos foram analisados por citometria para detecção da produção de EROs. 

Para isto, foram utilizadas a sonda DCFDA (diacetato de 2′,7′-diclorofluorescina) (Abcam, 

Cambridge, UK) e o PMA 10-7 mol/L (forbol 12-miristato 13-acetato) (PMA-Sigma- Aldrich, 

St. Louis, EUA). As células (1x106) foram polarizadas por 2h junto com 20 µM de DCFDA por 

poço. Após a polarização, as células foram transferidas para tubos de fundo cônico apropriados 

para citometria, lavadas com 2 mL de PBS 2% SBF e centrifugadas à 400 x g por 10 min à 4 

ºC. Depois, as células foram ressuspendidas em 200 μL de PBS com 1% de formoaldeído e o 

PMA 10-7 mol/L foi adicionado as amostras para analisar a quantidade de EROs utilizando-se 

o citômetro FACS Canto II (BD, Biosciences, San Diego, USA) (Laboratório Multi-usuários 

da FCFRP/USP). Os dados obtidos foram analisados no software FlowJo. 
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4.4.3 Avaliação imunofenotípica de marcadores de superfície celular 

Os PMN foram analisados por citometria de fluxo para confirmação quanto ao fenótipo 

da população isolada por gradiente de densidade. Foram utilizados os anticorpos anti-CD86 PE-

Cy5 (Clone ICRF44) e anti-MHCII-PE (Clone CLB-gran 11.5) (todos os anticorpos da BD 

Biosciences, San Diego, CA). As células (5x10⁵) foram incubadas por 25 min à 4 ºC com 1 μL 

de cada anticorpo no escuro. Após a incubação, 2 mL de PBS 2% SFB foram adicionados e os 

tubos foram centrifugados à 400 x g por 10 min à 4 ºC. As células foram ressuspendidas em 

200 μL de PBS com 1% de formoaldeído e analisadas utilizando-se o citômetro FACS Canto II 

(BD, Biosciences, San Diego, USA) (Laboratório Multi-usuários da FCFRP/USP). Os dados 

obtidos foram analisados no software FlowJo. 

 

4.4.4 Quantificação de citocinas por ELISA 

O sobrenadante das células polarizadas foi removido e armazenado para quantificação 

de IL-1β e IL-8 (R&D Systems, Minneapolis, EUA) por ensaio imunoenzimático ELISA 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Nesta metodologia, 100 μL de anticorpo de captura 

para cada amostra foi adicionado às placas de 96 poços para sensibilização das mesmas, sendo 

estas incubadas overnight à temperatura ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas 

com tampão PBS 1X contendo 0,05% de Tween20, a solução de bloqueio foi adicionada em 

todos os poços e foram incubadas por 1h. Após a incubação, foi realizada nova lavagem e 

adicionados 50 μL de cada amostra diluída e a curva padrão, composta pelas citocinas 

recombinantes, passando assim para uma nova incubação de 2h à temperatura ambiente. As 

placas em seguida foram lavadas e a solução contendo anticorpos de detecção foi adicionada a 

cada placa, passando para uma nova incubação de 2h. Depois da incubação, as placas foram 

lavadas e 100 μL da enzima estreptoavidina-HRP foram adicionados em cada poço. Por fim, a 

reação foi revelada com a adição do substrato TMB (BD, Biosciences, San Diego, USA) e com 

interrupção usando ácido sulfúrico (H2SO4) (2N). A absorbância das amostras e da curva padrão 

foram detectadas em espectrofotômetro no comprimento de onda de 450 nm (μQuant, Biotek 

Instruments Inc). 

 

4.4.5 Extração de RNA total, síntese de cDNA e PCR em tempo real 

Para avaliação da expressão gênica, primeiramente foi realizada a extração do RNA 

total através da metodologia empregando o reagente Trizol (ThermoFísher Scientific, Waltham, 

EUA). De acordo com o protocolo, após o período de incubação das células (2h), as células 
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foram ressuspendidas e transferidas para tubos eppendorf. As células foram centrifugadas à 400 

x g por 10 min à 4 ºC. Após esse processo, o sobrenadante foi descartado e ao pellet foram 

adicionados 750 μL de Trizol para promover a lise celular. As amostras foram agitadas em 

vórtex, e em seguida foram adicionados 200 μL de clorofórmio à temperatura ambiente e 10 μL 

de glicogênio gelado (5 mg/mL) (Applied Biosystems, Foster City, EUA). As amostras foram 

agitadas em vórtex, seguido de um intervalo de 5 min à temperatura ambiente, para que fosse 

realizada centrifugação à 14000 rpm por 15 min à 4 ºC. Após centrifugação, foram formadas 

três camadas, sendo o sobrenadante incolor do topo do tubo eppendorf (cerca de 400 μL) 

recuperado para um novo tubo para dar continuidade à extração do RNA. No novo tubo, foram 

adicionados 400 μL de isopraponol 100%, gelado, e as amostras foram homogeneizadas por 

inversão. Em seguida, as amostras foram armazenadas overnight em freezer -80 ºC. No dia 

seguinte, as amostras foram descongeladas no gelo e centrifugadas à 14000 rpm por 15 min à 

4 ºC. Após centrifugação, todo o isopraponol foi retirado e ao pellet foi adicionado 1 mL de 

álcool etílico 70% gelado. Novamente, as amostras foram centrifugadas à 14000 rpm por 15 

min à 4 ºC e em seguida todo o álcool foi retirado dos tubos, permitindo que os pellets secassem. 

Aos pellets secos, foram adicionados 15 μL de água livre de nucleases e as amostras foram 

incubadas em banho seco por 10 min à 55 ºC, para facilitar a diluição do RNA. Após incubação, 

as amostras foram homogeneizadas, colocadas no gelo e quantificadas em espectrofotômetro 

NanoDrop®2000, no Laboratório da Profa. Dra. Juliana Pfizer Falcão, na FCFRP-USP, com 

razão 260/280 próximas de 1,80 e então, as amostras foram armazenadas em freezer -80 ºC. 

Para realização da PCR em tempo real, as amostras de RNA foram convertidas em 

cDNA utilizando-se o “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems, 

Foster City, EUA). As amostras foram incubadas com 2 μL de tampão RT 10X, 0,8 μL de 

dNTPs mix, 2 μL de random primers e 1 μL da enzima Multiscribe Reverse Transcriptase (50 

U/μL), fornecidos pelo fabricante e acrescidos de água livre de nucleases para o volume final 

da reação (20 μL). A reação foi realizada em termociclador (Applied Biosystems, Foster City, 

EUA). 

Após a síntese de cDNA, a expressão dos genes alvo das amostras foi analisada, sendo 

todos sondas TaqMan, por PCR em tempo real através do mRNA para: citocinas relacionadas 

à polarização celular, TGF-β, IFN-γ, IL-10, TNF-α, IL-6 e IL-17A; receptores de superfície 

celular TLR2, TLR4 e CCR7; da enzima ALOX15. A reação foi realizada com a adição de 10 

μL de GoTaq® Probe qPCR Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), 1 μL do primer 

de cada alvo específico, 9 μL de cDNA (100 ng) e água livre de nucleases para o volume final 
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da reação (20 μL). As amostras foram avaliadas pelo sistema “TaqMan® Array 96-WellFast 

Plate StepOnePlusTM (Applied Biosystems, Foster City, EUA)” seguindo as recomendações 

do fabricante. Para cálculo da expressão gênica, foram empregados os seguintes genes 

constitutivos: GAPDH e ACTB. A partir dos resultados de Ct (cycletreshold) obtidos acima, 

foram calculados os níveis de expressão relativa utilizando-se o método comparativo ou 2-ΔΔCt 

[80]. 

 

4.5 Ensaios para avaliação das mudanças epigenéticas nos neutrófilos 

4.5.1 Extração e análise da metilação global do DNA 

Previamente, para análise do perfil de metilação global do DNA, o material genômico 

foi extraído das células isoladas utilizando-se o “PureLink® Genomic DNA Minikit” (Life 

Technologies, New York, EUA), seguindo as instruções do fabricante. As células de cada 

amostra foram ressuspendidas em um mix contendo: 200 μL de PBS 1X, 20 μL de Proteinase 

K e 20 μL RNase A (ambas enzimas fornecidas pelo kit). As amostras foram homogeneizadas 

em vórtex e incubadas por 2 min à temperatura ambiente. Em seguida, 200 μL do PureLink® 

Genomic Lysis/Binding Buffer foram adicionados e as amostras foram homogeneizadas com o 

vórtex, sendo transferidas em seguida para um banho seco para uma incubação de 10 min à 55 

ºC. Após incubação, 200 μL de etanol 100% foram adicionados ao lisado celular e 

homogeneizados em vórtex. As soluções homogêneas (640 μL) foram transferidas para colunas 

de purificação presentes no kit. Assim, as amostras foram centrifugadas por 1 min à 10000 x g 

à temperatura ambiente. As colunas foram transferidas para novos tubos de coleta e 500 μL do 

Wash Buffer 1 contendo etanol 100% (fornecido pelo kit) foram adicionados. Uma nova 

centrifugação de 1 min a 10000 x g à temperatura ambiente foi realizada e logo após, as colunas 

foram transferidas para novos tubos de coleta e 500 μL do Wash Buffer 2 (fornecido pelo kit) 

contendo etanol 100% foram adicionados às colunas. As amostras foram centrifugadas por 3 

min à 14000 x g à temperatura ambiente e as colunas foram transferidas para novos tubos de 

coleta. Por fim, 50 μL do PureLink® Genomic Elution Buffer (fornecido pelo kit) foram 

adicionados às colunas e estas foram centrifugadas por 1 min à 14000 x g à temperatura 

ambiente. As colunas foram descartadas e o DNA presente nos tubos foi quantificado em 

espectrofotômetro NanoDrop®2000, no Laboratório da Profa. Dra. Juliana Pfizer Falcão, na 

FCFRP-USP, com razão 260/280 próximas de 1,80. Após quantificação, as amostras foram 

armazenadas em freezer -20 ºC.  

Em seguida, para a análise do perfil de metilação global do DNA foi utilizado o kit 

“MethylFlash™ Methylated DNA Quantification Kit” (Epigentek Group Inc., Farmingdale, 
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NY, EUA). Utilizando uma placa de 96 poços, proveniente do kit, foram adicionados 100 μL 

da solução de ligação (fornecida pelo kit) em cada poço, sendo 2 poços reservados para os 

controles negativos e 12 poços para a curva de calibração. Aos demais poços de análise foram 

adicionados 100 ng de DNA de cada amostra diluídos em 5 μL do tampão de eluição do 

“PureLink® Genomic DNA Minikit” (Life Technologies, New York, EUA). Após 

homogeneizar as amostras, a placa foi incubada por 1h à 37 ºC. Depois do período de incubação, 

o sobrenadante foi retirado e a placa foi lavada três vezes com o tampão de lavagem fornecido 

pelo kit. Após lavagem, 50 μL do complexo contendo o anticorpo de detecção 5-mC foram 

adicionados em cada poço, a placa coberta e incubada por 50 min à temperatura ambiente. O 

complexo de detecção foi removido, e a placa novamente foi lavada por cinco vezes e 150 μL 

da solução reveladora foram adicionados aos poços. A reação foi paralisada com 100 μL da 

solução de parada (fornecida pelo kit). A absorbância das amostras e da curva padrão foram 

detectadas em espectrofotômetro no comprimento de onda de 450 nm (μQuant, Biotek 

Instruments Inc). O percentual de DNA metilado foi calculado com base na curva de calibração 

por regressão linear. 

 

4.5.2 Expressão de enzimas epigenéticas 

Para análise da expressão de enzimas epigenéticas, previamente foram realizadas a 

extração do RNA total e conversão em cDNA conforme descrito no item 5.4.5. A partir de 100 

ng de cDNA foi realizada a análise da expressão, utilizando sondas TaqMan, de enzimas 

epigenéticas envolvidas na metilação do DNA: DNMT1, DNMT3A e DNMT3B. Para cálculo 

da expressão gênica, foram empregados os seguintes genes constitutivos: GAPDH e ACTB. A 

partir dos resultados de Ct (cycletreshold) obtidos acima, foram calculados os níveis de 

expressão relativa utilizando-se o método comparativo ou 2-ΔΔCt [80]. 

 

4.5.3 Imunopreciptação da cromatina (ChiP) 

A partir de 1x107 células purificadas, foi realizada a fixação da estrutura DNA-proteína 

com 55 μL de paraformaldeído a 18,5% em 1 mL de PBS, durante 10 minutos à 37 °C. Em 

seguida, foram adicionados 100 μL por tubo da solução de glicina concentrada 10X ([Glicina] 

= 125mM) e incubou-se à temperatura ambiente por 5 minutos. As amostras foram 

centrifugadas à 3400 x g por 5 minutos à 4 ºC e o sobrenadante foi descartado. Foram realizadas 

quatro lavagens seguidas do precipitado celular com 1 mL de PBS acrescido da solução de 

inibidores de proteases (Sigma) diluída 1:100 e foram centrifugadas à 3400 x g por 5 minutos 
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à 4 ºC. Ao final, o sobrenadante foi descartado e o precipitado celular armazenado a -80 ºC. A 

lise das células foi realizada pela adição de 200 μL de tampão de lise SDS e 500 μL de tampão 

de diluição acrescidos dos inibidores de protease (5:500). As amostras foram homogeneizadas 

com o auxílio de uma seringa com agulha de calibre de 0,4 mm e incubadas no gelo por 10 

minutos. Cada amostra foi dividida em dois tubos contendo 100 μL em cada, para ser realizada 

a etapa de sonicação por 10 min utilizando-se o Bioruptor Pico Sonication System (Diagenode). 

Em seguida, as amostras foram centrifugadas à 12000 x g por 20 minutos à 4 ºC e o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo.  

Após a centrifugação, o sobrenadante contendo a cromatina foi diluído com o tampão 

de diluição (500 μL para cada anticorpo), e uma alíquota (10% em volume) foi reservada para 

indicar a quantidade de DNA de cada amostra (input). As frações de cromatina restantes foram 

submetidas à imunoprecipitação e incubadas com os anticorpos específicos, overnight a 4 °C, 

com suave rotação. Foram utilizados os seguintes anticorpos: normal mouse IgG (1 μg, 

Millipore), anti-histone H3K27me3 (4 μg, Abcam), anti-histone H3K4me3 (4 μg, Abcam) e 

anti-acetyl K9 + K14 + K18 + K23 + K27 (4 μg, Abcam). 

Após incubação com os anticorpos específicos, foram adicionados 50 μL da solução de 

esferas de agarose com DNA de esperma de salmão por tubo (solução de DNA heterólogo em 

agarose que remove as proteínas inespecíficas à reação), que foram incubados por 1 hora à 4 

°C sob rotação. As lavagens do precipitado foram realizadas com diferentes tampões (low-salt, 

high-salt, LiCl e TE 2x) por 5 minutos à 4 °C, sob agitação, seguida de centrifugação à 1000 x 

g por 1 minuto. Os complexos imunes foram eluídos pela adição de tampão de eluição e a 

ligação DNA-proteína foi revertida após incubação a 65 °C por 2 horas com proteinase K. O 

DNA livre foi purificado pelo protocolo padrão de precipitação por fenol/clorofórmio/álcool 

isoamílico e quantificado em espectrofotômetro NanoDrop®2000, no Laboratório da Profa. 

Dra. Juliana Pfizer Falcão.  

O DNA obtido após imunoprecipitação da cromatina foi utilizado como amostra na PCR 

em Tempo Real para quantificação de regiões promotoras dos genes IL-1β, IL-6, IFN-γ e TNF-

α como alvo de modificações de histona. Foram utilizados 3 μL da amostra de DNA 

imunoprecipitado em cada reação, empregando-se o reagente SYBR Green Master Mix (Life 

Technologies), segundo instruções do fabricante. A reação foi realizada no aparelho 

StepOnePlus Real-Time PCR System (Life Technologies) conforme as seguintes configurações: 

95 °C por 10 minutos, 50 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto, seguida da 

curva de dissociação ao final. A análise foi realizada segundo a fórmula: 100*2^(input ajustado 



 

 50 

– Ct(IP)), onde o input ajustado refere-se ao valor de input corrigido pela diluição inicial e o 

IP, à amostra de cada anticorpo empregado. 

4.6 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada por meio do software SAS (SAS – Statistical Analysis 

System, 2003) e GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., La Jolla; EUA). O Teste One-Way 

ANOVA (two tails, p <0,05 significativo) foi utilizado para observar variações entre os grupos 

estudados. O teste de comparação de médias (Teste de Tukey com p<0,05 significativo) foi 

utilizado para comparar a média dos valores obtidos utilizando-se o software SAS. 
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5. Resultados 

_________________________________________ 
Parte I - Ensaios para definição da assinatura fenotípica dos 

neutrófilos polarizados 
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5.1 A polarização de neutrófilos induz modificações morfológicas 

Para analisar se os neutrófilos estimulados com diferentes citocinas poderiam possuir 

modificações morfológicas, foi realizada a análise de microscopia óptica. Após 2 horas de 

incubação com os meios contendo citocinas condicionantes, é possível observar que os 

neutrófilos estimulados com citocinas de diferentes perfis inflamatórios apresentaram 

modificações quanto à disposição dos núcleos, onde os neutrófilos inflamatórios, possuem 

modificações como maior grau de segmentação (Figura 4B e Figura 4E). Na Figura 4A e Figura 

4D é evidenciado que os neutrófilos não polarizados, que não possuem nenhum tipo de 

estímulo, apresentam o mesmo grau de segmentação quando comparados aos neutrófilos 

polarizados com citocinas anti-inflamatórias.  

Além da microscopia óptica, realizamos análises de citometria de fluxo para averiguar 

o grau de variação de tamanho entre os subtipos celulares. Na Figura 5A, com as estratégias de 

gate utilizadas, é possível observar que há diferenças quanto ao tamanho e complexidade dos 

neutrófilos diferenciados. Estas mudanças ficam mais expressivas ao analisar o gráfico da 

Figura 5B, onde é demonstrado que os neutrófilos inflamatórios (NI), após 2 horas de 

diferenciação, apresentam maior tamanho e complexidade, quando comparados aos neutrófilos 

não polarizados (NonP) ou polarizados em condições anti-inflamatórias (NonI).  
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A figura de microscopia óptica mostra os neutrófilos A-NonP, B-NI e C-NonI. Estas células foram submetidas a 

2 horas de estimulação, e após esse tempo, 50 μl das amostras foram transferidas para lâminas de vidro, que por 

sua vez foram centrifugadas em Cytospin a 500 rpm durante 3 minutos. As lâminas foram coradas com Panótico 

(Laborclin, Paraná, Brasil) e a morfologia das células foi observada através do microscópio óptico (Leica CTR 

5000, DM 5000B, Alemanha) com aumento de 40x e fotografada usando o software LAS. Ampliação original, 40 

×. As imagens D, E e F correspondem, respectivamente, aos grupos NonP, NI e NonI e estas foram obtidas com 

ampliação de 100x. NonP = non-polarized, NI = Inflammatory e NonI = Non-Inflammatory  

Figura 4 - Morfologia dos neutrófilos  

10X 40X 

40X 10X 

10X 40X 
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Figura 5 - Após 2h de polarização os neutrófilos possuem tamanhos diferentes. 

 

 

(A) Neutrófilos isolados do sangue periférico foram diferenciados com citocinas por 2 horas e os fenótipos foram 

avaliados por citometria de fluxo. (B) Frontal Scatter Mean de cada subtipo de neutrófilo. Os resultados foram 

analisados por One-way ANOVA e seguidos do teste multi-comparativo de Tukey. * p <0,05. n = 4 NonP = non-

polarized, NI = Inflammatory e NonI = Non-Inflammatory 

  

A 
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Para investigar as diferenças fenotípicas entre os perfis de neutrófilos, analisamos a 

expressão de marcadores de superfície celular por imunomarcação e citometria de fluxo. Foram 

propostos dois marcadores ligados à resposta imune dos neutrófilos quando ativados, CD86 e 

HLA-DR (MHC II) (Gosselin et al., 1993). Como observado na Figura 6, neutrófilos 

polarizados para o perfil inflamatório (NI) demonstraram aumento na expressão de CD86 e 

MHC II, quando comparado aos neutrófilos não-polarizados e não-inflamatórios (NonP e 

NonI), tanto na frequência de células (Figura 6A), como na intensidade média de fluorescência 

(Figura 6B). 

 

Figura 6 - A polarização celular induz a diferente expressão de marcadores de superfície nos 

neutrófilos. 

 

 

Os neutrófilos foram isolados do sangue periférico e diferenciados com condições pró e anti-inflamatórias por 2 

horas e foram caracterizados por (A) Frequência (%) de células CD86 e MHC II positivas e (B) expressão 

(Intensidade Média de Fluorescência – IMF) de CD86 e MHC II de neutrófilos. Os resultados foram analisados 

por One-way ANOVA e seguidos do teste multi-comparativo de Tukey. * p <0,05. n = 4 NonP = non-polarized, 

NI = Inflammatory e NonI = Non-Inflammatory 
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5.2 Detecção da produção de espécies reativas de oxigênio pelos neutrófilos 

 Além das alterações fenotípicas, buscou-se compreender também as alterações 

funcionais nos neutrófilos decorrentes da polarização para os perfis inflamatório e não-

inflamatório. Para tal, foi realizada a análise da produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs). Na figura 7 é possível observar que após o estimulo com PMA, os neutrófilos NI, que 

estavam na presença de um meio condicionante com citocinas pró-inflamatórias, elevaram a 

produção de EROs quando comparados aos neutrófilos NonI (*p<0,05), os quais estavam 

presentes no meio condicionante com citocinas anti-inflamatórias, e os neutrófilos NonP, que 

não possuem estímulo. Os neutrófilos NonP possuem produção semelhante de EROs em relação 

aos neutrófilos NonI.  

 

Figura 7 - Os neutrófilos possuem diferenças na atividade metabólica. 

 

A medição do burst oxidativo foi realizada com uso da sonda DCFDA (1 mM). Os neutrófilos foram isolados do 

sangue periférico e diferenciados com condições pró e anti-inflamatórias por 2 horas e em seguida foram incubados 

com a sonda DCFDA. A) A produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) foi induzida com PMA a 10-7
 M e 

avaliada por citometria de fluxo para os neutrófilos NonP (pontilhado), NI (azul) e NonI (verde). (B) Expressão 

(Intensidade Média de Fluorescência – IMF) de EROs.  Os resultados foram analisados por One-way ANOVA e 

seguidos do teste multi-comparativo de Tukey. * p <0,05. n = 4 NonP = non-polarized, NI = Inflammatory e NonI 

= Non-Inflammatory 
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5.3 ELISA e quantificação do mRNA de citocinas pró e anti-inflamatórias expressas pelos 

neutrófilos  

Os neutrófilos foram caracterizados quanto à produção e expressão gênica de citocinas 

associadas à resposta imune. Desta forma, avaliamos a produção das citocinas IL-8 e IL-1β por 

ELISA e a expressão dos genes TNFα, IL-17A, IFN-γ, IL-6, IL-10 e TGF-β por qPCR pelos 

neutrófilos polarizados in vitro.  

Na Figura 8A é possível perceber que os neutrófilos NI possuem maior produção de IL-

8 quando comparados aos neutrófilos NonP e NonI. Também é possível notar que os três perfis 

de neutrófilos possuem baixa produção de IL-1β, não sendo possível constatar diferenças 

estatísticas de produção entre as células, como mostra a Figura 8B.  

Na Figura 9 observa-se o quadro geral de expressão de mRNA de citocinas pelos 

neutrófilos. Nas Figuras 9A e 9E é evidenciado que os neutrófilos NI expressam mais TNF-α e 

IL-10 quando comparados aos neutrófilos NonP e NonI (*p<0,05). Entretanto, os neutrófilos 

não possuem diferença quanto à expressão de IL-17A, IFN-γ, IL-6 e TGF-β, expressando pouca 

quantidade de ambos os genes (Figuras B, C, D e F).  

 

Figura 8 - Liberação de citocinas no sobrenadante após 2h de diferenciação celular. 

IL-8

NonP NI NonI
0

200

400

600

800

***
***

IL
-8

 (
p

g
/m

L
)

IL-1

NonP NI NonI
0

2

4

6

IL
-1


 (
p

g
/m

L
)

 

Quantificação das citocinas IL-8 e IL-1β solúveis no sobrenadante dos neutrófilos obtidos do sangue periférico e 

diferenciados por 2h in vitro na presença de meio condicionantes contendo citocinas pró e anti-inflamatórias. A 

análise quantitativa foi realizada por meio de ensaio imunoenzimático (ELISA). Os resultados foram analisados 

por One-way ANOVA e seguidos do teste multi-comparativo de Tukey. *** p <0,001. n = 20 NonP = non-

polarized, NI = Inflammatory e NonI = Non-Inflammatory 
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Figura 9 - Expressão gênica de citocinas pró e anti-inflamatórias em neutrófilos após 2h de 

polarização in vitro. 
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Os neutrófilos foram isolados de sangue periférico, polarizados in vitro e após 2h de diferenciação, o mRNA foi 

extraído através de metodologia de Trizol para determinação da expressão gênica. A-D) Expressão gênica de 

citocinas pró-inflamatórias (TFN-α, IL-17A, IFN-γ, e IL-6). E e F) Expressão gênica de citocinas anti-

inflamatórias (IL-10 e TGF-β). Os resultados foram analisados por One-way ANOVA e seguidos do teste multi-

comparativo de Tukey. * p <0,05. n = 15 NonP = non-polarized, NI = Inflammatory e NonI = Non-Inflammatory 

 



 

 59 

Após 2h de polarização, os neutrófilos pró-inflamatórios possuem uma maior expressão 

de TLR2 e TLR4 quando comparados aos neutrófilos anti-inflamatórios e os neutrófilos não 

polarizados (Figura 10). Diferentemente, ao analisar a expressão de CCR7 e ALOX15, é 

possível observar que após 2h de polarização, os neutrófilos anti-inflamatórios possuem uma 

maior expressão de ALOX15 quando comparados aos neutrófilos anti-inflamatórios e os 

neutrófilos não estimulados (Figura 11B). Não foram observadas diferenças entre os três perfis 

celulares para a expressão de CCR7 (Figura 11A). 

Figura 10 - Expressão gênica dos receptores de superfície celular TLR2 e TLR4 após 2h de 

polarização in vitro. 
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Os neutrófilos foram isolados de sangue periférico, polarizados in vitro e após 2h de polarização, o mRNA foi 

extraído através de metodologia de Trizol para determinação da expressão gênica. A-B) Expressão gênica de TLR2 

e TLR4, respectivamente. Os resultados foram analisados por One-way ANOVA e seguidos do teste multi-

comparativo de Tukey. * p <0,05. n = 15 NonP = non-polarized, NI = Inflammatory e NonI = Non-Inflammatory 

 

 

Figura 11 - Expressão gênica do receptor CCR7 e da enzima ALOX15 após 2h de polarização 

in vitro. 
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Os neutrófilos foram isolados de sangue periférico, polarizados in vitro e após 2h de polarização, o mRNA foi 

extraído através de metodologia de Trizol para determinação da expressão gênica. A-B) Expressão gênica de CCR7 

e ALOX15, respectivamente. Os resultados foram analisados por One-way ANOVA e seguidos do teste multi-

comparativo de Tukey. * p <0,05. n = 10 NonP = non-polarized, NI = Inflammatory e NonI = Non-Inflammatory 
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5.4 Determinação do padrão de metilação global do DNA 

Considerando as alterações fenotípicas e funcionais observadas nos neutrófilos 

polarizados in vitro, demos continuidade à investigação das mudanças epigenéticas que 

poderiam estar correlacionadas à resposta imune dessas células.  

Após 2h de polarização, observa-se que os neutrófilos pró-inflamatórios apresentam 

redução na metilação global, comparando-se aos neutrófilos não polarizados. Por outro lado, os 

neutrófilos anti-inflamatórios não apresentam alterações no padrão de metilação em relação aos 

neutrófilos não estimulados com citocinas.  

Figura 12- Perfil de metilação global do DNA dos neutrófilos polarizados por 2h in vitro. 
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Os neutrófilos foram isolados de sangue periférico, polarizados in vitro e após 2h de polarização, o DNA genômico 

foi extraído através do “PureLink® Genomic DNA Minikit”. Para determinação do perfil de metilação global do 

DNA foi utilizado o “MethylFlash™ Methylated DNA Quantification Kit” (Epigentek Group Inc., Farmingdale, 

NY, EUA). Os dados estão expressos em porcentagem relativa ao controle positivo (5%) fornecido pelo kit. Os 

resultados foram analisados por One-way ANOVA e seguidos do teste multi-comparativo de Tukey. * p <0,05.    

n = 10 NonP = non-polarized, NI = Inflammatory e NonI = Non-Inflammatory. 
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5.5 Análise da expressão de enzimas epigenéticas modificadoras do DNA 

A fim de investigar se os microambientes pró e anti-inflamatório poderiam induzir 

alterações na expressão de enzimas que promovem alterações epigenéticas, foi analisada a 

expressão de enzimas relacionadas à metilação do DNA. Após 2h de polarização, os neutrófilos 

anti-inflamatórios possuem uma maior expressão da DNMT3A quando comparados aos 

neutrófilos anti-inflamatórios (Figura 13B). Entranto, em relação à expressão das enzimas 

DNMT1 e DNMT3B não foram observadas diferenças entre os grupos celulares (Figuras 13A 

e 13C).  

 

 

Figura 13 - Expressão das enzimas epigenéticas DNMT1, DNMT3A E DNMT3B após 2h de 

polarização dos neutrófilos in vitro. 
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Os neutrófilos foram isolados de sangue periférico, polarizados in vitro e após 2h de polarização, o mRNA foi 

extraído através de metodologia de Trizol para determinação da expressão gênica. A-C) Expressão gênica de 

DNMT1, DNMT3A E DNMT3, respectivamente. Os resultados foram analisados por One-way ANOVA e 

seguidos do teste multi-comparativo de Tukey. * p <0,05. n = 12 NonP = non-polarized, NI = Inflammatory e 

NonI = Non-Inflammatory. 
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5.6 - Investigação de modificações epigenéticas associadas às histonas em genes associados 

a resposta imune dos neutrófilos 

Após os resultados obtidos na caracterização fenotípica e expressão gênica das enzimas 

envolvidas em modificações epigenéticas, foi investigado se alterações em histonas poderiam 

ter ocorrido nas regiões promotoras dos genes relativos às citocinas envolvidas na resposta 

imune dos neutrófilos.  

Dentre as modificações de histonas, avaliou-se a trimetilação da lisina 27 na histona H3 

(H3K27me3) associada à repressão da transcrição gênica, e a trimetilação da lisina 4 na histona 

H3 (H3K4me3) e pan-acetilação das lisinas K9 + K14 + K18 + K23 + K27, ambas relacionadas 

a ativação da transcrição gênica. Assim, realizou-se o ensaio de imunoprecipitação da cromatina 

utilizando anticorpos específicos para essas modificações, e em seguida a quantificação das 

regiões imunoprecipitadas por PCR em Tempo Real. As sequências analisadas foram relativas 

às regiões promotoras das citocinas inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6.  

Em relação aos genes que codificam as citocinas avaliadas, observamos um perfil 

bastante semelhante entre as 3 citocinas avaliadas. Em estado basal (NonP) os neutrófilos 

apresentam um alto “fold enrichment”, tanto na trimetilação da H3K27 quanto na acetilação 

das lisinas K9, K14, K18, K23, K27, que representam ativação destes genes e na tri-metilação 

da H3K27, que representa repressão gênica. De forma interessante, os NI apresentam redução 

no número de cópias de DNA metilados ou acetilados nestas 3 posições. Entretanto, 

observamos que os neutrófilos ativados na presença de citocinas anti-inflamatórias apresentam 

a tri-metilação de H3K27, que indica repressão nestes genes sem apresentar aumento do “fold 

enrichment” das duas mudanças ativadoras. 

Ao analisar o TNF-α, se compararmos a porcentagem de DNA imunoprecipitado 

relativo à quantidade de amostra inicial (% input) entre os neutrófilos NI e NonI, constata-se 

aumento das modificações H3K27me3, relacionada à repressão e pan-acetilação, ativação em 

detrimento daquela associada à ativação (H3K4me3)(Figuras 14, 15 e 16). O mesmo acontece 

em relação a citocina IL-1β exceto pelo fato dos neutrófilos NI apresentarem aumento da 

modificação de histona relacionada a ativação (pan-acetilação), o que não ocorre em TNF-α, 

que não apresenta ganhos de modificações ativadoras ou repressivas nos neutrófilos NI. Entre 

os netrófilos NonP e NonI, é possível observar a permanência da marca repressiva (H3K27me3) 

em relação ao gene da citocina IL-6 nos neutrófilos NonI.  
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Figura 14 - Modificações epigenéticas de histonas associadas à região promotora de TNF-α. 
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Os neutrófilos foram isolados de sangue periférico, polarizados in vitro e após 2h de polarização, 5x106 células 

foram empregadas no ensaio de imunoprecipitação da cromatina utilizando anticorpos específicos paras 

modificações de histonas associadas à repressão (H3K27me3) e transcrição (H3K4me3 e Pan-Acetilação de K9 + 

K14 + K18 + K23 + K27) gênicas. As regiões imunoprecipitadas foram quantificadas por PCR em Tempo Real 

utilizando-se primers específicos para as regiões promotoras da citocina. * p <0,05. n = 4 NonP = non-polarized, 

NI = Inflammatory e NonI = Non-Inflammatory. 
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Figura 15 - Modificações epigenéticas de histonas associadas à região promotora de IL-1β  
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Os neutrófilos foram isolados de sangue periférico, polarizados in vitro e após 2h de polarização, 5x106 células 

foram empregadas no ensaio de imunoprecipitação da cromatina utilizando anticorpos específicos paras 

modificações de histonas associadas à repressão (H3K27me3) e transcrição (H3K4me3 e Pan-Acetilação de K9 + 

K14 + K18 + K23 + K27) gênicas. As regiões imunoprecipitadas foram quantificadas por PCR em Tempo Real 

utilizando-se primers específicos para as regiões promotoras da citocina. * p <0,05. n = 4 NonP = non-polarized, 

NI = Inflammatory e NonI = Non-Inflammatory. 
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Figura 16 - Modificações epigenéticas de histonas associadas à região promotora de IL-6 
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Os neutrófilos foram isolados de sangue periférico, polarizados in vitro e após 2h de polarização, 5x106 células 

foram empregadas no ensaio de imunoprecipitação da cromatina utilizando anticorpos específicos paras 

modificações de histonas associadas à repressão (H3K27me3) e transcrição (H3K4me3 e Pan-Acetilação de K9 + 

K14 + K18 + K23 + K27) gênicas. As regiões imunoprecipitadas foram quantificadas por PCR em Tempo Real 

utilizando-se primers específicos para as regiões promotoras da citocina. * p <0,05. n = 4 NonP = non-polarized, 

NI = Inflammatory e NonI = Non-Inflammatory. 
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6. Discussão 
_________________________________________ 
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Os neutrófilos têm papel importante durante a ativação do sistema imune inato e 

desenvolvimento da resposta inflamatória, sendo as primeiras células recrutadas para os locais 

de infecção ou dano tecidual. Entretanto, dependendo do microambiente, tem sido demonstrado 

que os neutrófilos, até então considerados células com alto grau de diferenciação e maturação, 

possuem perfis diferentes, ou seja, podem ser modulados para um perfil pró ou anti-

inflamatório, semelhante ao que ocorre com macrófagos (Galdiero et al., 2013; Sionov et al., 

2015). Este fenômeno foi primeiramente relatado em estudos com tumores humanos, como os 

cânceres de pulmão e colorretal (Eruslanov et al., 2014; Eruslanov, 2017; Mizuno et al., 2019), 

e de camundongos, como o carcinoma pulmonar e mesotelioma (Fridlender et al., 2009). Nesse 

contexto, a polarização modifica o perfil de resposta das células do sistema imune e pode ser 

exemplificada pela liberação de mediadores pró e anti-inflamatórios. Porém, há interpretações 

divergentes quanto aos mecanismos regulatórios da polarização de neutrófilos.  

A fim de caracterizar fenotipicamente os neutrófilos polarizados in vitro, realizamos 

ensaios de diferenciação celular e analisamos possíveis modificações morfológicas e funcionais 

das células. Observamos por microscopia e citometria de fluxo que os neutrófilos NI e NonI 

apresentaram diferenças quanto à morfologia nuclear e tamanho após 2h de estimulação. Neste 

sentido, já é relatado que quando ocorre a incubação dos neutrófilos in vitro com as citocinas 

IL-13 e IL-4, há a indução modificações morfológicas das células (Girard et al., 1996; Girard 

et al., 1997; Junttila, 2018). Contudo, as modificações fenotípicas não foram expressivas nos 

neutrófilos NonI, os quais também foram incubados com IL-13 e Il-4. Por outro lado, os dados 

do nosso trabalho demonstraram que a combinação de IFN-γ e GM-CSF induziu modificações 

características para as células NI, e corroboram com a característica dos neutrófilos adquirirem 

perfis diferentes dependendo do microambiente em que estão presentes. Por exemplo, como 

relatado anteriormente, em estudos com neutrófilos isolados de pacientes com câncer, os 

neutrófilos N1 apresentam núcleos mais segmentados, enquanto que os neutrófilos N2 

apresentam núcleos circulares (Piccard et al., 2012). Seguindo uma classisficação diferente do 

nosso estudo, no LES os neutrófilos de baixa densidade (LDNs), que são mais semelhantes ao 

neutrófilos N2, são constituídos por uma maior porcentagem de neutrófilos imaturos, quando 

comparado com os LDNs de pacientes com carcinoma de células renais (Rodriguez et al., 

2009). De forma diferente, durante a infecção por Streptococcus pneumoniae em camundongos, 

os neutrófilos N2 possuem maior tamanho e granulosidade em comparação como os neutrófilos 

N1 (Peñaloza et al., 2018).  
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Em nosso trabalho, a caracterização fenotípica das células também foi realizada pela 

expressão de marcadores de superfície. Os neutrófilos NI apresentaram maior expressão de 

MCH-II e CD86 quando comparados aos neutrófilos NonI e NonP. Os neutrófilos contêm 

reservas intracelulares de MHC-II e moléculas coestimuladoras, que se translocam para a 

superfície celular após estimulação apropriada (Lin and Loré, 2017; Rudolf-Oliveira et al., 

2018). O aumento da expressão de MHC II torna a resposta imune mais ávida. A expressão de 

CD86, uma molécula co-estimulatória, é comumente aumentada em células apresentadoras de 

antígeno (APC, ou antigen-presenting cell) sob a influência de patógenos ou pela indução por 

citocinas (Chen and Flies, 2013). Além disso, evidências sugerem que os neutrófilos fariam 

parte do grupo das células APCs atípicas, que são aquelas que não conseguem ativar linfócitos 

T naive. As células APCs clássicas seriam os macrófagos, células B e células dendríticas 

(Kambayashi and Laufer, 2014; Takashima and Yao, 2015; Vono et al., 2017). Nos tumores, 

moléculas como GM-CSF e IFN-γ regulam positivamente a expressão de MHC II e moléculas 

co-estimulatórias como CD86 em TANs, o que permite que as células funcionem como células 

apresentadoras de antígeno (Eruslanov et al., 2014; Eruslanov, 2017), de forma semelhante ao 

que ocorre com macrófagos M1 (Mills, 2015). Entretanto, em relação aos neutrófilos NonI, a 

menor expressão de MHC II ocorre possivelmente pelo caráter anti-inflamatório da célula 

induzido pelo meio condicionante contendo TGF-β, IL-4 e IL-13. Em alguns subtipos de células 

anti-inflamatórias, como as subpopulações M2b de macrófagos M2, a expressão de MHC II e 

CD86 estão correlacionadas com a liberação de altos níveis de IL-10 (Martinez and Gordon, 

2014; Zhang et al., 2015; Nishiguchi et al., 2017).  

Além dos marcadores de superfície e modificações morfológicas, também é evidente 

que os neutrófilos, sob diferentes condições, desenvolvem mudanças em seu perfil de ativação. 

Em nosso modelo de estudo, os neutrófilos NI, após a estimulação com PMA, apresentaram um 

estágio de ativação que permite liberação de EROs, quando comparados aos neutrófilos NonI 

e NonP. Outras células imunológicas, como os macrófagos M1, tendem a desencadear a 

resposta bactericida no local da lesão/infecção, que envolve a produção de EROs e NO, quando 

em contato com o patógeno e citocinas pró-inflamatórias (Rybicka et al., 2010; Ghesquière et 

al., 2014). Em contraste, os macrófagos M2 não produzam EROs, facilitando o reparo tecidual 

(Balce et al., 2011). 

Em outro estudo, quando há o pré-tratamento de neutrófilos com GM-CSF e IL1β, é 

relatado uma maior produção de EROs em resposta ao PMA (Swain et al., 2018). 

Diferentemente, quando incubados com IL-27 e ativados por LPS, a IL-27 diminui a produção 
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de EROs pelos neutrófilos (Li, J. P. et al., 2010), assim como a incubação com IL-10 parece ter 

um efeito retardante, sendo um contrafator na estimulação de EROs em macrófagos e 

neutrófilos (Dang, Elbim, et al., 2006; Ip et al., 2017; Peñaloza et al., 2018). Nossos resultados 

demonstraram que a presença de GM-CSF e IFN-γ estimula as células NI para a maior produção 

de EROs. Comumente é relatado que citocinas como o GM-CSF e o TNF-α induzem mudanças 

conformacionais na membrana dos neutrófilos, o que resulta na maior liberação de EROs 

(Dang, Stensballe, et al., 2006; El-Benna et al., 2016).  

A produção de mediadores inflamatórios é o indicador mais preciso de especialização 

celular e vários fatores podem influenciar a liberação destes no meio. Os neutrófilos NI 

apresentam uma maior produção de IL-8 quando comparados aos neutrófilos NonI e NonP. De 

forma interessante, em um modelo de polarização diferente, foi demonstrando que os 

neutrófilos N2 podem possuir maior produção de IL-8 e TNF-α quando comparados aos 

neutrófilos N1 (Ohms et al., 2020) Porém, em nosso modelo de polarização não houve este 

aumento.  

Já foi observado que a incubação com IL-4, GM-CSF e TNF-α para reproduzir um 

microambiente inflamatório in vitro, induz aumento significativo na produção IL-8 e IL-1β 

pelos neutrófilos (Chakravarti et al., 2009). Contrariamente, em nosso modelo de estudo, os 

neutrófilos, independente do microambiente de diferenciação, produziram baixas/indetectáveis 

quantidades de IL-1β. A baixa produção desta citocina pode ser decorrente das avaliações terem 

sido realizadas sem adição de estímulos específicos, que seriam capazes de induzir maior 

produção de IL-1β, como já demonstrado em outro trabalho que detectou altas quantidades de 

IL-1β na presença de DAMPs ou PAMPs (Lopez-Castejon and Brough, 2011). Por exemplo, a 

co-cultura de bactérias com IL-17A e IFN-γ induz maior atividade microbicida dos neutrófilos 

e maior liberação de IL-1β (Muntaka et al., 2019). Outro aspecto é a limitação da técnica 

utilizada. Avaliamos apenas a liberação da forma madura da IL-1β no sobrenadante de cultivo 

por ELISA, portanto não detectamos a pro-IL1β no interior das células. Assim, para afirmarmos 

com certeza a diferença na produção desta citocina seria necessária outra técnica complementar, 

como western blot. 

Em relação à expressão gênica, após estimulação apropriada in vitro ou in vivo, os 

neutrófilos humanos podem expressar mRNA de muitas citocinas pró e anti-inflamatórias 

(incluindo TNF-α, IL-1β, IL-1ra, IL-6) e quimiocinas (incluindo CXCL1, CXCL8, CXCL10, 

CCL2, CCL3, CCL4 e CCL23) (Cassatella, 1999; Tecchio et al., 2013; Arruda-Silva et al., 

2017). Ao analisar o TNF-α, os neutrófilos possuem uma baixa produção deste in vitro quando 
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incubados com agonistas de TLR 2 (Cassatella, 1999). Em nossos experimentos não 

conseguimos detectar a produção de TNF-α nos grupos estudados. Porém, a nível de expressão 

gênica, os neutrófilos NI expressam significantemente mais mRNA de TNF-α quando 

comparados aos neutrófilos NonP e NonI. Em modelo semelhante, quando os neutrófilos N2 

são incubados com TGF-β, há redução significativa da expressão de TNF-α (Shaul et al., 2016). 

Os neutrófilos N1 no câncer possuem uma alta atividade antitumoral principalmente devido a 

liberação de citocinas próinflamatórias como IL-12 e TNF-α, que facilitam o recrutamento e 

ativação de células T CD8+ (Fridlender and Albelda, 2012; Coffelt et al., 2016). 

Os neutrófilos durante a inflamação podem produzir IL-17 para induzir a liberação de 

mediadores pró-inflamatórios (como citocinas, quimiocinas e MMPs) por células 

mesenquimais e mieloides, o que leva ao recrutamento e ativação de neutrófilos para o sítio 

inflamatório (Cua and Tato, 2010). Com relação a IL-17A, foi demonstrado que os neutrófilos 

humanos ativados in vitro por LPS e/ou IFN-γ não produzem esta citocina (Pelletier et al., 

2010). Além disso, a maioria dos estudos que relatam que os neutrófilos humanos 

representariam fontes potenciais de IL-17 possuem condições específicas, por exemplo: a 

estimulação com IL-6 e IL-23 induzem eficientemente a expressão de mRNA e secreção de IL-

17A, IL-17F e IL-17RC (Taylor et al., 2014; Taylor et al., 2016; Halwani et al., 2017; Hu et 

al., 2017; Li et al., 2017). Porém, ao tentar recriar as mesmas condições deste modelo, Tamassia 

e colaboradores relataram que não foi possível detectar a expressão de IL-17, e suas classes, 

pelos neutrófilos in vitro (Tamassia et al., 2018). Ao incubar com IFN-α, GM-CSF, fMLF, G-

CSF e TNF-α, similarmente falham na expressão de IL-17A, IL-17F, IL-17B, IL-17C, IL-17D 

e IL-17E em neutrófilos. O que constatamos em nosso modelo é que em ambos os 

microambientes pró e anti-inflamatórios os neutrófilos não expressam, ou expressam 

quantidades quase indetectáveis de IL-17A, não havendo diferença entre os grupos celulares. 

Os neutrófilos respondem ao IFN-γ frequentemente nos estágios iniciais de infecção e 

isso promove o link entra a imunidade inata e a adaptativa por meio da expressão de MHC e 

desenvolvimento de células T auxiliares (Abi Abdallah et al., 2011; Mantovani et al., 2011; 

Sturge et al., 2013). O IFN-γ também é utilizado em estudos que visam alterar a fenótipo dos 

neutrófilos e seu perfil de ativação, modificando a expressão de diversos genes ligados à 

resposta imune (Ellison et al., 2017). No lúpus eritrematoso sistêmico (LES) uma subpopulação 

de neutrófilos pró-inflamatórios produzem uma alta quantidade de IFNs e provocam alto dano 

celular, possuindo um papel deletério no desenvolvimento da doença (Denny et al., 2010). No 

sangue periférico dos portadores desta patologia, foi relatada a presença de uma subpopulação 
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de neutrófilos conhecidos como granulóticos de baixa densidade (LDGs, ou low density 

neutrophils), os quais apresentam atividade pró-inflamatória e alta produção de interferons do 

tipo I, IFN-α e TNF-α (Kuno et al., 2002; Carmona-Rivera and Kaplan, 2013), em comparação 

com os granulócitos de alta densidade (HDNs, ou high density neutrophils) autólogos. No 

entanto, a capacidade fagocítica dos LDGs é significativamente reduzida (Denny et al., 2010), 

o que é semelhante aos LDNs no câncer. Porém, observamos que os neutrófilos NI e NonI não 

possuem diferenças quanto à expressão gênica desta citocina. 

Em relação à produção de IL-6, trabalhos já demonstraram que a citocina pode ser 

induzida nos neutrófilos expostos ao IFN-γ (Zimmermann et al., 2016). Em outros modelos é 

descrito que os neutrófilos N2 expressam IL-6, quando há estimulação dos mesmos por IL-35 

(Zou et al., 2017). Além disso, estudos relatam notável produção de IL-6 por neutrófilos 

humanos estimulados com LPS, GM-CSF ou TNF-α (Tamassia et al., 2014). Porém, em nossos 

experimentos nenhuma alteração foi observada em ambos perfis de neutrófilos quanto à 

produção e expressão desta citocina. Entretanto, recentemente foi elucidado que os neutrófilos 

humanos podem certamente produzir IL-6 in vitro, mas somente sob condições experimentais 

capazes de reorganizar a cromatina na região promotora de IL-6 (Zimmermann et al., 2015).  

Ao focar nas citocinas anti-inflamatórias, muitos tipos de células expressam o mRNA 

de IL-10, mas nem todos produzem quantidades detectáveis da proteína. A extensão da 

expressão da mesma é variável, sendo esta variação explicada por mecanismos pós-

transcricionais. A produção desta proteína está relacionada à estabilidade da região 3'-UTR do 

RNAm IL-10, que geralmente é instável, mas dependendo do estímulo, por exemplo um indutor 

tumoral, o mRNA é estabilizado, levando à produção da proteína (Powell et al., 2000). Em 

camundongos a IL-10 é uma citocina chave na regulação da infiltração de neutrófilos N1 e N2 

durante a infecção pelo S. pneumoniae, permitindo o desenvolvimento de uma resposta 

inflamatória com danos limitados aos tecidos, evitando a inflamação pulmonar excessiva e 

morte do hospedeiro (Peñaloza et al., 2015; Peñaloza et al., 2018). Inclusive a IL-10 atua como 

citocina reguladora do balanço de neutrófilos e inflamação, demonstrando que a célula ativada 

pode liberar mediadores anti-inflamatórios para balancear o microambiente (Bazzoni et al., 

2010). Em nosso estudo, demonstramos que os neutrófilos estimulados com IL-4, IL-13 e TGF-

β tiveram baixos níveis de expressão de genes ligados à resposta anti-inflamatória. Em adição, 

observamos que a expressão de IL-10 é maior em neutrófilos NI, quando comparados aos 

neutrófilos NonP e NonI, suportando a hipótese que possivelmente os neutrófilos de perfil NI 

possam estar expressando IL-10 para controlar o microambiente inflamatório. 



 

 73 

O TGF-β é normalmente produzido por neutrófilos com a função de suprimir a reposta 

de células T e a produção de EROs (Pillay et al., 2013), podendo também ser expresso em 

baixas quantidades em indivíduos saudáveis (Chu et al., 2000). No câncer os neutrófilos N2 

associados à tumores (TANs II, ou tumor-associated neutrophils II) podem expressar IL-6, IL-

23 e TGF-β, principalmente por influência do TGF-β, funcionando como um mecanismo de 

autorregulação durante a expansão da doença (Bettelli et al., 2006; Zhou et al., 2007). 

Diferentemente dos TANs II, onde o microambiente inflamatório é complexo e amplo, em 

nosso modelo de indução, os neutrófilos NI e NonI expressaram a mesma quantidade de TGF-

β. Então, em nosso modelo de estudo, os estímulos anti-inflamatórios foram insuficientes para 

ativar o neutrófilo NonI a expressar TGF-β. 

Diante do quadro de produção e expressão gênica das citocinas, partimos para a 

expressão de diferentes receptores de superfície celular, como os receptores do tipo Toll. Os 

TLRs são importantes no reconhecimento de patógenos pelas células do sistema imune (Nancy 

Hilda and Das, 2018), e tem sido demonstrado que esses receptores também podem estar 

envolvidos na inflamação não infecciosa como na artrite reumatoide (Umekita et al., 2019), no 

câncer (Zhang et al., 2018) e na regeneração de tecidos danificados (Suga et al., 2014). 

Entre os principais receptores presentes nos neutrófilos estão os TLR2 e TLR4. O TLR2 

é expresso em altas concentrações nos neutrófilos e são essenciais no reconhecimento de 

bactérias gram-positivas (Oliveira-Nascimento et al., 2012), na infecção pelo Mycobacterium 

tuberculosis (Hook et al., 2020), na infecção pelo Paracoccidioides brasiliensis (Acorci-

Valério et al., 2010) e recrutamento de neutrófilos para o sítio inflamatório através do 

reconhecimento de NETs (Wang et al., 2019). Além disso, um polimorfismo do TLR2 humano 

está potencialmente associado a infecções estafilocócicas e choque séptico (He et al., 2019). 

Também, presente no microambiente infecioso o GM-CSF aumenta a atividade antimicrobiana 

dos neutrófilos e induz expressão de TLR2, estando pouco correlacionado com o TLR4 (Kurt-

Jones et al., 2002).  

Por sua vez, o TLR4 modula várias vias associadas à inflamação induzida por isquemia 

no acidente vascular cerebral (AVC), contribuindo para a migração de neutrófilos para o 

parênquima cerebral, sendo estes de perfil N1 (Caso et al., 2007; Aronowski and Roy-O'reilly, 

2019). Quando há deficiência deste receptor, há o favorecimento da proliferação de neutrófilos 

alternativos (N2), que estão associados à neuroproteção e resolução da inflamação após o AVC 

(Cuartero et al., 2013) (García-Culebras et al., 2019). Diferentemente, na pancreatite aguda em 

camundongos, os neutrófilos que expressam TLR4 são caracterizados como neutrófilos pró-

inflamatórios, em particular neutrófilos N1, favorecendo o aumento da gravidade da doença e 
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elevando a expressão de TNF-α e IL-1β pela interação entre TLR4 e galectina-3 (Stojanovic et 

al., 2019). Em nosso estudo, os neutrófilos NI mostraram uma maior expressão de TLR2 e 

TLR4 quando comparados aos neutrófilos NonI e os neutrófilos não estimulados NonP, 

suportando possívelmente a correlação direta da ação do TLR4 com as células NI. 

Os neutrófilos podem ser polarizados em analogia à polarização dos macrófagos. Por 

isto, além da expressão de TLR2 e TLR4, investigamos a expressão do mRNA de dois 

marcadores de macrófagos, o CCR7 (comum em M1) e o ALOX15 (comum em M2) (Kittan et 

al., 2013). O CCR7 é um receptor de quimiocina também expresso nas superfícies de células 

T, células B e células dendríticas maduras. Ele controla a migração celular em resposta aos 

ligantes cognatos CCL19 e CCL21, sob a influência de mediadores como o TNF-α. Os 

neutrófilos podem expressar CCR7 em sua membrana, o qual também está ligado à migração 

de neutrófilos, principalmente para os linfonodos durante a inflamação aguda (Beauvillain et 

al., 2011; Arokiasamy et al., 2017). Porém, pouco se sabe sobre a relação da expressão de 

CCR7 e ALOX15 com a polarização dos neutrófilos. Em adição, os neutrófilos expressam 

mRNAs de metabólitos associados à ALOX15 (Levy et al., 2001; Archambault et al., 2018), 

sendo que a deficiência ou aumento expressão desta enzima podem influenciar no controle de 

infecções (Mishra et al., 2017; Mackel et al., 2020). De forma interessante, foi demonstrado 

que após o infarto do miocárdio, camundongos knockout para ALOX15 tem seus neutrófilos e 

macrófagos polarizados para os perfis N2 e M2, respectivamente e, desta forma, promovem a 

resolução da inflamação (Kain et al., 2018).  

Frente aos estímulos, observamos que os neutrófilos NonI apresentaram maior 

expressão de ALOX15 que os neutrófilos NI. Em macrófagos M2, a expressão de ALOX15 

dependente da estimulação com IL-4 e IL-13 (Snodgrass and Brüne, 2019). Entretanto, 

observamos redução da expressão de ALOX15 em neutrófilos NI e semelhança no perfil de 

expressão em neutrófilos NonP e NonI. Desta forma, pode-se sugerir que a estimulação dos 

neutrófilos NI com IFN-γ e GM-CSF atenue a expressão desta enzima. Por outro lado, não 

houve diferençaas mudanças significativas na expressão gênica do receptor CCR7, entre os 

perfis de neutrófilos, principalmente os neutrófilos NI. Portanto, a expressão gênica deste 

receptor não é análaga ao que ocorre em macrófagos M1. 

Ao analisar o ponto de vista epigenético, diferentes tipos de células exibem padrões 

distintos de metilação no DNA (Adalsteinsson et al., 2012; Reinius et al., 2012; Jaffe and 

Irizarry, 2014). Ainda não é bem elucidado como os diversos padrões de metilação no DNA se 

estabelecem em invivíduos saudáveis, mas há evidências que estes interferem na 

susceptibilidade a doenças e na resposta a tratamentos medicamentosos (Ivanov et al., 2012; 
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Mulligan, 2018). Neste contexto, os neutrófilos sofrem a ação de diferentes modificações 

epigenéticas diante de condições patológicas, e por isto o entendimento dessas variações 

poderiam ajudar a entender como diferentes fenótipos são mais suceptíveis a determinadas 

doenças (Tiffon, 2018).  

Em nossos experimentos, o perfil NI é o que possui menor percentual de metilação 

global do DNA total. Possivelmente, a perda de metilação pode ter contribuído para o perfil 

diferente de ativação desta célula no microambiente inflamatório. Sugerimos também que a 

demetilação do DNA pode ter contribuído para a maior expressão de gênica de TNF-α, IL-10, 

TLR2 e TLR4. Contudo, seriam necessários experimentos adicionais para o analisar o 

percentual de metilação nos locus desses genes nos neutrófilos NI.   

Em neutrófilos de pacientes com LES, há desmetilação robusta dos genes de interferon 

do tipo I, característica que já foi encontrada em outras células da imunidade, como as células 

T, além de ter sido correlacionada à superexpressão de citocinas ligadas a este gene (Absher et 

al., 2013; Coit et al., 2015). Não apenas as citocinas e receptores, a demetilação do DNA nas 

células NI pode estar relacionada ao aumento da produção de EROs. Além disso, até então não 

havia sido relatada correlação do padrão de metilação de neutrófilos NI e NonI com a 

funcionalidade destas células. Portanto, o entendimento do grau de metilação ajudará a elucidar 

a regulação epigenética em diferentes patologias ou infecções. Como exemplo, analisando a 

interação entre neutrófilos e patógenos, foi elucidado que o Anaplasma phagocytophilum 

consegue reprogramar a resposta efetora dos neutrófilos, reprimindo muitas funções 

antimicrobianas enquanto aumenta as funções pró-inflamatórias, induzindo a hipermetilação 

generalizada do genoma de neutrófilos, o que favorece o crescimento e replicação do patógeno 

(Sinclair et al., 2015). Semelhantemente, o Mtb consegue modificar a resposta efetora de 

macrófagos e células NK, ao promover alterações anormais na metilação do receptores TLR2, 

contribuindo para o grau de patogenicidade da bactéria. Desta forma, reiteramos a importância 

do entendimento do perfil de metilação global dos neutrófilos pré-expostos a diferentes 

estímulos (Chen et al., 2014; Behrouzi et al., 2019). 

A expressão das enzimas epigenéticas que promovem a metilação direta do DNA como 

as DNMT1, DNMT3A e DNMT3B também foi alvo do nosso estudo. Na intenção de estudar 

se os diferentes microambientes alteram o perfil de expressão destas enzimas nos neutrófilos, 

observamos que a única enzima que apresentou expressão diferencial entre os perfis celulares 

foi a DNMT3A. A DNMT3A, conhecida enzima como “guardadora do genoma” e que garante 

a estabilidade do DNA está envolvida negativamente na progressão de neoplasias como a 

leucemia mielóide aguda (LMA) (Ren et al., 2018). Foi revelado que a DNMT3A possui várias 
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mutações que induzem alterações sistêmicas e que estão correlacionadas com o mau 

prognóstico da doença (Chaudry and Chevassut, 2017). Também no mieloma múltiplo foi 

demonstrando que a enzima HDAC3 regula a expressão de DNMT1 e isto poderia contribuir 

para a progressão da doença (Harada et al., 2017). Estas evidências indicam que a inibição das 

DNMTs poderia ser uma estratégia terapêutica no controle destas doenças (Endo et al., 2016; 

Wong et al., 2019).  

Possuindo estrutura e funções semelhantementes à DNMT3A na manutenção da 

estabilidade do DNA, a geração de poliformorfismos da DNMT3B também aumentam a 

gravidade de determinadas neoplasisas, como o câncer de próstata (Zelic et al., 2019). Em 

relação a DNMT1, foi demonstrado que esta enzima é necessária para o desenvolvimento e 

motilidade das células do trato gastrointestinal, enquanto que a ativação desregulada desta 

enzima pode levar à formação de lesões pré-cancerosas no intestino (Jorgensen et al., 2018; Ma 

et al., 2019). Olhando para o nosso cenário, os neutrófilos NonI possuem diferencialmente uma 

maior expressão de DNMT3A quando comparados aos neutrófilos NI. Assim, é possível 

observar que um microambiente anti-inflamatório pode induzir alterações epigenéticas na 

célula, que poderiam causar a regulação decrescente de síntese de citocinas e demais respostas 

efetoras. Por exemplo, a DNMT3A reduz a expressão de IL-10 por macrófagos e células T 

CD4+ (Hofmann et al., 2012). Curiosamente, na fibrose excessiva que ocorre em pacientes com 

esclerose sistêmica, o TGF-β induz a maior expressão de DNMT3A e DNMT1 pelos 

fibroblastos. A DNMT3A, principalmente, poderia contribuir para a metilação genes 

envolvidos no agravamento do quadro de doenças nos pacientes (Dees et al., 2020). Portanto, 

mesmo que o grau de metilação dos neutrófilos NonI não seja maior, mas sim semelhante aos 

neutrófilos NonP, o aumento da atividade desta enzima poderia ser uma das explicações para 

que os neutrófilos NonI não tenham apresentado diferenças na expressão de genes ligados à 

resposta inflamatória da célula. Isto abre questões para experimentos futuros, no sentido de 

avaliar as correlações entre a atividade enzimática e a expressão de genes específicos. 

Alterações epigenéticas ativadoras ou repressivas possuem grande correlação com o 

sistema imune (Van Der Heijden et al., 2018; Barreiro and Quintana-Murci, 2020). Partindo 

deste ponto, a identificação de modificações de histonas nos neutrófilos em diferentes 

microantibentes poderia ajudar no entendimento do funcionamento desta célula. Assim, foram 

feitas análises através da imunopreciptação da cromatina para rastrear a presença ou não destas 

modificações em genes ligados à resposta imune, visto que ainda são controversos os 

mecanismos que poderiam induzir a expressão destas citocinas pelos neutrófilos. Além disso, 

também não há relatos de possíveis marcas de ativação ou repressão nos neutrófilos em 
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ambientes pró e anti-inflamatório. O que observamos em nossos dados é que após a estimulação 

em ambos os microambientes pró e anti-inflamatório, os neutrófilos no geral possuem redução 

das modificações ativadoras e repressivas em suas histonas quando comparados aos neutrófilos 

não estimulados. Entretanto, nos neutrófilos anti-inflamatórios há a tendência para a 

permanência da modifcação H3K4me27, que está associada a repressão gênica, e foi observada 

nos três genes das citocinas analisadas (TNF-α, IL-1β e IL-6). Por outro lado, os neutrófilos 

pró-inflamatórios mantém, em menor grau, a permanência das modficações ativadoras 

(H3K4me3 e Pan-acetilação das lisinas K9 + K14 + K18 + K23 + K27) para o gene da citocina 

IL-6, mas não para os genes de TNF-α e IL-1β, onde para estas duas citocinas é pouco 

perceptível a presença de marcas ativadoras ou repressivas. 

Em um estudo de Zimmermann e colaboradores, é relatado que durante a monopoiese 

os promotores gênicos de TNF-α e IL-1β possuem um maior grau de acetilação de histonas, 

quando comparados aos promotores gênicos destas citocinas durante a granulopoise, 

justificando porquê células mononucleares como macrófagos e monócitos poderiam expressar 

e produzir em maiores quantidades estas citocinas quando comparadas aos granulócitos 

(Zimmermann et al., 2015). O que constatamos em nossos resultados é que os neutrófilos 

maduros da corrente sanguínea possuem modificações ativadoras e repressivas em suas 

histonas, e estas variam quando as células são expostas a dois microambientes distintos, 

podendo interferir na expressão das citocinas analisadas. Nossos dados poderiam ajudar a 

elucidar a maior expressão de TNF-α nos neutrófilos pró-inflamatórios pela falta de 

modifcações repressivas, mas abrem perguntas para a expressão de IL-6, visto que apesar de 

possuírem graus distintos de modificaçãos repressivas e ativadoras entre os três tipos de 

neutrófilos estudados, o nível de expressão do gene desta citocina nas células estudadas não é 

diferencial. Também nossos dados geram questionamentos em relação à produção de IL-1β 

pelas células, pois mesmo que os neutrófilos pró-inflamatórios possuam a tendência para 

manter um maior percentual de modifcações ativadoras quando comparados aos neutrófilos 

anti-inflmatórios, a produção desta citocina entre estas células não é diferente. Ao contrário da 

produção de IL-1β e TNF-α, existem controvérsias quanto à capacidade destas células 

produzirem IL-6. É descrito que os neutrófilos possuem o locus gênico de IL-6 inativo, e que 

este pode ser ativado quando estimulado com ligantes de TLR8 ou TLR4 (Wessels et al., 2013). 

Estes ligantes promovem alterações epigenéticas ativadoras como H3K27Ac, H3K4me3 e 

H4Ac. Além disso, a indução de IL-6 pode ser potencializada nos neutrófilos pelo TNF-α 

endógeno, induzindo a modificação de histonas nas regiões promotoras de IL-6, principalmente 

o aumento da modificação H3K4me1, levando a expressão e produção da citocina (Wessels et 
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al., 2013). Em nossos resultados os neutrófilos pró-inflamatórios possuem um pequeno 

percentual da modificação H3K4me3 para o gene de IL-6, mas esta não está relacionada à maior 

expressão do mRNA desta citocina, nem mesmo a sua produção em relação aos outros grupos 

celulares. Os dados não mostram, mas analisamos também a produção de IL-6 e TNF-α, porém 

não detectamos a produção destas citocinas, apenas a expressão gênica.  

Uma importante limitação de nosso estudo é que não temos por enquanto dados de 

alterações epigenéticas em genes de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 por exemplo, e 

dos demais genes observados neste trabalho. Também, seria importante avaliarmos os fatores 

de transcrição envolvidos na polarização destas células. Ademais, analisamos apenas três 

modificações epigenéticas relacionadas a ativação e repressão gênica, sendo possivelmente 

necessária a avaliação de outras modificações que poderiam estar ligadas a regulação da 

expressão dos genes estudados. 

Desta forma, devido à variação entre as células, não foi possível o estabelecimento 

definitivo de um padrão entre os perfis analisados e a consequente correlação com os níveis de 

produção e expressão dessas citocinas pelos neutrófilos. Porém, estes dados podem ser o 

princípio da caracterização da polarização dos neutrófilos humanos através de modificações 

epigenéticas. Assim, mais estudos seriam necessários para avaliar outros alvos relacionados às 

modificações de histonas, diferentes das que analisamos, nestes genes ligados à resposta imune, 

contribuindo para futuros delineamentos experimentais e perspectivas de projetos. 
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7. Resumo dos Resultados e 
Conclusão 

_________________________________________ 
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Concluímos que os neutrófilos podem ser polarizados na presença de meios 

condicionantes in vitro para os perfis pró e anti-inflamatório, o que é visualizado por 

modificações morfológicas e funcionais. 

Mostramos que após 2 horas de polarização, os neutrófilos NI aumentaram de tamanho, 

expressam maiores quantidades de MHC II, CD86 e mRNA de TLR2 e TLR4, produziram mais 

espécies reativas de oxigênio e IL-8. Além disto, os neutrófilos NI expressaram, 

significantemente, mais TNF-α e IL-10, quando comparados aos outros perfis celulares. Em 

contraste, os neutrófilos NonI apresentaram menor tamanho, expressão de marcadores de 

superfície de ativação e maturação celular, não produziram EROs. Particularmente, os 

neutrófilos NI tiveram redução na expressão gênica de ALOX15 quando comparados aos 

neutrófilos NonP e NonI. 

Os neutrófilos do perfil NI apresentaram perda de metilação global do DNA, quando 

comparado aos neutrófilos NonP e NonI. Além disso, os neutrófilos NonI tiveram maior 

expressão de DNMT3A quando comparados aos neutrófilos NonP e NI. Em relação as 

alterações de histonas, os neutrófilos NI tiveram diminuição das modificações ativadoras e 

reprevissas nos promotores gênicos de TNF-α, IL-1β e IL-6 quando comparados aos neutrófilos 

NonP e NonI. Por outro lado, os neutrófilos NonI mantiveram a presença da modificação 

repressiva H3K27me3 para os promotores genicos de TNF-α e IL-6 quando comparados aos 

neutrófilos NonP. 

Assim, concluímos que diferentes microambientes, pró e anti-inflamatórios, induzem 

perfis distintos de neutrófilos e estes demonstraram modificações morfológicas, funcionais e 

epigenéticas distintas. 
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9.1 ANEXO 1: Parecer Consubstanciado do Conselho de Ética e Pesquisa (CEP) 
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9.2 ANEXO 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 
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