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RESUMO 

O tecido adiposo é composto por adipócitos, células endoteliais e leucócitos, 

principalmente macrófagos (MA). O infiltrado de MA está aumentado em indivíduos 

obesos e, a capacidade destas células em secretar citocinas depende de seu 

fenótipo, que pode variar entre M1, pró-inflamatório e M2, antiinflamatório. Acredita-

se que a exposição às citocinas produzidas pelo microambiente contribua para este 

fenótipo. Deste modo, este trabalho teve como objetivo estudar a influência da 

leptina (Lep) e adiponectina (Adi), duas substâncias produzidas pelo tecido adiposo, 

no fenótipo final de monócitos diferenciados em macrófagos in vitro. 

Para tanto, sangue periférico de voluntários sadios foi coletado e células 

mononucleares foram obtidas por centrifugação deste em Ficoll-Paque®. Células 

CD14+ foram isoladas por imunomagnetismo (MACS®). Monócitos foram 

diferenciados com os estímulos clássicos IFN-γ (M1) e IL-4 (M2) ou na presença de 

Lep (25 e 50 ng/ml) e Adi (2,5 e 1 µg/ml). Após a diferenciação, marcadores de 

superfície foram analisados por citometria de fluxo. MA foram estimulados com TNF-

α, LPS ou IFN-  e a produção de citocinas foi avaliada por ELISA.  

Células diferenciadas em M1 e Lep expressam mais CD14 que células 

diferenciadas em M2. Receptores CD163, CD80 e CD86 também tiveram expressão 

semelhante em M1 e Lep. Entretanto, outros marcadores como CD36, CD40, 

CD200, CD209 e CD11b apresentaram expressão intermediária entre M1 e M2 nas 

células diferenciadas na presença de Lep 25, 50 e Adi 2,5. Células M2 produzem 

menos TNF-α, IL-6, IL-1 , MCP-1 e MIP-1α quando estimuladas por LPS, 

comparado à células M1 ou diferenciadas com Lep ou Adi. No entanto, células 

diferenciadas com Lep e Adi não foram capazes de produzir RANTES como M1, 

após estimulo com LPS. A produção de IL-10 não diferiu entre os grupos, enquanto 

a produção basal de IL-1ra foi reduzida nas células diferenciadas com Lep. 

Portanto, a exposição dos monócitos a Lep e Adi resulta em MA que 

expressam marcadores de superfície próximos ao observado em células isoladas do 

tecido adiposo, as quais produzem citocinas pró-inflamatórias e fatores 

quimiotáxicos similares ao fenótipo M1, característica também descrita para 

macrófagos do tecido adiposo. 
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ABSTRACT 
 

Adipose tissue is formed by adipocytes, endothelial cells and leukocytes, 

mainly macrophages. Macrophage infiltration is increased in obesity and the ability to 

produce cytokines depends on its pro-inflammatory (M1) or anti-inflammatory (M2) 

phenotype. Substances produced in a microenvironment can interfere with 

monocyte/macrophage differentiation process and modify the cell phenotype. The 

aim of this work was to evaluate if adipocytokines such as leptin and adiponectin 

contribute to macrophage phenotype.   

Mononuclear cells were obtained from healthy human blood by centrifugation 

in Ficoll-Paque®. CD14+ cells were isolated by MACS®. Classical differentiation 

stimulus IFN-γ (M1) and IL-4 (M2) were used as control. Leptin (25 and 50 ng/ml) 

and adiponectin (2.5 and 1 µg/ml) were also added to CD14+ cell cultures. Surface 

markers were analyzed by flow cytometry (FACsCalibur-BD). The basal and 

stimulated (LPS) cytokine production was measured by ELISA in culture supernatant.  

M1 and leptin (25 and 50) cells express more CD14, CD163, CD80 and CD86 

than M2 cells. However, CD36, CD40, CD200, CD209 and CD11b expression was 

intermediate between M1 and M2 cells. M2 cells produce less TNF-α, IL-6, IL-1 ,  

MCP-1 and MIP-1α when stimulated by LPS compared with M1, Lep and Adi 

macrophages. However, leptin and adiponectin cells had no ability to produce 

RANTES as M1 cells. IL-10 production was not changed, while IL-1ra was reduced in 

Lep cells.  

The leptin presence during macrophage differentiation induces surface 

markers expression as observed in adipose tissue macrophage. Leptin and 

adiponectin produce cells with high ability to release pro-inflammatory cytokines and 

chemokines also similar to M1 phenotype and adipose tissue macrophage.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Obesidade e Inflamação 

 

A obesidade tem alcançado proporções epidêmicas no mundo. Comumente 

associada com países de alta renda, a obesidade é agora também predominante em 

países de média e baixa renda. Pelo menos 2,6 milhões de pessoas morrem a cada 

ano como resultado de doenças associadas ao excesso de peso (World Health 

Organization, 2010). Reconhecida como um estado de baixo grau inflamatório, causada 

por um distúrbio do equilíbrio energético, a obesidade aumenta a prevalência de 

desordens metabólicas, cardiovasculares e doenças do fígado (Robbins, 1999).  

Atualmente, o crescimento da prevalência da obesidade tem atraído grande interesse 

da ciência no estudo da biologia do tecido adiposo, órgão que se apresenta em estado 

de hipertrofia nos indivíduos obesos. 

O tecido adiposo é composto por uma variedade de células, sendo os adipócitos 

os mais abundantes. Os demais tipos celulares presentes neste tecido constituem a 

fração estromal vascular (FEV) que inclui fibroblastos, pré-adipócitos, constituintes 

vasculares e leucócitos. (Curat et al., 2004; Suganami et al., 2005).  

Conceituar tecido adiposo como simples local de armazenamento e estocagem 

de gordura é uma definição ultrapassada à medida que diversos estudos mostraram 

sua função, também, como um órgão secretor. Além de ser a principal reserva de 

energia em eucariontes superiores, armazenando triacilglicerol em períodos de excesso 

de energia e realizando sua mobilização durante períodos de privação, o tecido adiposo 

secreta substâncias que participam de respostas inflamatórias e imunológicas, de 

eventos vasculares, da regulação do apetite, do controle das funções reprodutivas e do 

controle da secreção e sensibilidade à insulina, por exemplo (Gregoire et al., 1998; 

Kershaw e Flier, 2004). Dentre os fatores secretados pelo tecido adiposo, estão as 

citocinas e quimiocinas, coletivamente designadas como adipocinas ou adipocitocinas.  

As citocinas, incluindo interleucinas (IL) e interferons (IFN), podem ser peptídios 

ou glicopeptídeos. Dentre suas inúmeras funções, em paralelo com outros sinais 
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oriundos do contato célula-célula, proporcionam uma rede de comunicação envolvida 

em cada função da resposta imune, além de induzir divisão e diferenciação de certos 

tipos de célula (Roitt et al., 1997). As adipocitocinas são proteínas produzidas por 

adipócitos ou células residentes no tecido adiposo, como citado anteriormente, que 

regulam importantes funções no organismo. Quando atuam como agentes 

modificadores da resposta inflamatória, podem ser classificadas como pró- ou 

antiinflamatórias. Dentre as mais conhecidas estão: leptina, resistina, visfatina, fator de 

necrose tumoral (TNF)-α, interleucina (IL)-6, classificadas como pró-inflamatórias e, a 

adiponectina e IL-10, como antiinflamatórias. Pode-se citar também a produção pelo 

tecido adiposo de proteína quimioatrativa de monócitos (MCP)-1, MIP-1  e RANTES 

que são quimiocinas consideradas pró-inflamatórias (Fantuzzi G., 2005; Godoy-Matos, 

2006; Gambero et al., 2007).  

Alterações no equilíbrio de produção de adipocitocinas anti- e pró-inflamatórias, 

bem como no perfil de produção de quimiocinas parecem estar relacionadas ao 

infiltrado de células inflamatórias que se modifica em função do estágio de expansão do 

tecido adiposo. 

 

 

1.2. Infiltrado de células inflamatórias no tecido adiposo 

 

As células inflamatórias ou células imunes compõem uma importante e grande 

parcela do tecido adiposo. Cerca de 20% do tecido adiposo são neutrófilos, linfócitos e 

macrófagos infiltrados (Caspar-Bauguil et al., 2009). 

Migração celular é uma característica essencial para processos fisiológicos e 

patológicos. A capacidade migratória de células do sistema imunológico é uma 

característica obrigatória para a vigilância imune, na qual leucócitos, em geral, migram 

da circulação para tecidos adjacentes e destroem microorganismos invasores e células 

infectadas (Lang e Ratke, 2009). Em vários processos inflamatórios, infecciosos ou não-

infecciosos a inflamação crônica é caracterizada pela presença de células 

mononucleares que é geralmente precedida pela infiltração tecidual de neutrófilos, que 

são células que caracterizam a inflamação aguda (Schymeinsky et al., 2007).  
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O infiltrado de células do sistema imunológico no tecido adiposo também 

obedece a uma ordem cronológica. Trabalho realizado por Elgazar-Carmom et al. em 

2008 demonstrou, pela primeira vez, que neutrófilos infiltram o tecido adiposo após três 

dias do inicio da dieta hiperlipídica em camundongos. Os mesmos autores também 

demonstraram em cultura celular in vitro a ocorrência de adesão entre adipócitos e 

neutrófilos.  Após oito semanas de introdução da dieta hiperlipídica, observou-se o 

aumento do infiltrado de macrófagos em camundongos C57BL/6 (Weisberg et al., 

2003).  Baseado nestes achados define-se que o tecido adiposo desenvolve um estado 

de inflamação crônica, característico da obesidade, que envolve um infiltrado de 

monócitos e macrófagos bem caracterizado e a secreção de citocinas que atraem 

outros leucócitos, sendo que este infiltrado se correlaciona positivamente com dois 

índices de adiposidade: índice de massa corpórea e tamanho dos adipócitos (Weisberg 

et al., 2003). 

Mas não há apenas monócitos/macrófagos e neutrófilos no tecido adiposo; uma 

parcela importante dos leucócitos infiltrados é composta por linfócitos que 

desempenham importantes funções durante a obesidade. Apesar da grande variação 

na proporção de diferentes tipos de linfócitos em função da localização anatômica do 

tecido adiposo, todos os tipos de linfócitos são encontrados, como as células NK 

(Natural Killer) e NKT (Natural Killer T), que pertencem ao sistema imune inato, 

linfócitos B e αβT (CD4+ ou CD8+), que pertencem ao sistema imune adaptativo, e 

linfócitos γδT que representam uma ponte entre imunidade inata e adaptativa (Caspar-

Bauguil et al., 2009). 

 

 

 

 

 

1.3. Macrófagos no tecido adiposo e sua relação com adipócitos 

 

Macrófagos são células mielóides, bem como as células dendríticas, os 

neutrófilos, eosinófilos e os mastócitos (Jenmalm et al., 2006). São células versáteis, 
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comumente classificadas como fagócitos mononucleares e residem em quase todos os 

tipos de tecido onde são identificados como populações com funções, morfologias e 

localizações distintas.  No fígado, macrófagos são chamados de células Kupffer; no 

tecido ósseo, eles formam os osteoclastos multinucleados no periósteo; no sistema 

nervoso central, eles compreendem a micróglia posicionados entre neurônios e nos 

rins, eles formam a rede que envolve os glomérulos como as células mesangiais. 

Encontramos também macrófagos e seus precursores infiltrados no tecido adiposo, 

como mencionado, porém neste tecido suas funções ainda não foram totalmente 

elucidadas (Gordon, 1995; Weisberg et al., 2003). Estudos realizados por Bornstein et 

al. (2000), demonstram que macrófagos são encontrados em contato direto com 

adipócitos maduros. Os macrófagos desempenham funções fagocíticas (scavenger), 

reconhecendo, englobando e realizando a digestão de microorganismos patogênicos 

e/ou substâncias que desencadeiam respostas inflamatórias, como o lipopolissacarídeo 

(LPS). Também secretam moléculas que atraem outras células imunes para áreas de 

infecção, atuam como mediadores primários da resposta imune inata, além de participar 

da imunidade adaptativa como células apresentadoras de antígenos para as células T 

(Janeway et al., 2006) 

Desde que os macrófagos foram encontrados no tecido adiposo e que se 

observou que o número de macrófagos aumentava na mesma proporção ao aumento 

da obesidade em um indivíduo, ocorreram diversas especulações sobre sua possível 

participação no aumento da massa gorda, de maneira similar à descrita em tumores 

(Curat et al., 2004; Aron-Wisnewsky et al., 2009). 

Macrófagos residentes do tecido adiposo podem ser derivados de monócitos ou 

pré-adipócitos. Os monócitos são considerados tanto como precursores dos 

macrófagos ou como macrófagos imaturos, pois migram para os tecidos e assumem o 

fenótipo final de macrófagos. A exposição de monócitos à citocinas, componentes da 

matriz extracelular ou outros fatores produzidos em um microambiente, podem ser 

fatores determinantes para o fenótipo final desta célula (Dupasquier et al., 2006).  

 Macrófagos diferenciados na presença de IFN-  ou lipopolissacarídeo (LPS) 

eram inicialmente chamados de macrófagos classicamente ativados e hoje são 

classificados como fenótipo M1. Macrófagos M1 têm como característica principal a 
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produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-12, IL-6, TNF-α, iNOS, TGF-β, proteína 

C reativa, ICAM solúvel e MCP-1(Hotamisligil et al., 1993; Samad et al., 1997; Fried et 

al., 1998; Visser et al., 1999; Perreault e Marette, 2000; Sartipy e Loskutoff, 2003).  A 

alta expressão dessas citocinas resulta em efeitos no metabolismo, por exemplo, a 

produção de TNF-α diminui diretamente a sensibilidade à insulina e aumenta a lipólise 

nos adipócitos (Hotamisligil et al., 1994; Zhang et al., 2002). A IL-6 leva à 

hipertrigliceridemia, in vivo, por estimular a lipólise e a secreção de triglicerídeos 

hepáticos. (Nonogaki  et al., 1995). Os M1 são ainda capazes de induzir respostas em 

células Th1 (Zeyda et al., 2007). Este fenótipo está associado com a inflamação devido 

à grande atividade microbicida e capacidade de degradação tecidual (Ohashi et al., 

2010). 

A ativação alternativa de macrófagos pode ser induzida por citocinas derivadas 

de células Th2, como por exemplo, IL-4, IL-13 e IL-10. Esses estímulos geram o 

macrófago reconhecido como alternativamente ativado ou fenótipo M2. Macrófagos 

gerados por IL-10 são distintamente classificados por M2b e produzem substâncias 

semelhantes aos M2, porém, em proporções diferentes (Zeyda et al., 2007). 

Macrófagos M2 expressam preferencialmente os receptores de imunidade inata com 

especificidade ampla para antígenos, como por exemplo, os receptores de manose 

(Stein et al., 1992), receptores β-glucanos (Mosser e Handman. 1992), receptores 

“scavenger” tipo 1 e receptores CD163 (Geng e Hansson, 1992; Högger et al., 1998). 

Apesar de apresentar uma capacidade fagocítica, os macrófagos M2 não exercem 

funções de extermínio a microorganismos. A produção de NO (Óxido Nítrico) é 

contrabalanceada pela grande produção de enzima arginase, competindo com NOS 

(Óxido Nítrico Sintase) pelo substrato L-arginina (Becker e Daniel, 1990). Com isso, 

macrófagos M2 parecem ser a primeira linha de defesa em situações em que não há a 

necessidade de uma forte resposta Th1. Em adição, macrófagos M2 exibem uma alta 

expressão de moléculas MHC classe II, como: HLA-DR e HLA-DQ, indicando que eles 

são efetivos na apresentação de antígenos (Cua e Stohlman, 1997). Com respeito aos 

receptores de imunoglobulinas, macrófagos M2 não expressam nenhuma das três 

espécies de receptores Fcγ, o que os torna capazes de induzir diferenciação de células 
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T indiferenciadas em células T-helper antígeno-específicas, presumivelmente as de tipo 

Th2 e, exercer funções efetoras associadas a respostas Th2 (Cua e Stohlman, 1997). 

Macrófagos M2 são encontrados durante o processo de cura das reações da 

inflamação aguda, em doenças inflamatórias crônicas como artrite reumatóide e 

psoríase e, em tecidos em cicatrização (Goerdt et al., 1993; Szekanecz et al., 1994; 

Djemadji-Oudjiel et al., 1996). Esta distribuição sugere que estes macrófagos, M2 

possam participar na melhora do quadro inflamatório, angiogênese e eliminação de 

tecidos mortos. Atuam também na melhora do quadro inflamatório, sintetizam e 

secretam citocinas antiinflamatórias como IL-10 e IL-1ra (Fenton et al., 1992; 

Schebesch et al., 1997), apresentando uma diminuição na expressão de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-12 e MIP-1α (Cheung et al., 1990; Standiford 

et al., 1993; Bonder et al., 1998). Macrófagos M2 são capazes de induzir alto grau de 

vascularização in vivo, além de produzirem fatores angiogênicos in vitro como o VEGF 

(Goerdt et al., 1993; Kodelja et al., 1997). O VEGF é bem descrito na literatura como um 

importante fator na vasculogênese e angiogênese, e também atua indiretamente na 

ativação e migração de monócitos, em células neuronais e epiteliais. É um importante 

fator na expansão tecidual, muito descrito na expansão tumoral e participa também da 

expansão do tecido adiposo. (Clauss et al., 1990; Yamada et al., 2010). Existem 

diferentes subtipos de VEGF: VEGF-A, B, C, D e PIGF; dentre estes o VEGF-A, o 

primeiro a ser descoberto, tem funções importantes atuando na angiogênese, migração 

e mitose de células endoteliais, no aumento da atividade de metano monooxigenase, 

vasodilatação, criação de vasos sanguíneos e fenestrações, no aumento da atividade 

de Integrina-α-β-3v e, por fim, atua como quimiotáxico de macrófagos e granulócitos 

(Ferrara, 1999). 

O fenótipo dos macrófagos que invadem o tecido adiposo parece mesclar 

características de M2 e de M1. Zeyda et al., em 2007 demonstraram, ao analisar 

macrófagos isolados de tecido adiposo comparando-os aos fenótipos gerados in vitro 

(M1 e M2) que estes apresentam marcadores de superfície descritos para macrófagos 

M2 e M2b, como por exemplo, CD163, CD209 e CD200. Os mesmos autores também 

avaliaram a expressão de marcadores envolvidos na co-estimulação de células T, que 

são associados ao fenótipo M1, como, CD40, CD80 e CD86, e estes foram expressos 
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fracamente por macrófagos isolados do tecido adiposo. A expressão da molécula CD14, 

não difere entre macrófagos do tecido adiposo e os fenótipos diferenciados in vitro. 

Adicionalmente, foi verificado por Zeyda et al. (2007), que macrófagos do tecido 

adiposo possuem uma capacidade indiscutível de produzir citocinas pró-inflamatórias, 

como: TNF-α, IL-6, IL-1β, MIP-1α e MCP-1, mas produzem níveis baixos de RANTES. 

Produzem ainda altas quantidades de IL-10 e IL-1ra em níveis similares a macrófagos 

diferenciados como M1.   

Acredita-se que a indução da obesidade leva a uma mudança do fenótipo dos 

macrófagos do tecido adiposo e, esse fenômeno, foi classificado como switch, do 

inglês, mudar. Lumeng et al. (2007) apresentaram duas hipóteses que podem indicar o 

caminho para entendermos a mudança do fenótipo M2 para M1 observado com a 

indução da obesidade. Uma das hipóteses é que macrófagos residentes no tecido 

adiposo com fenótipo M2 sejam transformados de maneira uniforme em macrófagos 

com fenótipo M1. Outra hipótese baseia-se na premissa de que monócitos pertencentes 

a subpopulação CCR2+Ly6GhiCX3CR1low migrem e se diferenciem em M1 quando em 

contato com o tecido adiposo, como já é bem descrito para o que ocorre em lesões 

ateroscleróticas. Embora, estes autores afirmem não dispor de ferramentas para 

investigar ambas as hipóteses, mas mostraram que em camundongos, macrófagos que 

habitam os espaços intersticiais entre os adipócitos expressam o marcador 

característico de M2 lect MGL1/CD301. A introdução da dieta hiperlipídica a estes 

animais não modifica a presença dos macrófagos MGL1+, mas resulta no surgimento de 

macrófagos MGL1- e polarizados em fenótipo M1 ao redor de adipócitos mortos. O 

estudo cinético deste evento mostra que a obesidade modifica a taxa de recrutamento 

destes subtipos de macrófagos, corroborando com a hipótese de que o switch M2 para 

M1 seja decorrente da migração diferencial de macrófagos para o tecido adiposo.  

A comunicação entre macrófagos e adipócitos é muito importante e acredita-se 

que macrófagos M2 encontram-se predominantemente no tecido adiposo de indivíduos 

magros e atuem de forma a favorecer a formação de novas células deste tecido. A 

inibição desses processos, realizada pela mudança fenotípica para macrófagos M1, 

pode promover a hipertrofia e morte dos adipócitos, o que leva à atração de mais 

monócitos para o tecido adiposo (Strissel et al., 2007). Macrófagos M2 se caracterizam 
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por ocupar a porção intersticial no tecido adiposo, e a obesidade não altera a 

localização dessas células no tecido, mas sobrepõe uma nova população de 

macrófagos com fenótipo M1. Uma diminuição na quantidade de M2 infiltrados no 

tecido, combinada com o recrutamento de mais monócitos que se diferenciam para um 

fenótipo mais parecido com M1, altera o equilíbrio de M1/M2 para criar um ambiente 

mais pró-inflamatório no tecido adiposo (Cancello et al., 2005; Lumeng et al., 2007). 

O que se pode afirmar, com certeza, é que o consumo de uma dieta rica em 

gordura desloca o padrão de produção de citocinas pelos macrófagos do fenótipo M2 

para o fenótipo M1, ou seja, no obeso ocorre uma diminuição da produção de IL-10, por 

exemplo, e um aumento da produção de TNF-α (Zeyda e Stulnig, 2007).  

Intervenções durante a infiltração e ativação dos macrófagos no tecido adiposo, são os alvos dos 

estudos mais recentes sobre obesidade e suas doenças associadas. Determinar como essas intervenções 

modificam o perfil das células do tecido adiposo, nos levou a investigar o efeito das substâncias 

produzidas exclusivamente pelas células mais abundantes que compõem esse tecido, os adipócitos sobre 

a diferenciação de monócitos em macrófagos. Essas substâncias são as adipocitocinas. 

 

 

1.4. Fatores secretados pelo tecido adiposo: adipocitocinas 

 

Como citado anteriormente, as adipocitocinas influenciam uma variedade de 

processos fisiológicos. Entre eles, o controle da ingestão alimentar, a homeostase 

energética, a sensibilidade à insulina, a angiogênese, a proteção vascular, a regulação 

da pressão, a coagulação sanguínea e a modulação de respostas imunes (Fantuzzi e 

Faggioni, 2000; Godoy-Matos, 2006). 

Leptina, do grego Leptos, que significa magro. É o produto do gene ob 

encontrado no cromossomo 7 em humanos (Green et al., 1995). Foi descoberta em 

1994 por Jeffrey M. Friedman e colaboradores na Universidade de Rockefeller, ao 

estudar camundongos que eram homozigotos para esse gene (ob/ob), apresentando 

um quadro de obesidade profunda, resultante de defeitos na manutenção da energia e 

do apetite (Campfield et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995; Fantuzzi e Faggioni, 

2000). Concomitantemente, a deficiência nos genes que controlam a produção de 

receptores para leptina nas células foi descoberta a partir da identificação da leptina, 
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sendo este gene conhecido como db/db (Zhang et al., 1994). A leptina é principalmente 

produzida pelos adipócitos, embora outros tecidos, como: o músculo esquelético, 

placenta, ovários, estômago e fígado também expressam mRNA para leptina (Muoio e 

Lynis, 2002). Classificada como um hormônio pleiotrópico, a leptina está envolvida em 

diversas funções, tais como regulação de peso, reprodução, função endócrina, bem 

como em respostas inflamatórias. Receptores de leptina estão presentes no pulmão, 

intestino, rins, fígado, pele, estômago, coração, baço, dentre outros órgãos (Ahima e 

Filier, 2000). A leptina age como um sinal aferente de saciedade, atuando sobre o 

hipotálamo e, regulando o apetite e o peso em humanos e roedores (Koerner et al., 

2005). 

Diversos estudos sugerem a participação da leptina na linfopoiese e 

hematopoiese, embora alguns resultados sejam controversos sobre seu papel 

proliferativo. Gainsford et al. (1996) demonstraram que tanto em células de medula de 

rato, quanto de humanos a leptina não foi capaz de induzir proliferação, mesmo em 

combinação com outros fatores (GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-3, IL-6, entre outros). 

Outros estudos apontam a participação da leptina durante a proliferação de células 

fetais de fígado, medula óssea, células CD34+, células estromais, e linhagens 

megacariocíticas (Bennett et al., 1996; Gainsford et al., 1996; Konopleva et al., 1999). 

Esta adipocitocina ainda participa diretamente da produção de diversas citocinas 

por monócitos e macrófagos.  Loffreda et al., (1998) mostrou que macrófagos isolados 

de camundongos deficientes para leptina produziam quantidades menores de citocinas 

pró-inflamatórias como TNF-α, IL-6 e IL-12, bem como apresentavam capacidade 

reduzida de fagocitose. Quando as culturas eram suplementadas com leptina, estas 

ações eram revertidas. A leptina ainda é apontada como indutora de aumento na 

produção de proteína quimioatrativa de monócitos (MCP-1) (Bouloumié et al., 1999). 

Além disso, a leptina também induz aumento da produção de IL-1ra, uma citocina que é 

apontada como antiinflamatória, em linhagens de macrófagos de camundongos, como a 

RAW 264.7 (Faggioni et al., 1999).  

Como citado acima, a leptina possui capacidade de produzir substâncias que 

atraem monócitos/macrófagos; portanto, é plausível que esta adipocitocina esteja 

intimamente ligada à infiltração de macrófagos no tecido adiposo. Estudos mostram que 
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a leptina participa como uma substância quimiotáxica para neutrófilos (Ottonello et al., 

2004), células endoteliais (Goetze et al., 2002), células de músculo liso (Oda et al., 

2001) e células de câncer de próstata em homens (Frankenberry et al., 2004), bem 

como é capaz de induzir quimiotaxia de monócitos/macrófagos paralelo à indução de 

influxo de Ca2+ intracelular. Gruen et al., (2007) realizaram um estudo experimental com 

células obtidas de camundongos C57BL/6 que possuíam a mutação para o gene ob 

(ob/ob) ou seu receptor (db/db) em câmara de Boyden, onde determinaram a 

capacidade quimiotáxica da leptina frente a inibidores (MAPK, PI3K, JAK2, PKC e PLC).  

Os resultados demonstraram que a ativação de todas as vias, JAK/STAT, MAPK e PI3K 

é necessária para que a leptina atue como quimiotáxica para monócitos e macrófagos. 

Também foi avaliada nesse trabalho a capacidade migratória da leptina em comparação 

com a atividade da MCP-1; os monócitos humanos da linhagem THP-1 migraram em 

maior quantidade em resposta a MCP-1, do que foi observado para leptina, sugerindo 

que MCP-1 atua como um quimiotáxico mais potente. 

Embora muitas funções da leptina sejam conhecidas, ainda não há relatos 

precisos se a mesma participa ou interfere no processo de diferenciação de monócitos 

em macrófagos. 

A adiponectina foi descoberta em 1996 por pesquisadores japoneses quando 

encontraram o gene apM1 (AdiPose Most abundant Gene transcript 1). É 

exclusivamente expressa por adipócitos maduros e classificada como um hormônio que 

modula processos metabólicos, incluindo regulação da glicemia e catabolismo de 

ácidos graxos (Maeda et al., 1996; Díez e Iglesias, 2003). A concentração plasmática de 

adiponectina varia em torno de 5 a 30 mg/ml, correspondendo a aproximadamente 

0,01% de proteínas totais do plasma (Arita et al., 1999). Esta concentração é três 

ordens de grandeza maior, se comparada à maioria de outros hormônios. A relação 

entre os níveis de adiponectina e da massa corpórea em humanos tem sido muito 

estudada. Em contraste com a leptina, os níveis de adiponectina são significativamente 

menores quando se compara indivíduos obesos e indivíduos magros. A adiponectina é 

a única proteína, especificamente produzida pelo tecido adiposo, que se encontra em 

níveis diminuídos durante um quadro de obesidade. Arita et al. (1999) demonstraram  

que os níveis de adiponectina no plasma de um grupo de pacientes obesos eram em 
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torno de 3,7 mg/ml, enquanto que em um grupo de pacientes não obesos os valores 

alcançavam 8,9 mg/ml. Outros estudos demonstraram que a adiponectina não está 

somente diminuída em pacientes obesos, mas também em pacientes com algumas 

doenças que são freqüentemente associadas com a obesidade, como por exemplo: 

diabetes melito tipo 2 (Hotta et al., 2000) e doença da artéria coronária (Ouchi et al., 

1999). 

Evidências recentes sugerem que a perda de peso induz um aumento nos níveis 

de adiponectina. Em um grupo de 22 pacientes obesos que passaram por cirurgia de 

redução de estômago, ocorreu um aumento de 46% dos níveis de adiponectina 

plasmática, acompanhado de 21% de redução do índice de massa corpórea. (Yang et 

al., 2001). Esses dados sugerem a existência de um feedback negativo entre 

quantidade de tecido adiposo e a produção de adiponectina em humanos. 

O único hormônio implicado na regulação da adiponectina é a insulina (Scherer 

et al., 1995). Estudos recentes demonstraram que o tratamento de uma linhagem de 

pré-adipócitos, 3T3-L1, com insulina, suprimiu a expressão gênica de adiponectina, 

diminuindo os níveis de mRNA de maneira dose e tempo dependente (Zhang et al., 

2002). 

O TNF-α é uma das moléculas mais importantes na causa de resistência a 

insulina. A expressão e secreção de adiponectina por adipócitos é significativamente 

reduzida pelo TNF-α (Fasshauer et al., 2002). Portanto, altos níveis de TNF- α podem 

ser parcialmente responsáveis pela diminuição da produção de adiponectina durante a 

obesidade. Também é possível que adiponectina por si só aumente a sensibilidade a 

insulina por uma inibição da produção e ação do TNF-α. Juntos esses dados mostram 

que esta adipocitocina, classicamente conhecida por seus efeitos antiinflamatórios, 

participe como supressora de TNF-α e outras substâncias que contribuiriam para 

doenças relacionadas à obesidade. 

Evidências experimentais também sugerem a ação da adiponectina na proteção 

contra aterosclerose. Baixos níveis dessa adipocitocina tem sido relatados na doença 

da artéria coronária, bem como associada a fatores de risco de doenças 

cardiovasculares, como: sexo masculino, hipertensão arterial, obesidade e diabetes 

melito tipo 2. (Arita et al., 1999; Ouchi et al., 1999; Yamauchi et al., 2001; Kazumi et al., 
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2002). Durante as fases iniciais da aterosclerose, os monócitos/macrófagos secretam 

diversas citocinas e fatores de crescimento que promovem a proliferação de células do 

músculo liso. Como dito anteriormente, a adiponectina reduz a secreção de TNF-α, 

inclusive em células como os monócitos e os macrófagos. Monócitos e macrófagos em 

cultura quando estimulados com adiponectina respondem com diminuição da expressão 

de genes de receptores scavenger (Ouchi et al., 2001). Ela também inibe a expressão 

intracelular de moléculas de adesão e previne a ligação dos monócitos a células 

endoteliais aórticas estimuladas por TNF-α. Portanto, esta adipocitocina parece atuar 

também como um regulador endógeno de células endoteliais em resposta a estímulos 

inflamatórios (Ouchi et al., 2000). 

Todos estes dados sugerem que a adiponectina exerce efeitos antiinflamatórios, 

antiaterogênicos, especialmente entre células endoteliais e macrófagos, e 

adicionalmente, participa indiretamente de eventos protetores em modelos 

experimentais de doenças vasculares, como o processo de aterosclerose. Um trabalho 

publicado recentemente por Ohashi et al. (2010) mostra que a adiponectina promove a 

polarização de macrófagos para um fenótipo antiinflamatório, demonstrando que as 

células obtidas do lavado intraperitoneal de animais knockout para adiponectina, eram 

em sua maioria macrófagos parecidos com os classicamente ativados M1 e com 

capacidade fagocítica reduzida e, que monócitos humanos diferenciados na presença 

de adiponectina expressam marcadores M2, como o receptor de manose, IL-10 e 

CD163, além de produzir quantidades reduzidas de TNF-  e MCP-1.  

Assim, este trabalho teve como objetivo estudar a possível interferência da 

leptina e da adiponectina durante o processo de diferenciação e formação do fenótipo 

final de macrófagos, avaliando a expressão de marcadores de superfície e capacidade 

de produzir substâncias pró-inflamatórias, antiinflamatórias e quimiotáxicas. 

Pretendemos contribuir para o avanço do conhecimento das interações entre o tecido 

adiposo e o sistema imunológico, principalmente no processo de diferenciação de 

monócitos em macrófagos que ocorre no micro-ambiente formado no tecido adiposo. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

Geral 

 

 Avaliar a influência de fatores produzidos pelo tecido adiposo na diferenciação de 

monócitos em macrófagos in vitro. 

 

 

Específicos 

 

 Estudar o possível efeito das adipocitocinas: leptina e adiponectina, na 

diferenciação e formação do fenótipo final de macrófagos in vitro, avaliando: 

- a expressão de moléculas de superfície (CD14, CD163, CD36, CD40, CD80, 

CD86, CD11b, CD200, CD209; 

-  a expressão do fator angiogênico: VEGF; 

- a capacidade de produção de citocinas e fatores quimiotáticos: IL-10, TNF-α, IL-

1β, IL-6, IL-1ra, RANTES, MCP-1 e MIP1-α. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1. Isolamento de monócitos e geração de macrófagos 

 

Monócitos foram obtidos de sangue periférico de voluntários sadios, que não 

faziam uso de medicamentos e possuíam IMC normal e que consentiram em participar 

do estudo após o preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(Protocolo CAAE: 0006.0.142.000-8). Para tanto, um volume de 20 a 40 ml de sangue 

foi coletado através de punção venosa e transferido para tubos contendo heparina lítica. 

O sangue foi cuidadosamente pipetado sobre Ficoll-Paque™ Plus (GE Healthcare Bio-

Sciences AB – Björkgatan, Uppsala, Sweden) na proporção 1:1 (v/v) em tubos cônicos 

(TPP® - Techno Plastic Products AG Zollstrasse, Trasadingen, Switzerland) e, em 

seguida, centrifugado a 1400 rpm, por 30 minutos, a 22ºC. A camada de células 

mononucleares foi coletada, transferida para um novo tubo e foram adicionados 20 ml 

de tampão PBS (Dulbeco‟s Phosphate-Buffered Saline) (Gibco™ - Grand Island, New 

York, USA) / BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma Aldric, Co. – Saint Louis, Missouri, 

USA) / ACD, composto de 85 mM de citrato de sódio, 62.2 mM de ácido cítrico, 110 mM 

de glicose, diluído em água deionizada, para lavagem do Ficoll-Paque™ Plus. O tubo 

foi então centrifugado a 1200 rpm, por 10 minutos, a 22 °C. O sobrenadante foi 

desprezado e o pellet de células foi ressuspenso em 1 ml de tampão para a contagem 

em câmara de Neubauer. Em um tubo de polipropileno de 1,5 ml foi colocado 380 μl de 

Turk, (ácido acético glacial, azul de metileno 5% e água deionizada) e em seguida 20 μl 

da suspensão celular foi pipetada no tubo e este foi gentilmente agitado. A contagem foi 

realizada pipetando-se 12,5 μl na câmara de Neubauer montada (com lamínula) e 

visualizada em objetiva de 10 em microscópio de luz. Após a contagem manual total, 

acertamos a concentração para 107 células/ml e estas foram incubadas, 

proporcionalmente, com 20 μl/ml de CD14 MicroBeads human (MACS® Miltenyi Biotec – 

Auburn, Califórnia, USA) e 80 µl/ml de tampão PBS/BSA/ACD por 15 min a 4°C. 

Durante a incubação das células uma coluna MS (MACS® Miltenyi Biotec) foi colocada 

em campo magnético e lavada com 3 ml de PBS/BSA/ACD para a passagem das 

células. Após o período de incubação as células foram percoladas através da coluna 



15 
 

MS. Feitas 3 lavagens sucessivas com 1 ml tampão PBS/BSA/ACD, para a retirada de 

células não-ligadas, a coluna foi retirada do campo magnético e as células CD14+ foram 

eluídas e coletadas em novo tubo de 15 ml. O tubo contendo CD14+ foi centrifugado em 

1200 rpm por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente com o 

auxílio de uma pipeta Pasteur e o pellet de CD14+ foi ressuspenso em 1 ml de meio de 

cultura RPMI 1640  suplementado com 2mM de L-glutamina e 25mM tampão HEPES, 

50 mg/ml de estreptomicina, 50 U/ml de penicilina  e 10% de soro fetal bovino (meio 

RPMI), todos da Gibco™ para a segunda contagem. Todos os meios e tampões tinham 

pH=7,4 e foram filtrados à vácuo por pressão positiva. Durante a segunda contagem, 

também foi avaliada a viabilidade celular, portanto em outro tubo de polipropileno de 1,5 

ml foi colocado 160 μl de PBS/BSA/ACD e 30 μl de Azul de Trifano (Sigma®), em 

seguida 10 μl da suspensão de CD14+. O tubo foi gentilmente agitado e foi feita nova 

contagem, apenas de células não coradas, ou seja, as células viáveis. Após a segunda 

contagem e verificada a viabilidade, foi feito o cálculo para a diluição do conteúdo do 

tubo para 5x105 células/ml, que foram pipetadas em garrafas de cultura de 25 cm2 

(TPP®), foram adicionados os estímulos clássicos: IFN-γ 1000U/ml (M1), ou IL-4 10 

ng/ml (M2) (Zeyda et al., 2007), por 5 dias em 5 ml de meio de cultura RPMI, gerando 

macrófagos com fenótipo M1 e M2, respectivamente. Adicionalmente, as células CD14+ 

foram incubadas sob as mesmas condições com leptina 25 ng/ml ou 50 ng/ml e, 

adiponectina 1 µg/ml ou 2,5 μg/ml, todas de PeproTech Inc.(Rocky Hill, New Jersey, 

USA).  

 

 

3.2. Análise de marcadores de superfície por citometria de fluxo 

 

A expressão de marcadores de superfície celular foi avaliada incubando-se 100 

μl de suspensão celular após a diferenciação em M1, M2, na presença de leptina 25 e 

50 ng/ml ou na presença de adiponectina 1 e 2,5 μg/ml com 5 μl de anticorpos 

conjugados com diferentes fluorocromos (BD Biosciences Pharmigen – San Jose, 

Califórnia, USA) na combinação mostrada na Tabela 1, por 30 minutos, a 4°C, ao abrigo 

da luz. Após a incubação as células foram lavadas com PBS, centrifugadas por 5 
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minutos a 1200 rpm, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 

Paraformaldeído 1% para leitura no dia seguinte, por citometria de fluxo. Foram 

adquiridos 10.000 eventos de cada amostra e estes foram analisados utilizando o 

software PAINT-A-GATETM (BD Biosciences Cell Analysis – San Jose, Califórnia, USA). 

Os ensaios de citometria de fluxo foram realizados no Hemocentro da UNICAMP sob 

supervisão da Profa. Dra. Irene Lorand-Metze. 

 

Tabela 1. Combinação de anticorpos usada na citometria de fluxo.  

 Composição 

Tubo 1 100µl suspensão celular  (branco) 

Tubo 2 100µl suspensão celular + CD14PerCP  

Tubo 3 100µl suspensão celular + CD14PerCP+CD163PE+CD80FITC 

Tubo 4 100µl suspensão celular + CD14PerCP+CD200PE+CD40FITC 

Tubo 5 100µl suspensão celular + CD14PerCP+CD86PE+CD209FITC 

Tubo 6 100µl suspensão celular + CD14PerCP+CD11bPE+CD36FITC 

 

 

3.3. Análise da expressão de proteínas por Western Blot 

 

Células diferenciadas conforme descrito anteriormente foram coletadas e 

homogeneizadas em tampão de solubilização contendo Tris 100 mM (pH 7.6), Triton X-

100 1%, NaCl 150 mM, aprotinina 0.1 mg, 35 mg PMSF/ml, Na3VO4 10 mM, NaF 100 

mM, Na4P2O7 10 mM e EDTA 4 mM. Os homogenatos foram centrifugados (12000 rpm, 

4ºC, 20 min), os sobrenadantes transferidos para tubos contendo tampão de Laemmli 

com DTT 100 mM e mergulhados em água fervente por 5 minutos para posterior 

aplicação em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e separação por eletroforese. Após a 

eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A 

membrana de nitrocelulose foi incubada com os anticorpos de interesse (anti-β-Actina, 

anti-VEGF (Santa Cruz Biotechnology, Inc. – Santa Cruz, Califórnia, USA) overnight a 

4ºC antes de serem reveladas com kits comerciais de quimioluminescência (GE 

Healthcare Bio-Sciences AB). Os valores de intensidade óptica obtidos na leitura das 
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bandas após a incubação com anticorpo anti-VEGF foram corrigidas pela intensidade 

óptica da leitura das bandas incubadas com o anticorpo anti- -Actina, pois esta proteína 

é constitutiva e sua expressão não é alterada em função de intervenções realizadas, 

podendo deste modo atuar como um fator de correção na análise semi-quantitativa 

obtida pela técnica de Western blot.  

 

 

3.4. Ensaio celular de produção de citocinas e quimiocinas 

 

 Células já diferenciadas foram transferidas para placas de 96 poços, na 

concentração de 5 x 105 células por poço e incubadas a 37°C em atmosfera contendo 

5% de CO2, na ausência ou presença de 100 ng/ml de IFN-γ (PeproTech Inc.), 100 

ng/ml de LPS (Sigma®) e 25 ng/ml de TNF-α (PeproTech Inc.). Após 48 horas, o 

sobrenadante da cultura foi coletado e utilizado para a quantificação das seguintes 

citocinas e quimiocinas: TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-10, IL-1ra, MCP-1, MIP1-α e RANTES 

utilizando-se Kit comercial de ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). O 

protocolo utilizado para a preparação deste foi o mesmo encontrado no livreto do kit de 

ELISA. 

 

 

3.5. Análise dos resultados 

 

 Os resultados foram expressos como média acompanhada do respectivo erro 

padrão da média (EPM) dos experimentos realizados. Diferenças estatisticamente 

significativas foram determinadas utilizando-se análise de variância (ANOVA) seguido 

de pós-teste de Dunnet. Valores de p<0,05 foram considerados significantes. 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Expressão de moléculas de superfície analisadas por Citometria de Fluxo: 
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A Tabela 2 mostra a expressão das moléculas de superfície nos macrófagos 

diferenciados na presença dos estímulos clássicos como o IFN-  e IL-4 que geram o 

fenótipo M1 e M2, respectivamente e com os estímulos em análise neste projeto, a 

leptina e adiponectina em duas concentrações diferentes. Como podemos observar, a 

expressão de CD14 não foi diferente nas células diferenciadas na presença de IL-4 ou 

IFN- , ou seja, no fenótipo M2 e M1, mas foi significativamente aumentada nas células 

diferenciadas na presença de adiponectina e leptina em comparação com M1. Não 

observamos modificações na expressão das moléculas CD200, mas um aumento 

significativo na expressão de CD209 nas células cultivadas com IL-4, ou seja, o fenótipo 

M2. Com as adipocitocinas, somente observamos uma expressão aumentada de 

CD209 nas células diferenciadas com a maior concentração de leptina.  

Em nossos experimentos as moléculas CD40 e CD86, relacionadas à 

estimulação de células T, estão menos expressas no fenótipo M2 em comparação com 

o fenótipo M1, mas não fomos capazes de observar uma maior expressão de CD80 em 

M1. Podemos observar que as células cultivadas na presença de leptina e adiponectina 

apresentaram uma expressão semelhante reduzida de CD40 e CD86, quando 

comparadas ao fenótipo M1.  

A expressão de CD36 e CD163 não foi diferente em nenhuma das situações 

experimentais. Em relação à expressão de CD11b, as células cultivadas com leptina e 

adiponectina apresentaram um nível de expressão que não diferiu da expressão 

observada para M1.  

 

 

 

 

 

Tabela 2. Expressão das moléculas de superfície em macrófagos diferenciados na 

presença de IFN-  (M1), IL-4 (M2), leptina e adiponectina. 
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Molécula de superfície M1 M2 LEP 25 LEP 50 ADI 1,0 ADI 2,5 

Moléculas de 
sinalização             

CD 14 55 ± 17 92 ± 26  110 ± 10* 120 ± 20*  168 ± 43*  169 ± 37* 

CD200 6 ± 1 5 ± 0 5 ± 0 5 ± 1 8 ± 1 7 ± 0 

CD209 5 ± 1 27 ± 8* 4 ± 0 21 ± 11* 6 ± 0 6 ± 1 

Receptores scavenger             

CD163 7 ± 2 7 ± 0 10 ± 2 13 ± 3 15 ± 3 14 ± 3 

CD36 25 ± 11 34 ± 2 38 ± 9  47 ± 6  44 ± 4 44 ± 7 
Co-estimuladores de 

células T             

CD40 57 ± 7 11 ± 4* 9 ± 2* 29 ± 10  25 ± 6* 16 ± 3* 

CD80 6 ± 1 4 ± 0  5 ± 0  11 ± 5  7 ± 0  5 ± 0 

CD86 141 ± 22 56 ± 17* 57 ± 21* 83 ± 17* 89 ± 11* 63 ± 10* 

Moléculas de adesão             

CD11b 394 ± 151 69 ± 24* 96 ± 43* 293 ± 68 398 ± 109 260 ± 74 

 

 

Abreviações: M1, células estimuladas com IFN-γ 1000 U/ml; M2, células 

estimuladas com IL-4 10 ng/ml; LEP 25 e 50, células estimuladas com Leptina 25 e 50 

ng/ml; ADI 1,0 e 2,5, células estimuladas com Adiponectina 1,0 e 2,5 µg/ml. Média das 

intensidades de fluorescência de cada molécula de superfície representada na forma de 

média ± epm (n=4-6). * p<0,05 quando comparado ao fenótipo M1. 
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4.2. Expressão de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) analisada por 

Western blot: 

 

A expressão do fator de crescimento endotelial vascular foi verificada por 

Western blot, sendo os resultados apresentados na Figura 1. Podemos verificar um 

aumento de expressão de VEGF nas células cultivadas com Leptina 25 e 50 ng/ml 

resultando em valores que se assemelham aos obtidos com células cultivadas com IFN-

γ, ou seja, com fenótipo M1. As células cultivadas com IL-4 (fenótipo M2) apresentam 

valores menores quando comparados às células M1.   
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Figura 1. Expressão protéica de VEGF em macrófagos cultivados na presença de IFN-γ 

1000U/ml (M1); IL-4 10 ng/ml (M2), Leptina 25 ng/ml (Lep 25) ou Leptina 50ng/ml (Lep 

50) por 5 dias. Os painéis acima mostram a imagem obtida com anti-VEGF e anti-β-

actina na mesma amostra. Os valores apresentam a quantificação de VEGF corrigido 

pela quantificação de β-actina de um experimento. 

4.3. Produção de citocinas pró-inflamatórias por macrófagos 



21 
 

 

A capacidade de produção de citocinas pelos macrófagos diferenciados foi 

avaliada após estimulação destas com IFN-γ, LPS e TNF-α. Na Figura 2 podemos 

observar que a quantidade de TNF-α liberada sem e após os estímulos descritos foi 

reduzida nas células diferenciadas em M2 quando comparadas às diferenciadas em 

M1. Esta redução não foi observada nas células diferenciadas na presença de leptina 

ou adiponectina.  Nestes experimentos não foi utilizado o TNF-α como estímulo pois 

haveria interferências na quantificação da própria citocina no sobrenadante das culturas 

celulares. 

 

 

Figura 2. Níveis de TNF-α liberados por macrófagos diferenciados in vitro, células não-

estimuladas (NS); estimuladas com IFN-γ [100ng/ml] (IFN-γ) e LPS [100ng/ml] (LPS). 

Os valores estão apresentados na forma de média acompanhada de erro padrão da 

média (EPM; n=4). *p<0,05 quando comparado a M1. 
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A Figura 3 mostra-nos que células M2 não estimuladas (NS) produzem menor 

quantidade de IL-6 e também células diferenciadas na presença de leptina 25 e 50 

ng/ml, adiponectina 1 e 2,5 μg/ml e células M2 estimuladas por IFN-γ e TNF-α 

apresentam diminuição significativa de IL-6 quando comparadas a células M1 

estimuladas pelos mesmos fatores. A produção de IL-6 foi mantida nas células 

diferenciadas na presença de leptina 25 e 50 ng/ml, adiponectina 2,5 μg/ml após 

estimulação com LPS de maneira similar ao observado para M1. 

 

Figura 3. Níveis de IL-6 liberados por macrófagos diferenciados in vitro, células não-

estimuladas (NS); estimuladas com IFN-γ [100ng/ml], LPS [100ng/ml] e TNF-α [25 

ng/ml]. Os valores estão apresentados na forma de média acompanhada de erro 

padrão da média (EPM; n=4). * p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado a M1. 
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Os níveis de IL-1β liberado por células M2 estimuladas por LPS foi menor 

quando comparado com células M1, Lep 25, Lep 50, Adi 1 e Adi 2,5. E células 

diferenciadas por Adi 2,5 foram capazes de produzir IL-1β, sem estímulo, em maior 

quantidade quando comparada com os outros tipos de células em estudo (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Níveis de IL-1β liberados por macrófagos diferenciados in vitro, células não-

estimuladas (NS); estimuladas com IFN-γ [100ng/ml], LPS [100ng/ml] e TNF-α [25 

ng/ml]. Os valores estão apresentados na forma de média acompanhada de erro 

padrão da média (EPM; n=4). *p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado a M1. 
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4.4. Produção de citocinas antiinflamatórias por macrófagos 

 

 Podemos observar na Figura 5 que os níveis de IL-1ra diminuem 

significativamente em células diferenciadas por leptina 25 e 50 ng/ml não estimuladas e 

estimuladas por TNF-α, quando comparadas com M1, M2 e células diferenciadas na 

presença de adiponectina 1 e 2,5 μg/ml. 

  

 

Figura 5. Níveis de IL-1ra liberados por macrófagos diferenciados in vitro, células não-

estimuladas (NS); estimuladas com IFN-γ [100ng/ml], LPS [100ng/ml] e TNF-α [25 

ng/ml]. Os valores estão apresentados na forma de média acompanhada de erro 

padrão da média (EPM; n=4). *p<0,05 quando comparado a M1. 
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 A Figura 6 demonstra a produção de IL-10 pelas células diferenciadas. Pode-se 

observar que houve aumento apenas nas células diferenciadas por adiponectina na 

maior dose, estimulada por TNF-α, em comparação com M1. Nos outros tipos celulares 

não houve diferenças no aumento ou diminuição da produção de IL-10. 

 

 

 

 

Figura 6. Níveis de IL-10 liberados por macrófagos diferenciados in vitro, células não-

estimuladas (NS); estimuladas com IFN-γ [100ng/ml], LPS [100ng/ml] e TNF-α [25 

ng/ml]. Os valores estão apresentados na forma de média acompanhada de erro 

padrão da média (EPM; n=4). 
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4.5. Produção de quimiocinas por macrófagos 

 

Podemos observar na Figura 7 que os níveis de MCP-1 apresentaram-se 

reduzidos somente nas células M2 quando avaliados os níveis de liberação não-

estimulada e estimulada com TNF-α. Nas demais situações a produção de MCP-1 foi 

mantida em mesmo nível que as células M1.   

 

 

Figura 7. Níveis de MCP-1 liberados por macrófagos diferenciados in vitro, células não-

estimuladas (NS); estimuladas com IFN-γ [100ng/ml], LPS [100ng/ml] e TNF-α [25 

ng/ml]. Os valores estão apresentados na forma de média acompanhada de erro 

padrão da média (EPM; n=4). *p<0,05 quando comparado a M1. 
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A capacidade de liberação basal de MIP1-α por células diferenciadas com 

adiponectina 1 μg/ml e leptina 25 ng/ml é significativamente maior quando comparada 

com os outros tipos celulares. Verificamos que mesmo estimuladas por LPS, as células 

M2 produzem uma quantidade menor desse fator quimiotáxico quando comparada com 

as outras células. (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Níveis de MIP1-α liberados por macrófagos diferenciados in vitro, células não-

estimuladas (NS); estimuladas com IFN-γ [100ng/ml], LPS [100ng/ml] e TNF-α [25 

ng/ml]. Os valores estão apresentados na forma de média acompanhada de erro 

padrão da média (EPM; n=4). *p<0,05 quando comparado a M1. 
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 Os níveis basais de RANTES apresentaram-se diminuídos em células 

diferenciadas com leptina 25 e 50 ng/ml. O mesmo foi observado após estímulo com 

LPS quando comparadas com M1, como mostra a Figura 9. 
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Figura 9. Níveis de RANTES liberados por macrófagos diferenciados in vitro, células 

não-estimuladas (NS); estimuladas com IFN-γ [100ng/ml], LPS [100ng/ml] e TNF-α [25 

ng/ml]. Os valores estão apresentados na forma de média acompanhada de erro 

padrão da média (EPM; n=4). *p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado a M1. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

Atualmente, sabe-se que a obesidade está associada a um quadro de inflamação sistêmica leve 

que predispõe os obesos ao desenvolvimento de resistência à insulina e diabetes do tipo 2. Estas 

alterações inflamatórias crônicas estão associadas ao aumento do infiltrado de macrófagos no tecido 

adiposo. Estes macrófagos provavelmente interferem com a função do adipócito tornando-se um fator 

importante para as alterações sistêmicas observadas, como a sensibilidade à insulina (Zeyda e Stulnig, 

2007).   

Uma fração considerável de monócitos que circulam no sangue periférico é atraída para os 

tecidos, onde se diferenciam em macrófagos. Acredita-se que o tecido adiposo produza grandes 

quantidades de quimiocina MCP-1 e esta seja a responsável por recrutar estas células (Deshmane, 2009). 

Sabe-se também que o fenótipo dos macrófagos presentes no tecido adiposo durante a obesidade 

apresenta características mistas do fenótipo M1 e do fenótipo M2, provavelmente fruto da ação de 

várias substâncias liberadas localmente (Bassaganya-Riera et al., 2009).  Entretanto, existem poucos 

relatos de como as adipocitocinas contribuem para este fenótipo final. A fim de caracterizar possíveis 

diferenças nos fenótipos finais de monócitos cultivados na presença de adiponectina e leptina, 

analisamos a expressão de vários marcadores de superfície celular utilizando citometria de fluxo. A 

escolha dos marcadores foi realizada baseada nos relatos de Zeyda et al., (2007) que caracterizaram 

células diferenciadas na presença de IFN-γ, IL-4 e IL-10, bem como de macrófagos isolados de tecido 

adiposo. Monócitos e macrófagos, preferencialmente, expressam a molécula CD14. Esta molécula pode 

se ligar à proteína ligadora do LPS, além de possuir a capacidade de apresentar antígenos expressos por 

células apoptóticas (Pugin et al., 1993). Pudemos verificar que a expressão de CD14 parece ser maior em 

macrófagos diferenciados na presença de IFN-γ quando comparado aos diferenciados por IL-4. 

Monócitos diferenciados por IL-10 (M2b) expressam um número bastante alto de receptores CD14 

quando comparado com M1 e este número é maior ainda do que em M2. (Zeyda et al., 2007). Nossos 

dados não foram capazes de reproduzir o padrão verificado por Zeyda et al., (2007) para M1 e M2. 

Porém, o mesmo trabalho mostra que macrófagos isolados de tecido adiposo expressaram uma 

quantidade alta de CD14, também, o que entra em consonância com o observado no presente estudo 

em macrófagos diferenciados na presença de leptina 25 e 50 ng/ml e, adiponectina 1 e 2,5 μg/ml, em 

comparação com M1, sugerindo que a leptina e a adiponectina sejam fatores que interferem na 

expressão de CD14 pelas células, fazendo com que estas se assemelhem a macrófagos do tecido adiposo. 

As moléculas CD40, CD80 e CD86 são características do fenótipo M1 como 

mencionado anteriormente. Como vimos, a exposição à leptina e adiponectina gerou 

células que tiveram uma expressão destes marcadores diminuída em comparação com 

o fenótipo M1. Macrófagos presentes no tecido adiposo não expressam estes 
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marcadores em níveis altos, sendo essa expressão similar à do fenótipo M2 (Zeyda et 

al., 2007). 

Macrófagos retirados do tecido adiposo expressam CD163, CD209 e CD200 em 

altas proporções, maiores que em M1 e M2 (Zeyda et al., 2007). Embora CD163 e 

CD36 sejam ambos receptores scavenger, estudos mostram que a expressão destes, 

difere quanto à origem do macrófago; enquanto CD163 é mais expresso por 

macrófagos residentes do tecido adiposo, CD36 é expresso nos mesmos níveis, por 

todos os outros tipos de macrófagos (Zeyda et al., 2007). Sabe-se que 99% das células 

CD14+ expressam CD163 e o tratamento com IL-4 e IL-13 não aumenta esses níveis de 

expressão (Sulahian et al., 2000). Quando avaliamos a expressão de CD163 e CD36, 

vimos que não foi possível observar uma variação significativa na expressão desses 

marcadores nas culturas in vitro.  

Macrófagos possuem a capacidade de comunicar-se com outros tipos de células 

do sistema imune, como os neutrófilos, eosinófilos e os mastócitos num contato direto 

célula-célula. Essa comunicação que regula a atividade destas células é feita através 

da ligação da proteína de superfície CD200 ao seu receptor CD-200R expresso na 

maioria das células mielóides (Jenmalm et al., 2006). A expressão de CD200 é maior 

em células M2 e maior ainda em macrófagos do tecido adiposo. Os resultados deste 

trabalho mostram que a expressão de CD200 pelas células cultivadas com leptina e 

com adiponectina, nas duas concentrações, e células M2 e M1 não apresentaram 

diferenças significativas. Estudos mostram que linhagens celulares mielóides de baço e 

macrófagos CD11b+ não expressam CD200, e como pudemos verificar, os níveis de 

expressão de CD11b em todas as culturas foram maiores quando comparados com os 

níveis de CD200 (Hoeck et al., 2000). Também verificamos a expressão de CD209, 

denominada por vezes como o receptor de lectina tipo-C, presente em fagócitos e cuja 

principal função é capturar antígenos.  Alguns destes receptores parecem ter um papel 

mais importante na ativação celular do que na internalização de antígenos (Robinson et 

al., 2006). A expressão deste marcador foi maior em macrófagos M2 e nas células 

diferenciadas apenas com a maior dose de leptina.   

E, finalmente, a molécula CD11b, também conhecida como integrina alpha M (α 

M β 2), antígeno-1 do macrófago (Mac-1) e receptor complemento 3 (CR3) é expressa 
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em monócitos, granulócitos, macrófagos e células natural killer. Embora, na Tabela 2 

esteja designada como uma molécula de adesão ela possui diversas funções, como por 

exemplo: na fagocitose, quimiotaxia e ativação celular (Solovjov et al., 2004). Nossos 

resultados sugerem um aumento da expressão de CD11b quando comparamos M1 a 

M2. Macrófagos de tecido adiposo expressam níveis de CD11b intermediários, entre M1 

e M2, sendo que macrófagos M2 apresentam um número maior em comparação com 

os outros fenótipos de macrófagos. O fenótipo M2b expressa CD11b em menor 

quantidade em comparação com os outros fenótipos (Zeyda et al., 2007). Observamos 

com nossos resultados que houve uma redução na expressão dessa molécula de 

superfície pelos macrófagos M2 e em leptina 25 ng/ml, entretanto, in vitro, os 

macrófagos diferenciados por adiponectina nas duas doses e leptina 50 ng/ml, 

expressaram CD11b em níveis similares a M1.    

 Além dos macrófagos desempenharem um papel importante na manutenção da 

inflamação produzindo citocinas pró- e antiinflamatórias e seqüestrando restos celulares 

e de bactérias, eles também produzem fatores que contribuem para a expansão do 

tecido adiposo, como os relacionados à angiogênese, por exemplo, o fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF) (Mosser, 2003; Kamada et al., 2008). Baseados 

nessa informação investigamos também a expressão de VEGF nas células 

diferenciadas in vitro e notamos que as culturas mantidas com o estímulo leptina 25 e 

50 ng/ml, a expressão protéica de VEGF foi igual à mantida na presença de IFN-γ, ou 

seja, macrófagos M1. Nota-se, claramente, que células mantidas na presença de IL-4, 

ou macrófagos M2, expressam menos VEGF. Relatos de literatura descrevem a ação 

angiogênica da leptina envolvendo a modificação da atividade de metaloproteases e de 

seus inibidores, e que esta atuaria de maneira sinérgica com fatores angiogênicos 

como o VEGF (Park et al., 2001; Cao et al., 2001). Park et al., (2001) também 

demonstraram que a leptina foi capaz de induzir uma maior produção de VEGF em 

células endoteliais em cultura. Nossos resultados indicam que a leptina também é 

capaz de aumentar a produção de VEGF em macrófagos, o que poderia contribuir 

ainda mais para a produção de fatores angiogênicos pelo tecido adiposo que 

contribuirão para a sua expansão. 
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A produção de citocinas pelas células já diferenciadas foi quantificada pelo método de ensaio 

imunoenzimático, um ensaio de captura do antígeno empregado para detectar produtos secretados 

(Janeway et al., 2006). A escolha das citocinas e quimiocinas a serem testadas foi baseada em Zeyda et 

al., 2007.  

Após a diferenciação, as células foram submetidas à cultura de curto prazo para avaliação da 

liberação basal das citocinas e frente a estímulos como o IFN-γ, LPS e TNF-α. Macrófagos estimulados 

com interferon gama (IFN)-γ isoladamente ou combinado a lipopolissacarídeos (LPS) produzem citocinas 

pró-inflamatórias como a IL-1, IL-6 e TNF-α e são denominados M1 (Gordon, 2003). Como dito 

anteriormente, sabemos que a obesidade está associada com a infiltração de macrófagos no tecido 

adiposo resultando em um processo inflamatório local (Wellen e Hotamisligil, 2003). Esta interação leva 

à produção de diversas citocinas e quimiocinas como o TNF-α (Hotamisligil et al., 1993), IL-6 (Fried et al., 

1998), IL-1β, IL-10, IL-1ra (Dayer et al., 2006), MCP-1 (Sartipy e Loskutoff, 2003), MIP1-α e RANTES, que 

podem ativar, propagar e sustentar a resposta inflamatória no tecido adiposo (Zeyda e Stulning, 2007). 

Durante o processo inflamatório no tecido adiposo, todos os tipos celulares, dos quais ele é composto 

são ativados, incluindo os linfócitos T. Neste caso, linfócitos Th1 contribuem produzindo citocinas Th1 

como o IFN-γ. Uma das citocinas quantificada no presente trabalho foi o TNF-α, classificado como uma 

citocina pró-inflamatória tem sido muito estudada devido a seus efeitos sobre a regulação de 

diferenciação de adipócitos, metabolismo de lipídeos, e sensibilidade à insulina (Hotamisligil et al., 1995; 

Uysal et al., 1997). Os níveis de TNF-α estão positivamente relacionados à resistência à insulina e a 

fatores que elevam o risco de doenças cardiovasculares (You et al., 2005). O TNF-α é produzido por 

adipócitos, monócitos e macrófagos; análises de populações isoladas de células do tecido adiposo 

indicam que os macrófagos são responsáveis pela maioria do TNF-α encontrado no tecido adiposo. 

(Weisberg et al., 2003). Entretanto, em camundongos magros, são os adipócitos os maiores responsáveis 

pela produção de TNF-α. (Clément et al., 2004). Os estudos in vitro, com linhagens celulares de humanos 

e de animais, reproduzem bem os modelos in vivo, demonstrando que o TNF-α é uma citocina envolvida 

no processo inflamatório durante a obesidade e sua produção pelo tecido adiposo contribui de maneira 

significativa para o estabelecimento de doenças associadas à obesidade.   

O IFN-γ e o TNF-α, são substâncias endógenas, ou seja, são produzidas pelas células de nosso 

próprio organismo, porém, sua liberação quase sempre está ligada à ativação da célula que a sintetiza. 

Um estímulo clássico muito utilizado para demonstrar a ativação de células que possuem receptores do 

tipo-Toll-4 (Toll-like receptors, TLR), como os macrófagos, por exemplo, é o LPS, um componente da 

parede externa de bactérias Gram negativas (Roitt et  al., 2001). Os TLR-4 e os TLR-2 são encontrados 

também em adipócitos maduros, e estes podem ser ativados por LPS e liberar grandes quantidades de 

TNF-α (Bès-Houtmann et al., 2007).  

 Verificamos se haveria diferença na produção de citocinas pelas células diferenciadas na 

presença de leptina 25 e 50 ng/ml e adiponectina 1 e 2,5 g/ml em comparação com células do fenótipo 

M1 e M2, frente aos estímulos discutidos anteriormente. Primeiramente avaliamos a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias pelas células diferenciadas com os diversos fatores. Pudemos observar que 

houve uma diminuição significativa dos níveis de TNF-α produzidos por células M2 estimulados por LPS e 
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não estimuladas. Isso indica que, naturalmente, células M2 produzem menos TNF-α em comparação com 

células M1. Essa baixa produção não foi observada em células diferenciadas na presença de leptina 25 e 

50 ng/ml e adiponectina 1 e 2,5 g/ml, sugerindo que estas se assemelham mais a M1 nessas condições. 

Vimos também a partir dos resultados, que a produção de IL-6 por células M2 não estimuladas é menor 

em comparação com células M1. Células diferenciadas na presença de leptina 25 e 50 ng/ml e 

adiponectina 1 e 2,5 μg/ml e as M2 estimuladas por IFN-γ e TNF-α apresentam diminuição significativa 

de IL-6 quando comparadas às células M1 estimuladas pelos mesmos fatores. Estes resultados se 

assemelham com o observado para células que são classificadas em fenótipos antiinflamatórios, ou seja, 

produção diminuída de fatores pró-inflamatórios (Fenton et al., 1992). No entanto, a produção de IL-6 foi 

mantida nas células diferenciadas na presença de leptina 25 e 50 ng/ml e adiponectina 2,5 μg/ml após 

estimulação com LPS. Zeyda et al, (2007) sugerem que macrófagos do tecido adiposo liberam grandes 

quantidades de IL-6 quando comparados a M2, porém células M1 estimuladas por LPS liberam mais IL-6 

quando comparadas aos macrófagos obtidos de tecido adiposo. A IL-6 é uma proteína produzida por 

células T, monócitos/macrófagos, fibroblastos, hepatócitos, células do endotélio vascular, entre outras. 

Sua produção é regulada a partir de estímulos como LPS, IL-1  e TNF-α (Kishimoto et al., 1992). Esta 

interleucina participa como mediadora de respostas inflamatórias e imunes iniciadas por infecções ou 

dano tecidual, é está associada à diversas doenças, como artrite (Wendling et al., 1993), psoríase 

(Grossman et al., 1989), doenças inflamatórias intestinais (Hyams et al., 1993), mielomas, linfomas e 

leucemias (Dunbar e Nienhuis, 1993; Kurzrock et al., 1993).  

 A IL-1β, que também é uma citocina pró-inflamatória, com importantes funções na inflamação 

crônica e aguda, é produzida por monócitos e macrófagos. A IL-1β induz secreção de IFN-γ por células 

NK, resultando em ativação de macrófagos pelo IFN-γ (Billiau, 1996). Ao observarmos nossos resultados, 

vimos que IL-1β foi liberada em menor quantidade por M2, quando estimuladas por LPS, porém, vimos 

um aumento na produção de IL-1β por células que não receberam nenhum tipo de estímulo, 

diferenciadas por adiponectina 2,5 μg/ml. Quando comparamos as células diferenciadas por leptina e 

adiponectina estimuladas por LPS, IFN-γ e TNF-α, com células M1, vimos que não há diferenças entre os 

tipos celulares. Zeyda et al. (2007), observaram que macrófagos do tecido adiposo produzem uma 

quantidade maior de IL-1β, quando comparados com macrófagos M1, já em M2 os níveis foram muito 

baixos em relação aos dois tipos de células analisadas. Reproduzindo os resultados descritos para M2. Os 

níveis de IL-1β observados para as células diferenciadas com adiponectina e leptina sugerem uma 

semelhança aos macrófagos do tecido adiposo. 

A fim de avaliar a liberação in vitro de citocinas antiinflamatórias pelos diferentes tipos de células 

geradas, avaliamos a IL-10 e IL-1ra, que são conhecidas por serem citocinas liberadas por células com 

fenótipo antiinflamatório. IL-1ra é o antagonista do receptor de IL-1, não atua como um sinal para início 

de transdução de nenhuma proteína. Aparece em fases da inflamação aguda a fim de diminuir seus 

efeitos (Cominelli e Pizarro, 1997; Nicklin et al., 2002).  É inicialmente produzido por monócitos em 

resposta a diversos estímulos e atua bloqueando a ação da IL-1, competindo pelo seu sítio de ligação e 

inibindo a síntese substâncias que participam de inúmeros eventos pró-inflamatórios (Arend, 2002). A 

produção de IL-1ra nas células diferenciadas na presença de leptina é baixa. Macrófagos do tecido 

adiposo liberam quantidades similares de IL-1ra quando estimulados por LPS em comparação com 
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macrófagos M1 (Zeyda et al., 2007). Macrófagos M2 quando estimulados por IFN-γ, LPS ou TNF-α 

liberam uma quantidade maior desta interleucina antiinflamatória. Visto que a leptina é uma citocina 

pró-inflamatória e que esta exibe esse comportamento in vitro, inibindo a liberação de citocinas 

antiinflamatórias, como a IL-1ra, podemos ressaltar mais uma vez a semelhança entre os macrófagos 

encontrados no tecido adiposo àqueles diferenciados na presença de fatores produzidos pelo tecido 

adiposo. 

Os níveis de IL-10 não foram diferentes entre os tipos celulares, com exceção 

das células diferenciadas por adiponectina 2,5 μg/ml estimuladas por TNF-α, em 

comparação com células M1. Estes resultados estão em contraste com os dados de 

Zeyda et al. (2007), que verificaram uma grande diferença nos níveis de IL-10 liberados 

por células obtidas do tecido adiposo em comparação com os outros fenótipos. A IL-10 

foi primeiramente identificada em 1989 como a citocina inibidora de síntese, produzida 

por vários tipos de células incluindo monócitos, macrófagos, linfócitos T, células B, 

células dendríticas e mastócitos, muitas destas encontradas nos tecidos linfóides 

secundários. Esta interleucina é uma citocina regulatória que inibe a apresentação de 

antígeno e a subseqüente liberação de citocinas pró-inflamatórias. As citocinas da 

família da IL-10, incluindo IL-19, IL-20, IL-24, IL-26, IL-28 e IL-29, estão envolvidas na 

regulação das respostas imunes e inflamatórias (Li e He, 2004). 

As quimiocinas fazem parte de uma família especializada de citocinas, que 

funcionam como potentes mediadores ou reguladores da inflamação, pela habilidade de 

recrutar e ativar subpopulações específicas de leucócitos. As quimiocinas são uma 

grande familia de citocinas estruturalmente homólogas que estimulam o movimento dos 

leucócitos e regulam a migração destes do sangue para os tecidos; são citocinas 

quimiotáxicas, além de estimular a produção de novas citocinas e auxiliar na 

diferenciação celular. As quimiocinas envolvidas em reações inflamatórias são 

produzidas por leucócitos ou células residentes do local da inflamação, em resposta a 

estímulos externos (Abbas e Lichtman, 2005). Dentre as citocinas que promovem a 

quimiotaxia de monócitos para o tecido adiposo podemos citar RANTES/CCL5, MCP-

1/CCL2 e MIP-1α/CCL3.  

RANTES (Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and presumably 

Secreted) é um potente quimioatrativo de vários tipos celulares incluindo células T CD4+ 

e CD8+ (Schall et al., 1990), células NK (Loetscher et al., 1996), basófilos (Bischoff et 
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al., 1993), eosinófilos (Kameyoshi et al., 1992), células dendríticas (Lin et al., 1998), 

mastócitos (Mattoli et al., 1995), monócitos (Fine et al., 2001) e microglia (Cross e 

Woodroofe, 1999). Esta quimiocina interage com as células via receptores 

transmembrana acoplados à proteína G: CCR1, CCR3, CCR4 e CCR5 (Combadiere et 

al., 1996). Os níveis de RANTES observados foram menores em células diferenciadas 

com leptina 25 e 50 ng/ml e adiponectina 1 e  2,5 μg/ml quando comparadas a M1 e 

M2. Os resultados apresentados em Zeyda et al. (2007) demonstram que macrófagos 

do tecido adiposo secretam RANTES em níveis baixos em comparação com 

macrófagos M1 e M2, mais uma vez sugerindo que células diferenciadas na presença 

dos fatores produzidos pelo tecido adiposo adquirem fenótipo semelhante aos 

encontrados no tecido adiposo.  

MCP-1 ou CCL2 é conhecida pela habilidade de atuar como uma potente 

substância quimiotáxica e ativadora de monócitos/macrófagos (Gu et al., 1999; Jiang et 

al., 1992). Outros tipos celulares respondem a MCP-1 incluindo células NK, Células T, 

eosinófilos e basófilos (Carr et al., 1994; Loetscher et al., 1996; Marra et al.,m 1999; 

Heinemann et al., 2000; Dunzendorfer et al., 2001). Esta quimiocina é induzida por 

mediadores inflamatórios como LPS, IL- -α, IFN- -6 e IL-4 (Rollins e Pober, 

1991; Zhu et al., 1994; Gautam et al., 1995; Kitamura et al., 1997; Loghmani et al., 

2002). Como é comum para quimiocinas, a MCP-1 também divide o seu receptor CCR2 

com diversos outros ligantes, como MCP-2, 3 e 4. Diversos experimentos com animais 

sugerem que MCP-1 tem importantes papéis nos processos inflamatórios. Sua alta 

expressão aumenta o recrutamento de monócitos e linfócitos também in vivo (Rand et 

al,. 1996; Zisman et al,. 1997). Alguns estudos em animais knockouts para o gene que 

codifica MCP-1 demonstram supressão de macrófagos relacionados à inflamação, 

monócitos, células NK, células NKT, e infiltração de células γδ T (Kawakami et al,. 

2001; Low et al., 2001). Em nossos resultados, vimos que os níveis de MCP-1 

apresentaram-se reduzidos somente nas células M2. Em macrófagos do tecido adiposo 

é possível observar altos níveis de MCP-1, condizente com o que se observou em 

nossas culturas.  

MIP-1α é uma quimiocina que atrai monócitos, produzida por células T ativadas, 

monócitos, mastócitos, neutrófilos, células de Langerhans, astrócitos, células 
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endoteliais, fibroblastos e células de músculo liso (Parkinson et al., 1993; Kasama et al., 

1994; Koch et al., 1994; Lukacs et al., 1994; Kelner e Zlotnik, 1995). Dentre sua 

funções, também tem sido relatados efeitos pró-adesão sobre linfócitos T (Tanaka et al., 

1993), células NK (Taub et al., 1995), células T citotóxicas, células B (Schall et al., 

1993), basófilos (Alam et al., 1992), e eosinófilos (Rot et al., 1992). De acordo com 

nossos resultados a capacidade de produção de MIP-1α aumentou nas células 

diferenciadas na presença de adiponectina 1 μg/ml e leptina 25 ng/m. De forma 

semelhante o trabalho realizado por Zeyda et al., em 2007, demonstrou que 

macrófagos M1 e M2 produzem menor quantidade de MIP-1α em uma condição sem 

estímulo e estimulados por IFN-γ, em comparação com macrófagos do tecido adiposo.  

Podemos então apontar a importante participação da leptina na diferenciação de 

monócitos em macrófagos in vitro, de acordo com as análises dos marcadores de 

superfície, como: CD14, CD209, CD40, CD86 e CD11b. A avaliação da produção de 

citocinas por estas células pode ser correlacionada com macrófagos do tecido adiposo 

e macrófagos do tipo M1, principalmente durante a liberação basal e estimulada por 

LPS. A diferenciação por adiponectina nas duas doses, nos mostrou que, embora esta 

seja uma adipocitocina considerada antiinflamatória, seus efeitos durante a 

diferenciação de monócitos em macrófagos também geraram células com um perfil 

semelhante aos macrófagos do tecido adiposo, tanto pela expressão de marcadores de 

superfície: CD14, CD40 e CD86, quanto pela produção de citocinas pró-inflamatórias e 

quimiocinas. 
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 6. CONCLUSÃO 

 

 

Podemos concluir com base em nossos resultados que a exposição dos 

monócitos a leptina e adiponectina resulta em macrófagos com fenótipo mais próximo 

ao descrito para macrófagos do tecido adiposo, ou seja, expressando marcadores de 

superfície característicos, capazes de contribuir para a expansão do tecido adiposo e 

aptos a produzirem citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, em detrimento da 

produção de citocinas antiinflamatórias.   
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TERMO DE CONSENTIMENTO 
COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA – CIÊNCIAS BIOLÓGICAS E DA SAÚDE 

 
AVALIAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DAS ADIPOCITOCINAS NA DIFERENCIAÇÃO DE 
MONÓCITOS EM MACRÓFAGOS HUMANOS IN VITRO. 1. COLETA DE SANGUE. 

 
Responsável: Profa. Dra. Alessandra Gambero 

 
O abaixo-assinado_____________________________________________________________ 
______________________________________________________________________ (nome,  
Idade, RG, Endereço) declara que é de livre e espontânea vontade que está participando como 
voluntário do projeto de pesquisa supra-citado, de responsabilidade do pesquisador. O abaixo-
assinado está ciente que: 
i – O objetivo da pesquisa é avaliar a influência de fatores produzidos pelo tecido adiposo na 
diferenciação de macrófagos in vitro. 
ii – Durante o estudo, deverá ser coletado um volume de 20 ml de sangue por punção venosa 
no antebraço utilizando agulha e seringa, sendo o procedimento realizado por profissional de 
enfermagem. 
iii – O sangue coletado será levado para o laboratório e algumas células brancas (leucócitos) 
serão separadas e utilizadas nos experimentos. 
iv – A participação neste estudo não lhe acarretará nenhum benefício terapêutico. 
v – Obteve todas as informações necessárias para poder dicidir conscientemente sobre a 
participação nesta pesquisa experimental.  
vi – Está livre para interromper a participação nesta pesquisa experimental a qualquer 
momento. 
vii – A interrupção não causará prejuízo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela equipe 
no HUSF. 
viii – Os resultados obtidos durante este ensaio serão mantidos em sigilo, e o HUSF não 
identificará o voluntário por ocasião da exposição e/ou publicação dos mesmos. 
ix – É condição indispensável para participação na pesquisa experimental que esteja em boa 
saúde, e portanto, não esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer 
drogas ou medicações. 
x – Caso surja alguma intercorrência, deverá procurar o serviço de Pronto Socorro do HUSF e 
solicitar que o mesmo contacte a pesquisadora responsável pela pesquisa experimental pelo 
telefone 11 – 34548982. 
xi – Poderá contatar o Comitê de Ética em Pesquisa para apresentar recursos ou reclamações 
em relação ao ensaio clínico (fone 11 – 4034-8028). 
 
 
Bragança Paulista,         de                                de 20 
 
 
 
 
___________________________________ ________________________________ 
Assinatura do voluntário            Profa. Dra. Alessandra Gambero 
Nome legível:  

          
 


