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RESUMO 

 

SIRPα (Signal Regulatory Protein α) é um receptor que medeia funções inibidoras 

em fagócitos. Sua ativação e conseqüente fosforilação dos ITIMs ocorre pela 

ligação ao CD47 presente na membrana dos eritrócitos, e permite o recrutamento 

e a ativação de SHP-1, a qual desfosforila substratos específicos envolvidos na 

mediação de diversos efeitos fisiológicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o 

papel da dexametasona (dexa) e de IFNγ/TNFα sobre a expressão de SIRPα e 

SHP-1; a consequência desta regulação sobre a eritrofagocitose; e o nível de 

expressão gênica de SIRPα e SHP-1 em monócitos de pacientes com anemia 

hemolítica autoimune (AHAI) antes e depois de corticoterapia. Monócitos de 

doadores sadios e células mielomonocíticas U937 foram cultivados por 48 horas 

com dexa (1µM) ou IFNγ (100U/ml) e TNFα (1000U/ml), por 6 horas com Hemina® 

(30uM), ou por 72 horas com prednisolona (0,15 e 1mg/l). Monócitos foram 

isolados de pacientes com AHAI antes e depois da corticoterapia. A expressão 

gênica de SIRPα e SHP-1 foi determinada por PCR em Tempo Real, a expressão 

protéica de SIRPα e SHP-1 foi determinada por Western Blotting, e a capacidade 

de eritrofagocitose foi determinada por microscopia. IFNγ e TNFα, in vitro, 

promoveram o aumento da expressão gênica e protéica de SIRPα e a expressão 

gênica de SHP-1, em paralelo com a redução da capacidade de eritrofagocitose 

em monócitos normais. Em contrapartida, embora tenha aumentado a expressão 

gênica de SIRPα e SHP-1, dexa in vitro não alterou a expressão destas proteínas, 

assim como não alterou a capacidade de eritrofagocitose de monócitos normais. A 

expressão gênica de SIRPα e SHP-1 foi maior em monócitos de pacientes com 

AHAI em comparação a doadores sadios. Após corticoterapia, a expressão gênica 

de SIRPα e SHP-1 em monócitos de pacientes com AHAI se mostrou similar a 

doadores sadios. Pacientes com AHAI estudados antes da corticoterapia 

apresentaram baixos níveis de hemoglobina e após corticoterapia esse índice de 

mostrou normal. A expressão gênica de SIRPα foi aumentada pela cultura de 

monócitos com hemina, mas a expressão de proteína permaneceu a mesma.  
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Nossos resultados confirmam o papel fundamental da SIRPα na regulação da 

eritrofagocitose e sugere que a expressão de mRNA de SIRPα em monócitos de 

pacientes com AHAI antes de corticoterapia é aumentada pela liberação de heme, 

e que a redução da expressão gênica de SIRPα após corticoterapia se deve a um 

efeito indireto desta droga pela redução da eritrofagocitose e diminuição da 

disponibilidade de heme. 

 

Palavras-chave: SIRPα, SHP-1, receptores de inibição, eritrofagocitose, anemia 

hemolítica autoimune, citocinas inflamatórias. 
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ABSTRACT 

 

SIRPα (Signal Regulatory Protein α) is an inhibitory receptor in phagocytes. Its 

activation and consequent phosphorylation of ITIMs occurs by the binding to CD47 

on erythrocyte membrane, what allows SHP-1 recruitment, which 

dephosphorylates specific substrates involved in the mediation of several 

physiologic effects. The aim of this work was to determine the role of 

dexamethasone and IFNγ/TNFα upon SIRPα and SHP-1 expression, and the 

consequence of this regulation over erythrophagocytosis; and to evaluate the 

regulation of SIRPα and SHP-1 in peripheral blood monocytes (PBM) of 

autoimmune hemolytic anemia (AIHA) patients before and after glucocorticoid (GC) 

therapy. PBM from healthy donors and U937 myelomonocytic cells were cultured 

for 48 hours with dexamethasone (1µM) or IFNγ (100U/ml) and TNFα (1000U/ml), 

for 6 hours with Hemin (30uM), or for 72 hours with prednisolone (0.15 and 1mg/l). 

PBM were isolated from AIHA patients under GC therapy or not. SIRPα and SHP-1 

gene expression was determined by Real Time PCR, SIRPα and SHP-1 protein 

level was determined by Western Blotting, and erythrophagocytosis was 

determined by microscopy. IFNγ and TNFα increased SIRPα gene and protein 

expression and SHP-1 gene expression, in parallel with a decrease in 

erythrophagocytosis ability in PBM. On the other hand, although SIRPα and SHP-1 

gene expression was significantly increased, dexamethasone did not alter SIRPα 

and SHP-1 protein expression, and did not alter erythrophagocytosis ability in 

monocytes. SIRPα and SHP-1 expression was significantly higher in PBM from 

AIHA patients compared to normal. After GC therapy, SIRPα and SHP-1 

expression was similar in PBM of AIHA patients compared to healthy donors. AIHA 

patients studied before glucocorticoid therapy showed low hemoglobin and after 

glucocorticoid therapy the level of hemoglobin was normal. SIRPα gene expression 

was increased by culture with hemin, but protein expression remained the same. 

Our results confirm the key role of SIRPα in erythrophagocytosis regulation and 

suggest that SIRPα mRNA expression in AIHA patients before glucocorticoid 
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therapy is increased by heme release, and the decrease of SIRPα gene 

expression after glucocorticoid therapy is due to an indirect effect of this drug by 

the reduction of erythophagocytosis and free heme availability. 

 

Keywords: SIRPα, SHP-1, inhibitory receptor, erythrophagocytosis, autoimmune 

hemolytic anemia, inflammatory cytokines. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Monócitos e macrófagos  

O sistema fagocítico mononuclear é formado por células de uma 

linhagem comum que apresentam como função primária a fagocitose. Essas 

células se originam na medula óssea (células tronco → monoblastos), circulam no 

sangue (monócitos), e se tornam maduras e ativadas em diversos tecidos 

(macrófagos). São definidas como macrófagos no tecido conjuntivo, células 

microgliais no sistema nervoso central, células reticulares nos órgãos linfóides, 

osteoclastos no tecido ósseo, células de Kupffer no fígado e macrófagos 

alveolares nos pulmões (1). 

No organismo, o crescimento e diferenciação dos macrófagos são 

estreitamente regulados por fatores de crescimento específicos, como IL-3, CSF-

1, GM-CSF, IL-4 e IL-13, e inibidores, como IFN-α/β, TGF-β e LIF (leukimia 

inhibitory factor), que variam consideravelmente na sua potência e seletividade (2). 

Já a combinação de citocinas, in vitro, apresenta efeitos diferentes nos 

macrófagos em relação à soma das partes (3). A resposta de crescimento das 

células monocíticas a um estímulo extrínseco diminui progressivamente e de 

forma marcante durante a diferenciação de células-tronco até o precursor de 

monoblastos, monócitos e macrófagos (2). 

IFN-γ e TNF-α, duas citocinas produzidas por macrófagos, apresentam 

funções imunomoduladoras e pró-inflamatórias. O IFN-γ potencializa a 

apresentação de antígenos e a liberação de citocinas inflamatórias (4), e aumenta 
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a liberação por fagócitos de produtos como espécies reativas do oxigênio (EROs) 

e óxido nítrico (NO), que desempenham um importante papel na atividade 

antimicrobiana dessas células (5-8). O mecanismo de ação do IFN-γ envolve a 

ligação a receptores específicos da superfície celular, ativação de moléculas 

sinalizadoras de transdução, e a consequente modulação da expressão gênica 

(9).  

O TNF-α exerce uma variedade de efeitos fisiológicos e patogênicos. 

Esta citocina pode apresentar efeitos pró e anti-apoptóticos, dependendo do 

contexto; controlar a ativação e capacidade de resposta de muitas células, 

incluindo células do sistema imune; e é o principal elemento de iniciação e 

perpetuação da resposta inflamatória (10). Além dos macrófagos, linfócitos e 

monócitos liberam TNF-α principalmente em resposta à presença de 

lipopolissacarídeos bacterianos (LPS). Seu mecanismo de ação envolve a ligação 

a receptores específicos chamados Receptores de TNF (TNF-R), e seu principal 

efeito fisiológico é a promoção da resposta inflamatória pelo recrutamento de 

neutrófilos e monócitos para o local da infecção (11). 

A associação de IFN-γ e LPS in vitro apresenta uma ação sinérgica na 

ativação de macrófagos, e está associada ao aumento da atividade microbicida 

pela produção de reativos intermediários do nitrogênio (RIN) e EROs, ao aumento 

produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-12, e à ativação da imunidade 

celular (12). A sinergia entre IFN-γ e TNF-α ocorre principalmente em nível de 

transcrição gênica, pela ativação sinérgica de vias de transdução de sinal e fatores 

de transcrição. Em macrófagos, IFN-γ e TNF-α promovem a ativação sinérgica da 
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molécula de transdução de sinal STAT1, assim como aumentam de forma 

sinérgica a expressão, capacidade de ligação ao DNA e ativação do fator de 

transcrição IRF1 (13). 

 

 

1.2. Receptores de Inibição 

A ativação da fagocitose em macrófagos é mediada por vários 

receptores diferentes, incluindo FcγR e receptores do complemento, que 

desempenham um papel importante no clearance celular e em processos 

autoimunes, como a anemia hemolítica autoimune (AHAI). As imunoglobulinas 

ligam-se a receptores na membrana dos fagócitos por meio da sua porção Fc. Os 

receptores para imunoglobulina são classificados como FcγR (para IgG), FcαR 

(para IgA) e FcεR (para IgE) (14). 

A ativação desses receptores medeia eventos inflamatórios 

importantes, como fagocitose, citotoxicidade celular dependente de anticorpos, 

liberação de mediadores inflamatórios e produção de citocinas. A interação do 

receptor de ativação FcγR com a IgG faz com que tirosina-quinases da família Src 

fosforilem resíduos de tirosina nos ITAMs (tyrosine-based activation motifs) da 

porção citoplasmática deste receptor e em cadeias acessórias gama ou delta que 

se associam ao FcγRIIA e FcγRIIIA. Os ITAMs fosforilados se tornam sítios de 

agrupamento da tirosina-quinase Syk, a qual é ativada e desencadeia a cascata 

de eventos pró-fagocíticos, levando à ativação transcricional, rearranjo de 

citoesqueleto, e à liberação de mediadores inflamatórios. Muitas moléculas 
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sinalizadoras, incluindo cálcio, proteína quinase C (PKC), fosfolipase A2 (PLA2), 

fosfolipase Cγ (PLCγ), fosfolipase D (PLD), fosfatidilinositol 3-quinase (PI-3K), 

"extracellular signal-regulated kinase" (ERK), e GTPases da família Rho, estão 

envolvidas na sinalização fagocítica, mas seus papéis exatos nesse processo 

permanecem pouco elucidados (15-17).  

A princípio se assumia que respostas indutoras (expressão gênica, 

liberação de citocinas, secreção e entrada no ciclo celular) eram terminadas pelo 

decaimento do ligante ou dessensibilização do receptor, que levaria à cessação da 

sinalização. Embora esses mecanismos sejam claramente operativos, atualmente 

sabemos que existem receptores inibidores que funcionam para atenuar sinais 

indutores, desempenhando assim um importante papel regulador em biologia (18). 

Assim, esses sinais de ativação também estão sujeitos a uma regulação negativa 

que pode envolver os ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs) 

(17), que consistem da sequência I/V-X-pY-X-X-L/V/I, e são locais de ligação para 

as fosfatases SHP-1, SHP-2 (Src homology region 2-domain-containing 

phosphatase-1 e 2) e SHIP (SH2 domain-containing inositol phosphatase) (19). 

Os receptores de inibição compartilham grupos ITIM que, quando 

fosforilados, formam sítios de ligação para os domínios SH2 de SHP-1 e SHIP. Há 

um alto nível de conectividade nesse sistema, sendo que essas fosfatases 

também podem se ligar a seqüências ITAM e a outras moléculas adaptadoras 

como Shc e Grb2. Além disso, a atividade das fosfatases é controlada pela ligação 

aos seus sítios de ligação e pela fosforilação de tirosinas (17). 
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Fosforilação em tirosina de proteínas é um mecanismo central em todos 

os tipos de células mamíferas para a regulação da função de proteínas e é 

controlada pelo balanço entre as atividades de quinases e fosfatases. Sob 

condições basais a maior parte das proteínas é mantida em estado não 

fosforilado. Para manter esse estado, presume-se que a atividade fosfatase basal 

supere a atividade quinase basal, o que pode ocorrer por inativação de quinases 

e/ou ativação de fosfatases (17). 

Os receptores inibidores podem ser classificados em dois grupos 

principais com base em diferenças estruturais (Quadro 1). A maior parte destes 

receptores são proteínas monoméricas que contém múltiplos domínios da 

superfamília das imunoglobulinas (IgSF) em suas regiões extracelulares. O 

primeiro grupo inclui FcγRIIB, família Siglec, proteína reguladora de sinal α 

(SIRPα), Ig-like transcripts/leukocyte immunoglobulin receptors (ILTs/LIRs), killer 

cell Ig-like receptor (KIR), PECAM-1, CEACAM-1, leukocyte-associated Ig-like 

receptors-1 (LAIR-1), CMRF-35H, e paired Ig-like type 2 receptor α (PILR-A). O 

segundo grupo de receptores inibidores envolve moléculas lectin-like tipo C como 

mast cell function-associated antigen (MAFA), natural killer cell lectin (NKG2A), e 

CD72. O quadro abaixo mostra os membros da família de receptores de inibição, 

seus receptores putativos de ativação, e seus ligantes encontrados em células do 

sistema imune humano (20). 
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Receptores de 

inibição  
ITIMs 

Receptores de 

ativação putativos 
Ligantes Localização 

FcγRIIB 1 
FcγRIII, FcγRIIA, 

FcεRI 
Complexos de IgG 1q23-24 

Siglec 2, 3, 5, 6, 7, 8, 

10, 11 
2-5  Ácido siálico 19q13.4 

MAFA 1 FcεRI?  12p12-13 

SIRPα 2 SIRPβ CD47 20p13 

LIRs 4 ILT1, 7, 8, 6a HLA 19q13.4 

KIR 2 KIR2DS, KIR3DS HLA 19q13.4 

LAIR1 2  EP-CAM 19q13.4 

CTLA-4  CD28 CD80, CD86 2q33 

PD-1 1 ICOS PD-1 ligante 2q37.3 

CD72 2   9p 

CD5 1   11q13 

CD31 6  CD31 17q23 

CD66a 2   19q13.2 

NKG2A 2 NKG2C, NKG2E HLA-E 12p13.1-2 

 

Quadro 1: Receptores inibidores do sistema imune (20). 

 

1.3. SIRPα 

Na comunicação entre eritrócitos e macrófagos, o principal sinal de 

inibição da eritrofagocitose é dado pela comunicação entre a SIRPα, presente na 

membrana dos macrófagos, e o CD47 presente na membrana dos eritrócitos. 

SIRP (Signal Regulatory Protein) é uma família de glicoproteínas 

composta por SIRPα, SIRPβ e SIRPγ, sendo que a diferença entre as moléculas 
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reside apenas na porção citoplasmática. SIRPβ tem uma porção citoplasmática 

muito curta de apenas seis aminoácidos e não apresenta motivos de sinalização 

para associação com fosfatases. Associa-se à DAP12 (ou KARAP), uma proteína 

adaptadora que contém ITAM, por meio de um aminoácido com uma cadeia lateral 

básica na sua região transmembrana, transmitindo um sinal de ativação, embora 

seu ligante seja ainda desconhecido. Como SIRPβ, SIRPγ tem uma região 

citoplasmática curta (de quatro aminoácidos), mas não tem uma cadeia lateral de 

aminoácidos carregados na região transmembrana e, portanto, não se associa à 

DAP12, parecendo não transduzir sinal algum. SIRPα e SIRPγ se ligam ao CD47, 

sendo que SIRPα liga-se com muito maior afinidade que SIRPγ. SIRPγ é expressa 

por células T, e parece funcionar como uma proteína acessória na resposta destas 

células. A região extracelular das SIRPs consiste de três domínios Ig-like, embora 

também seja expressa uma forma de SIRPα com um splicing alternativo com 

apenas o domínio Ig-like distal. Além disso, o gene na SIRPα é altamente 

polimórfico (21, 22). 

A denominação SIRPα é usada principalmente para essas moléculas 

expressas em humanos e ratos, mas também é conhecida como SHPS-1 (SH2-

domain-containing phosphatase substrate-1, expressa em camundongos), MyD-1 

(ou CD172, expressa em bovinos), BIT (brain Ig-like molecule with tyrosine-based 

activation motifs), MRF (macrophage fusion receptor), p84 neural adhesion 

molecule (23). 

SIRPα é altamente expressa por neurônios (24) e células mielóides 

com capacidade fagocítica, como granulócitos, monócitos, macrófagos e células 
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dendríticas. Uma fraca expressão de SIRPα também é detectada em outros tipos 

celulares como fibroblastos e células endoteliais (23). Em fagócitos, SIRPα 

funciona como receptor de inibição, com efeitos similares aos descritos para os 

receptores inibitórios de células NK (25). Em neurônios, a SIRPα é expressa pelos 

axônios (21), e parece ser necessária para a modulação do crescimento axonal 

por moléculas da matriz extracelular, com a lamilina (26). 

Além de ligar-se ao CD47, SIRPα também se associa a ligantes 

solúveis, as proteínas surfactantes A e D (SP-A e SP-D), que estão presentes em 

altas concentrações nos pulmões. SP-A e SP-D se ligam à mesma região da 

SIRPα que o CD47 (27). 

A região citoplasmática da SIRPα é altamente conservada entre ratos, 

camundongos e humanos. O grau de glicosilação varia consideravelmente entre 

as espécies, e pode afetar o acesso aos locais de ligação, dificultando a interação 

da SIRPα com o CD47 (21). O grau de glicosilação e a consequente determinação 

das propriedades adesivas da SIRPα pode determinar sua especificidade tecidual 

e seu envolvimento em vários processos biológicos. A SIRPα sem galactose se 

liga a várias células presentes nos linfonodos, enquanto a SIRPα galactosilada se 

liga predominantemente a macrófagos do seio subcapsular e medulares. Isto pode 

indicar que em adição ao CD47, outros ligantes para a SIRPα estão presentes nos 

macrófagos, que podem provavelmente interagir com os glicanos presentes na 

SIRPα. Possíveis counter-receptors capazes de interagir com os glicanos da 

SIRPα hematopoiética são, por exemplo, carbohydrate binding proteins com 

afinidade por galactose terminal (galectinas) ou ácidos siálicos (siglecs) (28). Os 
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diferentes níveis de glicosilação fazem com que a SIRPα apresente diferentes 

massas de acordo com o tecido (22). 

A SIRPα, uma vez ativada, inibe os sinais pró-fagocíticos dos 

receptores Fc e de complemento (14, 29). A região citoplasmática da SIRPα 

contém quatro ITIMs e uma região rica em prolina próxima ao terminal carboxi, 

que representa um local de ligação para as moléculas Src homology 3 (SH3) 

domain-contaning. A fosforilação dos resíduos de tirosina associados aos ITIMs 

permite o recrutamento de SHP-1, SHP-2 e SHIP, que por sua vez desfosforilam 

substratos protéicos específicos envolvidos na mediação de vários efeitos 

fisiológicos (22, 30, 31). A SIRPα regula negativamente a fagocitose em 

macrófagos esplênicos através da sua formação de um complexo com a SHP-1 

(32) (Figura 1).  
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Figura 1: Inibição da eritrofagocitose: 1. Fosforilação das poções ITAM do receptor de ativação 

(FcγR, no exemplo) e das porções ITIM do receptor de inibição (SIRPα) por tirosina 

quinases da família Src; 2. Recrutamento e ativação da tirosina fosfatase SHP-1 pelos 

ITIMs fosforilados do receptor de inibição, seguido de desfosforilação dos ITAMs do 

receptor de ativação e conseqüente inibição da cascata de eventos pró-fagocíticos (23). 

 

A ligação da SIRPα provoca a inibição da atividade celular, resultando 

em, por exemplo, reduzida fagocitose por macrófagos, retenção intracelular de 

TNFα e inibição da migração in vivo de células polimorfonucleares através do 

colágeno. Em fibroblastos, SIRPα está envolvida na organização do citoesqueleto 

mediada por integrinas (21, 33). Smith et al. (2003) (33) mostraram que a retenção 

intracelular de TNFα (em células mononucleares humanas e U937) provocada 

pela ligação da MyD-1 ocorre através da inibição da PI3-Kinase, via p85. A 

secreção de outras citocinas (como IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70, IL-15, 

IFN-γ) não é afetada, indicando que as propriedades inflamatórias da MyD-1 na 

secreção de citocinas pró-inflamatórias mediada por LPS é especificamente 

restrita ao TNFα (33). Em glioblastomas, a interação SIRPα-SHP2 regula 

negativamente a ativação de PI3-Kinase induzida por EGFR, o que contribui para 

o processo de transformação (34). Em células ovarianas de hamster, a ativação 

da SHPS-1 em resposta à insulina ou adesão provoca a associação de SHP2 e o 

aumento a ativação da MAP quinase (35). 

Além de SHP-1 e SHP-2, SIRPα também se liga a duas proteínas 

adaptadoras fosforiladas (Src-family-associated phosphoprotein 2 ou SCAP2, e 

FYN-binding protein ou FYB), e à proteína adaptadora growth-factor-receptor-
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bound protein 2 (GRB2), mas o papel dessas interações ainda não é conhecido 

(21). 

A fosforilação de SIRPα pode ser induzida pela interação com CD47, 

porém a adesão à vitronectina é suficiente para induzir esta fosforilação sem o 

reconhecimento de CD47 (36). A sinalização CD47-SIRPα em macrófagos 

depende principalmente da atividade da fosfatase SHP-1 (14, 37), que altera o 

estado de fosforilação do receptor de ativação e inibe a conversão de GDP-Rac 

para seu estado ativado GTP-ligado (38). 

A afinidade da interação CD47-SIRPα também pode variar dependendo 

do contexto biológico e pode não refletir simplesmente a expressão das moléculas 

per se (36). A região citoplasmática da SIRPα regula a afinidade de ligação entre 

SIRPα e o CD47, regulando, conseqüentemente, múltiplas funções deste receptor. 

A ausência da cauda citoplasmática provoca um aumento na afinidade de ligação 

do CD47 com a SIRPα e aumenta a formação de clusters de SIRPα onde há 

contato com CD47 (39). 

Camundongos com mutação da cauda citoplasmática da SHPS-1 

apresentam trombocitopenia e esplenomegalia, que deve ser atribuída, ao menos 

em parte, à combinação da eritrofagocitose pelos macrófagos esplênicos e uma 

resposta compensatória à anemia. A SHPS-1, através de sua interação com CD47 

nos eritrócitos, regula a atividade fagocítica de macrófagos esplênicos por 

eritrócitos de maneira negativa, desta forma determinando a vida média dos 

eritrócitos individuais e controlando o número de eritrócitos circulantes (32). 
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SIRPα também pode funcionar como um receptor de ativação na 

produção de óxido nítrico (NO) e EROs em macrófagos quando ligada por 

anticorpos (24, 25), além de também poder potencializar os eventos iniciais da 

sinalização de integrinas e regular positivamente a cascata de sinalização MAP-

quinase em resposta à insulina quando é superexpressa em células transfectadas 

(40). Alblas et al. (2006) (41) mostraram que a ligação de SIRPα por anticorpo 

monoclonal ou pela proteína de fusão recombinante composta pelo domínio Ig 

extracelular do CD47 de camundongo e pela porção Fc da IgG1 humana pode 

aumentar a expressão da óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e a conseqüente 

produção de NO, e ativar o sistema NADPH oxidase, e sugerem que a H2O2 

formada impede que a SHP-1 desfosforile JAK/STAT recrutadas para a SIRPα 

fosforilada, desencadeando assim, um sinal intracelular pró-inflamatório. Este 

mecanismo envolve a ação cooperativa das vias de sinalização de JAK/STAT e 

PI3-K/RAC/NADPH oxidase (NOX)/H2O2, mas é independente de NF-κB. Os 

autores sugerem que a sinalização positiva ou negativa resultante da ligação da 

SIRPα depende da natureza da função efetora. Deve considerar que os ensaios 

foram desenvolvidos com ligantes solúveis, sendo que o CD na membrana celular 

pode apresentar alterações em sua conformação, por exemplo. Além disso, 

também se deve considerar a sinalização dos componentes associados à SIRPα, 

o que torna esse cenário ainda mais complexo (41). 

Mitsuhashi et al. (2005) (42) mostraram que na musculatura esquelética 

a SHPS-1 é modulada dependendo de influências neurais. O estudo mostrou que 

em músculos denervados de camundongos, SHPS-1 é expressa em maior 
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quantidade, não interage com a SHP-2, e apresenta alterações na sua glicosilação 

e localização. Isto sugere que a SHPS-1 pode desempenhar um importante papel 

em músculos denervados (26). 

Em plaquetas, após ligação com SHPS-1, CD47 serve como um 

receptor de inibição para a sinalização mediada por αIIββ3. A interação entre o 

CD47 das plaquetas e o SHPS-1 expresso nas células endoteliais e/ou em 

leucócitos pode contar para a prevenção da formação de trombos (43). 

No sistema nervoso, a interação SIRPα-CD47 ocorre entre a SIRPα 

expressa por axônios e o CD47 expresso por dendritos em neurônios 

hipocampais, e entre sítios de contato sináptico na retina (21). Wang et al. (2006) 

(26) mostraram que a SIRPα dos cones de crescimento parece ser dinamicamente 

associada aos LMDs (microdomínios lipídicos), provavelmente incluindo 

receptores de fatores de crescimento e integrinas. A ativação desses receptores 

estimula temporariamente, via kinases da família Src, a fosforilação de SIRPα e a 

ligação de SHP2. Isto afeta a razão de crescimento axonal estimulada por IGF-1, 

provavelmente via ativação de SHP-2 e modulação da sinalização do receptor de 

IGF-1 (26). 

O papel da SHPS-1 no desenvolvimento de tumores vem sendo 

estudado, mas os resultados ainda são controversos. Chen et al. (2004) (36) 

mostraram que a maioria das linhagens celulares de tumores expressa SIRPα, 

embora os níveis de expressão variem consideravelmente, dependendo do tipo de 

tumor. SIRPα é expressa em astrócitos malignos, enquanto estudos em ratos 

revelaram que astrócitos normais não expressam SIRPα (36). Já Oshima et al. 



Introdução 59

(30) relataram que mais de 40% dos tecidos de câncer de mama mostraram 

expressão diminuída de SHPS-1, e que a expressão de SHPS-1 é bastante 

reduzida nas células transformadas com produtos de oncogene como v-Src, k-

Ras, v-Fps, e papilomavírus de células T grandes, sugerindo que reguladores 

chave do controle de crescimento podem ser regulados pela SHPS-1 (44). Assim, 

o efeito final da expressão de SIRPα pode depender da célula na qual é expresso 

assim como dos complexos de sinalização em questão (36). 

 

 

1.4. CD47 

 CD47 (ou IAP, integrin-associated protein) é uma glicoproteína 

amplamente expressa que funciona como um marcador de próprio para os 

eritrócitos (45). Eritrócitos expressam altos níveis de CD47 acoplado ao complexo 

Rh e à proteína 4.2 do complexo banda 3 da membrana (24, 45). 

  O CD47 é um membro da superfamília das Ig de proteínas de 

membrana, com um único domínio IgV-like amino-terminal, uma extensão 

altamente hidrofóbica com cinco segmentos passando transmembrana, e um 

domínio citoplasmático carboxi-terminal (Figura 2). O domínio Ig é necessário para 

a interação do CD47 com as suas integrinas associadas αvβ3v, α2β1 e αIIββ3 e 

com seus ligantes trombospondina (TSP) e SIRPα (25, 30, 31, 46). 
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Figura 2: Estrutura do CD47 (ou IAP). O domínio extracelular do tipo IgV altamente glicosilado é 

seguido de cinco segmentos transmembrana que terminam em uma cauda 

citoplasmática que apresenta quatro formas de splicing alternativo, dando origem a 

quatro isoformas (31). 

 

CD47 é importante na migração trans-endotelial e trans-epitelial de 

neutrófilos, monócitos e linfócitos, e na ativação de fagócitos por proteínas de 

matriz RGD-containing, como vitronectina, fibrinogênio, e colágeno tipo IV. Um 

efeito peculiar da ligação do CD47 por anticorpos monoclonais (mAc) ou TSP é 

induzir a apoptose caspase-independente em células T, e em leucemia linfocítica 

crônica (25). O CD47 também está envolvido na captura constitutiva de células T 
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no endotélio inflamatório sob shear stress fisiológico. Este efeito parece ser devido 

à transdução de um sinal de ativação dentro da célula T, que pode ser mediado 

tanto pela interação do CD47 com a TSP quanto com a SIRPα (47). 

Em células da musculatura lisa vascular e endotelial, a ligação da TSP1 

ao CD47 apresenta ação anti-angiogênica, inibindo a resposta fenotípica 

estimulada por NO e a sinalização de cGMP (48). A importância fisiopatológica 

deste efeito fica evidente em dois trabalhos de Isenberg et al. (2007) (49) e 

Isenberg et al. (2008) (50). No primeiro (49), os autores mostraram que 

camunodongos CD47-nulls, ou com expressão de CD47 suprimida, são protegidos 

de necrose causada por isquemia aguda. No segundo, Isenberg et al. (2008) (50) 

mostraram que esta sinalização também pode conferir susceptibilidade aos efeitos 

lesivos da radiação, pois camundongos TSP1-null ou CD47-null apresentam 

pronunciada resistência às lesões por radiação. 

CD47 no eritrócito pode reduzir o clearance in vivo e a fagocitose in 

vitro de eritrócitos IgG opsonizados pela interação com a SIRPα do macrófago. Da 

mesma maneira, a interação CD47-SIRPα também regula a fagocitose CR3/amb2 

mediada por integrina de eritrócitos opsonizados por C3bi (25). 

Eritrócitos de camundongos deficientes em CD47 (CD47-/-) são 

rapidamente eliminados da circulação de recipientes selvagens, mas não são 

afetados em recipientes CD47-/-, o que sugere que o macrófago também seja 

regulado pela expressão de CD47 na sua superfície ou em seu ambiente. Além 

disso, a ingestão de eritrócitos IgG-opsonizados por macrófagos é regulada pelo 

CD47 de maneira dose-dependente, pois eritrócitos com expressão de CD47 
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reduzida em 50% são mais rapidamente eliminados que eritrócitos normais, e 

mais lentamente eliminados que eritrócitos CD47-null (51). Esta eliminação ocorre 

sem a participação de células T e B clássicas, ativação de complemento ou 

anticorpos. O clearance de eritrócitos ocorre primariamente no baço, 

principalmente por macrófagos da poupa vermelha, já que a esplenectomia abole 

quase completamente a eliminação de eritrócitos (21, 45). 

Tanto SIRPα quanto CD47 podem prover sinal intracelular, e ambos 

podem estar presentes na mesma célula (21, 41). Confirmando esta observação, 

Ishikawa-Sekigami et al. (2006) (52) mostraram que tanto a SHPS-1 quanto o 

CD47 na superfície dos macrófagos esplênicos são necessários para o aumento 

da fagocitose de eritrócitos CD47-/- por essas células. A ablação de CD47 na 

superfície dos eritrócitos provavelmente promove a fagocitose desses glóbulos por 

macrófagos não apenas como o resultado da perda da interação inibitória entre 

CD47 e SIRPα, mas também pela geração de um sinal estimulador que precisa de 

ambos CD47 e SIRPα nos macrófagos (52). Em camundongos NOD (nonobese 

diabetic), eritrócitos CD47-/- são mais susceptíveis à destruição imune mediada 

por autoanticorpos (autoAc) devido ao fato de a falta de interação CD47-SIRPα 

aumentar os sinais pró-fagocíticos induzidos por FcγR e CR. Camundongos NOD 

anêmicos apresentam concentrações mais elevadas de IgG e IgM em 

camundongos CD47-/- que em CD47+, sugerindo que a produção dos autoAc anti-

eritrocitários é acelerada na ausência de CD47 (25). 

CD47 e seu receptor cognato SIRPα entregam um sinal negativo 

bidirecional para células T e células dendríticas (DC), mas o resultado desta 
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interação ainda é bastante controverso. Estudos de Latour et al. (2001) (53) 

mostraram que em células dendríticas, a interação CD47/SIRPα inibe a 

capacidade de resposta à IL-12 por células T anti-CD3-ativadas, um fenômeno 

associado à diminuição da expressão de IL-12R. Assim, os autores propõem que 

este par de moléculas esteja envolvido na regulação negativa da resposta 

inflamatória, na terminação de respostas imunes Ag-específicas iniciadas pelo 

contato entre mDC e células T naive, e/ou na inibição de respostas Th1 

indesejadas (53). Em contrapartida, Seiffert et al. (2001) (54) mostraram que, 

considerando a interação entre DC e LT, a sinalização SIRPα-CD47 pode 

promover a proliferação dos LT e contribuir para a ativação de LT citotóxicos 

antígeno-específicos. 

A ligação do CD47 ao TSP também modula a função de monócitos pela 

supressão da liberação de IL-12, inibindo a resposta de proliferação e de liberação 

de IFNγ induzidas por IL-12 em linfócitos T ativados (55). 

Macrófagos esplênicos da poupa vermelha podem fagocitar eritrócitos 

CD47-/- não-opsonizados. O mecanismo de reconhecimento pró-fagocítico 

utilizado por esses macrófagos não é conhecido em detalhes, mas parece 

envolver o reconhecimento da calreticulina da superfície celular dos eritrócitos 

pelo LDL receptor-related protein 1 no macrófago (25). 

Head et al. (2005) (56) mostraram que a sinalização da fosfatidilserina e 

consequente perda de viabilidade dos eritrócitos pode ser mediada pela ligação do 

CD47 com mAc, TSP-1 e o peptídeo derivado 41NK que se liga especificamente 

ao CD47, o que sugere que o CD47 possa estar envolvido na indução da morte de 
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eritrócitos. Estudos referentes ao efeito da ligação do CD47 sobre a apoptose em 

diferentes linhagens celulares (como Jurkat, linhagens de células mielóides e de 

células B) mostraram resultados controversos, sugerindo que o contexto biológico, 

o estado de ativação celular, co-sinalização por moléculas acessórias, 

conformação e flexibilidade antigênica, fatores de crescimento e citocinas são 

componentes que podem estar envolvidos na determinação da resposta à ligação 

do CD47 (46). Em células viáveis, CD47 previne a fagocitose, mas em células 

senescentes ou apoptóticas o CD47 pode ser importante na facilitação do 

clearance celular por macrófagos (25). 

A atividade de fagocitose do macrófago é determinada por um balanço 

entre sinais de inibição e ativação. A fagocitose é determinada pela força de 

sinalização relativa da SIRPα ligada pelo CD47 e de FcγR, receptores de 

complemento ou outros receptores pró-fagocíticos (Figura 3). Parece que nem os 

sinais de ativação ou inibição são dominantes. Ao contrário, a atividade fagocítica 

é determinada pela integração desses dois sinais (57). 
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Adaptado de Madame Curie Bioscience Database: Hematologic Diseases: Autoimmune Hemolytic 

Anemia and Immune Thrombocytopenic Purpura. In: Landers Bioscience, 2006. 

Figura 3: Sinais que determinam a eritrofagocitose. O estabelecimento ou não da 

eritrofagocitose é o resultado do somatório das forças relativas dos sinais de ativação 

(FcγR, CR) e de inibição (SIRPα) (57). 

 

 

1.5. SHP-1 

SIRPα é um dos substratos diretos da fosfatase SHP-1, e Timms et al. 

(1998) (19) sugerem que as funções fisiológicas mais importantes de SHP-1 sejam 

regular a proliferação e a ativação de macrófagos. 

A SHP-1 desempenha um papel de sinalização negativa, mantendo 

proteínas de sinalização em um estado inativo desfosforilado. Portanto, é 
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apropriado que SHP-1 seja mantida em um estado de atividade basal alto que 

possa ser rapidamente desligado sob ativação celular (58, 59).  

O C-terminal das proteínas tirosina fosfatases (PTPs) SHPs são ricos 

em motivos que a permitem regular, de alguma maneira, a função das fosfatases. 

Há cinco tipos de mecanismos que podem operar dentro do C-terminal: 1) 

tirosinas que podem ser fosforiladas; 2) serinas que podem ser fosforiladas; 3) 

motivos de interação membrane lipid; 4) motivos de localização lipid raft; 5) 

motivos de interação ricos em domínios prolina (60). 

Os domínios SH2 regulam a atividade fosfatase das enzimas SHP-1 e 

2. Em estado inativo, o domínio SH2 N-terminal permanece em contato com o 

domínio catalítico da molécula, restringindo o acesso dos substratos à fosfatase. O 

C-terminal permanece exposto e procura por potenciais sítios de ligação 

fosforilados em Tyr (podem ser ITIMs), e a ligação de um fosfopeptídeo ao 

domínio SH2 N-terminal provoca uma transição alostérica no domínio SH2 de um 

estado inativado para um estado ativado e a subseqüente desfosforilação do 

substrato. Esses substratos podem ser receptores ativados ou moléculas de 

sinalização, como as JAKs (família Janus Kinase de tirosina quinases 1, 2, 3 e 

TYK-2) ativadas (58, 61). 

Embora a expressão de SHP-1 seja predominantemente 

hematopoiética, expressão moderada desta proteína é aparente em muitos tecidos 

não hematopoiéticos incluindo células epiteliais malignas. Em células não-

hematopoiéticas, SHP-1 é importada para dentro do núcleo e geralmente regula 

positivamente a sinalização celular, enquanto em células hematopoiéticas, SHP-1 

é expressa no citoplasma (58, 61). 
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Camundongos sem SHP-1 funcional (fenótipo motheaten) exibem 

doença autoimune severa de múltiplos órgãos, levando à morte dentro de três 

semanas após o nascimento (59). Esses camundongos exibem concentração 

aumentada de citocinas inflamatórias (IL-6, IFNγ e TNFα) no soro. Adicionalmente, 

linfócitos T e B desses animais secretam quantidades elevadas de citocinas (IL-6, 

IFNγ e TNFα) em cultura celular, e há maior número de células T expressando o 

IL-2R. Em camundongos com mutação parcial de SHP-1 (motheaten viable, ou 

Mev), a expressão aberrante de NF-κB tem o potencial de causar defeitos 

funcionais na produção e regulação de citocinas e medeia condições fisiológicas 

que promovem autoimunidade (62). Além disso, após tratamento com IFNα, GH 

ou EPO, esses animais apresentam hiperfosforilação de JAK1 e JAK2 (61). Além 

disso, a perda de função da SHP-1 aumenta a diferenciação de células Th1 e a 

produção de IFN-γ por essas células, indicando que a SHP-1 regula 

negativamente a resposta Th1 e a produção de IFNγ (63). 

Em plaquetas humanas em condições basais, a atividade SHP-1 é alta 

e diminui sob ativação celular com trombina. Esta ativação constitutiva da SHP-1 

pode ser mediada por ligação constitutiva dos seus domínios SH2 a um complexo 

protéico que inclui a PKCα (e esta ligação deve envolver proteínas intermediárias, 

pois a PKCα não é Tyr fosforilada em condições basais em plaquetas) e têm 

implicação na ativação constitutiva de SHP-1 na célula (59). 

Em células progenitoras eritróides, SHP-1 se liga seletivamente à 

pY429 no domínio citoplasmático do EPO-R. Esta interação medeia a 
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desfosforilação e inativação de JAK2, o que é importante para a modulação 

negativa dos sinais gerados pelo EPO-R ativado (64). 

Em linfócitos T, o papel regulador negativo da SHP-1 na sinalização 

através complexo TCR/CD3 é mediado dentro dos lipid rafts (estruturas lipídicas 

firmemente empacotadas e altamente ordenadas, que ficam na membrana 

plasmática mais fluida). O C-terminal da SHP-1 é importante na mediação da 

localização desta fosfatase em lipid rafts e isto é, portanto, crítico para o papel 

inibidor da SHP-1 em eventos de sinalização iniciados através do TCR (58, 60). 

Os efeitos da SHP-1 na sinalização TCR traduzem não apenas para a regulação 

negativa da proliferação de células T, mas também para a supressão da 

maturação/expansão TCR-dirigida e deleção clonal no timo, o que pode influenciar 

a transição entre seleção positiva e negativa e, por extensão, os eventos celulares 

que levam à autoimunidade (65). 

O papel da SHP-1 na transformação celular também vem sendo 

estudado. Há um alto nível de expressão de SHP-1 na maioria das linhagens 

celulares de carcinoma epitelial ovariano e tecidos de câncer epitelial ovariano 

invasivos. Mok et al. (1995) (66) supõe que mutações somáticas ao longo do gene 

PTPN6 (o gene que codifica para SHP-1) podem resultar na geração de uma 

proteína biologicamente alterada com maior estabilidade e acumulação. 

Dos 107 genes que codificam PTPs, 38 são classificadas como PTPs 

clássicas, caracterizadas pelo motivo V/I-H-C-S-X-G dentro de seu domínio 

catalítico, e são estritamente fosfotirosina-específicas. De todas as PTPs ativas, 

apenas as duas PTPs citosólicas SHP-1 e SHP-2 contém domínios SH2 

consecutivos, o que confere especificidade biológica pela interação simultânea de 
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dois domínios SH2 da enzima de sinalização (no caso, da fosfatase), com os 

ITIMs (ou ITAMs) bifosforilados dos receptores ou substratos (67). 

Há cinco isoformas conhecidas de SHP, sendo quatro SHP-1 e uma 

SHP-2. Três variantes da SHP-1 apresentam variações no terminal N da proteína, 

e uma isoforma apresenta o N-terminal conservado, mas o C-terminal é estendido. 

SHP-1 e SHP-2, embora estruturalmente semelhantes, apresentam diferentes 

papéis na transdução de sinal: enquanto SHP-1 desempenha um papel de 

sinalização negativa, SHP-2 geralmente desempenha um papel positivo na 

sinalização celular levando à ativação celular. Enquanto a expressão de SHP-1 é 

restrita principalmente às células hematopoiéticas, SHP-2 é mais amplamente 

expressa. Ambas são expressas em muitas células hematopoiéticas (58). 

 

1.6. Anemia Hemolítica Autoimune 

A anemia hemolítica auto-imune (AHAI) resulta do aumento da taxa de 

destruição das hemácias associado à presença de auto-anticorpos dirigidos a 

esses glóbulos. Sua incidência corresponde a 1 a 2 casos/100.000 (68, 69). 

Alguns autores a consideram como um componente de uma doença sistêmica 

complexa secundária a uma disfunção do sistema imune (69). Os achados 

laboratoriais que caracterizam hemólise exacerbada são: redução de 

hemoglobina/hematócrito (Hb/Ht) e de haptoglobina, e aumento de reticulócitos, 

bilirrubina indireta, urobilinogênio urinário e da enzima lactato desidrogenase. Os 

aspectos clínicos da AHAI envolvem os sinais clássicos de anemia, como tontura, 

fraqueza, palidez e falta de ar (70). 
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A classificação das AHAIs é feita com base no tipo de anticorpo e 

temperatura na qual ele reage in vivo, podendo ser classificada em AHAI por auto-

anticorpos a quente, por auto-anticorpos a frio, ou por hemolisinas bifásicas (71). 

Na AHAI a quente, autoanticorpos aderem aos eritrócitos em 

temperatura entre 35 e 40ºC, resultando em seqüestro por macrófagos esplênicos 

e hemólise extravascular. É a forma mais comum de AHAI; a produção dos 

autoanticorpos pode ser idiopática ou secundária a doenças linfoproliferativas, 

autoimunes, imunodeficiências, infecções ou drogas. Os autoanticorpos são 

geralmente da classe IgG (principalmente IgG1 e IgG3), mas também podem ser 

IgA e IgM, e ligam-se a antígenos eritrocitários de alta frequência na população 

(68, 71).  

Os auto-anticorpos a frio são do tipo IgM e reagem em temperatura 

inferior a 30ºC. Estes anticorpos fixam complemento e costumam ser direcionados 

a antígenos específicos (anti-I, anti-i e anti-Pr). A hemólise é predominantemente 

intravascular, porém pode acontecer também pela aderência das hemácias a 

macrófagos, principalmente células de Kupffer, através de seus receptores de 

complemento. A AHAI por anticorpos a frio pode ser idiopática ou secundária a 

doenças linfoproliferativas ou infecciosas (Mycoplasma, mononucleose) (68). 

Já na AHAI por hemolisinas bifásicas, os auto-anticorpos são 

principalmente da classe IgG, fixam complemento a 30°C e promovem a lise das 

hemácias a 37°C, resultando também em hemólise intravascular. O principal 

exemplo deste tipo de AHAI é a hemoglobinúria paroxística ao frio, caracterizada 

pelo aparecimento de hemólise aguda em criança com história de infecção viral 

recente (72, 73). 
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O nível do clearance de eritrócitos in vivo e fagocitose in vitro é 

determinado pela quantidade de auto-Ac ligados à superfície das hemácias em 

sistemas experimentais. A despeito do papel proeminente da IgG anti-eritrocitária, 

a fagocitose de eritrócitos mediada por macrófagos na AHAI é provavelmente 

mediada por uma atividade sinérgica dos receptores Fcγ e de complemento, pois 

eritrócitos opsonizados com pequenas concentrações de IgG não são eliminados 

in vivo na ausência de complemento, e vice-versa, sendo que baixas 

concentrações de ambas resultam em eficiente fagocitose (25). 

O diagnóstico de AHAI é estabelecido quando o paciente apresenta 

evidências clínicas ou laboratoriais de hemólise associadas à presença de auto-

anticorpo. O Teste de Antiglobulina Direto (TAD) com soro poliespecífico positivo 

indica se há presença de um anticorpo antieritrocitário aderido à membrana das 

hemácias. Entretanto não é um teste específico, sendo necessários outros testes 

para melhor caracterização e também para a investigação do autoanticorpo 

circulante, como o TAD com soros monoespecíficos anti-IgG, IgM, IgA, C3, C3dg e 

a pesquisa e identificação de autoanticorpos circulantes. A evolução da AHAI 

idiopática por auto-anticorpos a quente não é previsível. Os pacientes podem 

alternar períodos de remissão e recaídas. Já o curso clínico da AHAI secundária 

depende da doença de base e sua evolução (71), sendo que se podem passar 

anos desde o começo do processo hemolítico e os primeiros sinais e sintomas da 

doença de base (69). 

Muitos casos de AHAI a quente ocorrem após infecção viral como 

hepatite C ou A, HIV-1, Epstein-Barr, rubéola ou varicela. Diversas linhas de 
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evidências apontam para a fagocitose como o principal mecanismo envolvido no 

efeito exacerbado de vírus sobre doenças hemolíticas autoimunes mediadas por 

anticorpos. Neste contexto, se cogita que citocinas pró-inflamatórias liberadas pelo 

indivíduo durante a resposta à infecção viral desempenhem um papel significativo 

na ativação de macrófagos e desenvolvimento de eritrofagocitose em AHAI pós-

infecção viral (74-77). Além da anemia hemolítica autoimune, a eritrofagocitose 

por macrófagos é um fenômeno que pode ser encontrado em diversas outras 

situações, como em doenças metabólicas ou malignas (78). 

Em contrapartida, diversos estudos apontam a AHAI como uma doença 

com padrão de liberação de citocinas predominantemente Th2. Pacientes com 

AHAI apresentam redução da produção de citocinas Th1 como IFNγ e IL-12, e 

aumento da produção de citocinas Th2 como IL-10 e IL-4. Também se observa um 

aumento da produção de IL-2, que é atribuído à necessidade de estímulo de 

proliferação de células T e não a um aumento da estimulação Th1 (79). 

O tratamento de primeira escolha nas AHAIs é o glicocorticóide (GC), 

que pode ser prednisona (1 mg/Kg/dia) (70) ou pulsoterapia de metilprenisolona 

ou dexametasona para os casos mais graves (80). Prednisona é uma pró-droga 

inativa que sofre metabolismo oxidativo no fígado, catalizado pela 11β-hidroxi 

esteróide desidrogenase, formando a droga ativa prednisolona. Aproximadamente 

70% da prednisona administrada por via oral é absorvida e convertida em 

prednisolona, e esta conversão é rápida e extensa (81, 82). 

Aproximadamente 20% dos pacientes atingem remissão completa da 

doença após corticoterapia. A melhora hematológica alcançada na terapia com 
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glicocorticóide parece envolver a redução da quantidade de autoAc aderidos aos 

eritrócitos e séricos e a supressão do seqüestro de eritrócitos por macrófagos 

esplênicos (71). 

Os pacientes com AHAI têm significativamente maior número de FcγR 

que controles normais, sendo que homens, tanto controles quanto pacientes, 

apresentam maior número que mulheres nas mesmas condições. A administração 

de glicocorticóide in vivo leva à diminuição do número destes FcγR, que ocorre de 

maneira dose-dependente (83). In vitro, o tratamento de polimorfonucleares 

humanos com concentração terapêutica de dexametasona causa uma diminuição 

na citotoxicidade celular dependente de Ac (ADCC) e na fagocitose. Isto se deve 

ao menos em parte à redução da expressão de FcγRI e CR3 (84), além de uma 

redução da habilidade de ligação dos receptores de IgG e C3b, o que 

secundariamente resulta na diminuição da atividade metabólica (85).  

Os efeitos anti-inflamatórios dos glicocorticóides são mediados 

principalmente por receptores que modulam a expressão de genes específicos 

(84). Após penetrar nos tecidos, os glicocorticóides ligam-se a receptores de 

glicocorticóides (GR) no citoplasma. No processo de ligação ocorre a liberação de 

uma proteína conhecida como “proteína de choque térmico” (hsp 90). O complexo 

hormônio-receptor é então transportado até o núcleo, onde se liga a “elementos de 

resposta aos glicocorticóides” (GREs) em seqüências palindrômicas de DNA 

específicas localizadas ao redor dos genes transcricionalmente ativados pelos 

GRs (86, 87). 
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Além de modular a transcrição, os GCs também apresentam efeitos em 

eventos celulares mais tardios, incluindo a tradução de RNA, síntese protéica, e 

secreção. Também podem alterar a estabilidade de mRNAs de diversas citocinas 

e outras proteínas, alterando consequentemente as concentrações intracelulares 

dessas moléculas (88) (Figura 4). 
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Adaptado de Boumpas et al., Ann Intern Med 1993;119(12):1198-208. 

Figura 4: Mecanismo de ação dos glicocorticóides. Os glicocorticóides (GC) circulam como 

moléculas livres ou complexadas a proteínas de ligação plasmáticas (L). Após a entrada 

do esteróide na célula, este se liga a receptores presentes no citosol (GRs) complexados 

a proteína de choque térmico (HSP) e imunofilina (IP). A ligação do esteróide ao 
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complexo provoca a dissociação da HSP e da IP. O complexo receptor-ligante transloca 

para o núcleo onde se liga a (ou próximo a) sequências de DNA flanqueadoras 5’ de 

certos genes. Essas regiões são conhecidas como “Elementos de Resposta aos 

Glicocorticóides” (GREs). A ligação do receptor às seqüências reguladoras de genes 

específicos aumenta ou diminui sua expressão. No primeiro caso, os GCs aumentam a 

transcrição ou estabilidade ou ambos do mRNA, que é traduzido nos ribossomos para a 

proteína correspondente. No segundo caso, os GCs suprimem certos genes em nível de 

transcrição por interagir e prevenir a ligação dos fatores nucleares necessários para a 

ativação dos genes (por exemplo, AP-1). Em outros casos, os GCs exercem seus efeitos 

pós-trancricionalmente pelo aumento da degradação do mRNA ou pela inibição da 

síntese ou secreção de proteínas. NLS2 = sequências de localização nuclear 1 e 2; τ1 

and τ2 = domínios de transativação 1 e 2 (88). 

 

Para os pacientes que não respondem a esta medicação (cerca de 

10%) ou que necessitam manutenção de prednisona em doses acima de 0,25 

mg/Kg/dia para o controle da doença, deve-se considerar a esplenectomia ou o 

uso de drogas imunossupressoras, como a ciclofosfamida e a azatioprina (68, 69, 

71, 89). Qualquer destes tratamentos requer monitoramento constante dos efeitos 

colaterais relacionados. 

Com o objetivo de explicar por que alguns autoAc humanos anti-

eritrocitários são mais hemolíticos que outros, Olsson et al. (2006) (25) sugerem 

que como o CD47 está associado ao complexo de proteínas do Rh, há a 

possibilidade de que alguns Ac sejam capazes de interferir com a interação CD47- 

SIRPα. Assim, a modulação da sinalização decorrente da ligação entre CD47 e 
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SIRPα constitui uma alternativa potencial para controlar ou mesmo impedir a 

destruição dos eritrócitos na AHAI. 
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2.1. JUSTIFICATIVA 

 

A sinalização SIRPα-CD47 entre monócitos e eritrócitos, mediada pela 

ação da fosfatase SHP-1, desempenha papel fundamental na inibição da 

eritrofagocitose. O conhecimento da regulação farmacológica da expressão de 

SIRPα e SHP-1, assim como a influência dessa regulação sobre a atividade 

funcional de monócitos, visam contribuir para a elaboração de uma ferramenta 

potencial para o controle da eritrofagocitose em doença hemolítica. 

A cultura de monócitos com GC nos permite avaliar o efeito direto desta 

droga sobre a expressão de SIRPα e SHP-1, assim como sobre a atividade 

eritrofagocítica de monócitos. Com isso podemos determinar se a regulação da 

expressão dessas proteínas faz parte do mecanismo dos GCs de inibição da 

eritrofagocitose in vivo. A determinação do efeito de IFNγ/TNFα sobre a expressão 

de SIRPα e SHP-1, e sobre a capacidade de eritrofagocitose de monócitos de 

doadores sadios nos permite avaliar o papel dessas citocinas no desenvolvimento 

de AHAI após infecção viral. Além disso, a determinação do nível de expressão 

gênica de SIRPα e SHP-1 em pacientes com AHAI a quente nos permite avaliar 

como esse sistema funciona no curso da doença hemolítica, após tratamento 

farmacológico, e o seu envolvimento na fisiopatologia da AHAI. 
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2.2. OBJETIVOS 

 

2.2.1. OBJETIVO GERAL 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a modulação da expressão gênica e 

protéica de SIRPα e SHP-1 por dexametasona e pelas citocinas IFNγ e TNFα, e a 

conseqüência desta modulação sobre a atividade eritrofagocítica de monócitos 

humanos de doadores sadios. Além disso, avaliamos a expressão gênica de 

SIRPα e SHP-1 em pacientes com AHAI antes e após corticoterapia, e o possível 

papel da citocina IL-10 e da hemina nesta regulação. 

 

2.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Avaliar o efeito da dexametasona e das citocinas IFNγ/TNFα sobre a 

expressão gênica e protéica de SIRPα e SHP-1 em monócitos de doadores 

sadios; 

2) Avaliar o efeito da dexametasona e das citocinas IFNγ/TNFα sobre a 

atividade eritrofagocítica de monócitos de doadores sadios; 

3) Determinar o nível de expressão gênica de SIRPα e SHP-1 em monócitos 

de pacientes com AHAI antes e após corticoterapia; 

4) Avaliar o efeito da prednisona sobre a expressão gênica de SIRPα e SHP-1 

em monócitos de doadores sadios; 

5) Comparar a cinética de expressão gênica de SIRPα e de SHP-1 à cinética 

de liberação da citocina IL-10 em células mielomonocíticas U937; 
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6) Avaliar a influência do heme na expressão de SIRPα e SHP-1 em 

monócitos de doadores sadios; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Seleção doadores sadios 

Foram selecionados 32 doadores de sangue para o isolamento de 

monócitos destinados à determinação da regulação farmacológica in vitro da 

expressão de SIRPα e SHP-1. Outros 4 doadores Rh+ foram selecionados para 

isolarmos eritrócitos para os ensaios de eritrofagocitose. Todos os doadores 

seguiram os seguintes critérios de exclusão: fumo; processo inflamatório, 

infeccioso ou doença genética; uso de anti-inflamatórios não-esteroidais ou drogas 

antimicrobianas nos últimos 30 dias; ou uso de anti-inflamatórios esteroidais ou 

outros imunossupressores nos últimos 6 meses; ou transfusão de hemoderivados 

nos últimos 3 meses. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de 

Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas de acordo com a 

Resolução 96/196 do Ministério da Saúde do Brasil. Todos os participantes 

assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes de serem incluídos 

no protocolo. 

 

3.2. Avaliação Imunohematológica dos pacientes com AHAI: 

A caracterização imunohematológica dos pacientes com AHAI 

estudados envolveu os seguintes ensaios: 

3.2.1.    Teste da Antiglobulina Direto (TAD) 

O TAD foi realizado para se determinar a presença de auto-Ac e/ou 

complemento aderidos à membrana das hemácias dos pacientes avaliados. À 
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princípio de fez o TAD utilizando-se soro poliespecífico, que apontou para a 

presença ou não de IgG ou complemento. Confirmando este ensaio, se fez o TAD 

utilizando-se soros monoespecíficos anti-IgG, anti-IgM, anti-IgA e anti-C3d, o que 

nos permitiu identificar a classe dos auto-Ac aderidos às hemácias ou se esta 

estava sensibilizada por complemento. Os anticorpos utilizados no ensaio se ligam 

aos auto-Ac presentes na membrana das hemácias testadas promovendo sua 

aglutinação. Assim, o TAD foi realizado pela técnica de gel centrifugação com 

soros poliespecífico (DiaMed – ID, Cressier Sur Morat, Suíça) e monoespecíficos 

(DiaMed – ID, Cressier Sur Morat, Suíça). 

3.2.2.    Eluato 

O ensaio de eluato confirmou o caráter anti-eritrocitário dos auto-Ac 

aderidos às hemácias dos pacientes. Para isso se promoveu a eluição dos auto-

Ac aderidos às hemácias utilizando a técnica da glicina ácida (DiaMed, DiaMed 

Latino América, Brasil), e o eluato obtido foi testado contra hemácias de triagem 

comerciais (DiaMed, DiaMed Latino América, Brasil). Assim como no TAD, 

presença dos Ac anti-eritrocitários (que se ligam às hemácias comerciais) é 

determinada por ensaio de aglutinação. Desta forma se pôde determinar a 

especificidade dos Ac aderidos às hemácias. 

3.2.3.    Pesquisa de auto anticorpos 

A pesquisa de anticorpos detecta a presença de auto e/ou alo-Ac anti-

eritrocitários no soro dos pacientes. Para isso utilizamos a técnica de gel 

centrifugação (assim como no TAD, ou seja, Ac específicos promovem a 

aglutinação de hemácias sensibilizadas), onde o soro do pacientes foi testado 
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diretamente contra hemácias de triagem (DiaCell III, DiaMed Latino América, 

Brasil). 

 

3.3. Seleção dos pacientes com Anemia Hemolítica Autoimune 

Monócitos de pacientes com AHAI foram utilizados para determinarmos 

a possibilidade de haver alguma relação entre o nível de expressão gênica de 

SIRPα e SHP-1 e o desenvolvimento de doença hemolítica. 

Amostras de sangue foram coletadas de 6 pacientes com AHAI a 

quente antes de corticoterapia (pré -GC) e 5 pacientes com AHAI a quente após 

corticoterapia (pós-GC), atendidos no Hemocentro da Universidade Estadual de 

Campinas. Dos 6 pacientes avaliados no grupo pré-GC, 3 foram também 

avaliados no grupo pós-GC. Os demais pacientes do grupo pré-GC não 

compareceram para nova coleta de sangue durante o tratamento. O diagnóstico 

de AHAI baseou-se em avaliação imunohematológica (descrita anteriormente) e 

os pacientes do grupo pré-GC incluídos em nosso estudo se encaixaram nos 

seguintes critérios, simultaneamente: 

- TAD poliespecífico positivo; 

- TAD monoespecífico positivo para IgG; 

- Confirmação da presença de autoanticorpos séricos (pesquisa de 

autoanticorpos) e aderidos às hemácias (ensaio de eluição de autoanticorpos). 

Com relação à caracterização imunohematológica, a presença de IgA 

confirmada através de TAD monoespecífico foi considerada critério de exclusão, 

enquanto a presença de complemento não foi utilizada como critério de inclusão 
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ou exclusão. Desta forma, procuramos estudar um grupo homogêneo, embora 

com n pequeno. A coleta das amostras dos pacientes pré-GC foi feita no momento 

do diagnóstico, antes de qualquer tratamento. Os pacientes com AHAI avaliados 

pós-GC obedeceram aos critérios de terem sido anteriormente diagnosticados 

com AHAI a quente, seguindo os mesmos parâmetros estabelecidos para os 

pacientes pré-GC estudados, e estarem sob corticoterapia (prednisona, 1 

mg/kg/dia) há 3 meses ou mais. 

Para a seleção dos pacientes com AHAI contamos com a colaboração 

das hematologistas Profa. Dra. Sara Teresinha Olalla Saad e Dra. Maria de 

Lourdes Barjas-Castro. Dos 8 pacientes estudados, 6 eram mulheres e 2 eram 

homens, com idade entre 18 e 65 anos. Nenhum dos pacientes recebeu 

transfusão de sangue antes da coleta da amostra. 

 

3.4. Separação e cultura de células 

Monócitos de sangue periférico foram obtidos de doadores sadios e 

pacientes com AHAI. Células mononucleares foram separadas do sangue 

periférico por centrifugação em gradiente de densidade com Ficoll-Paque 1,077, e 

os monócitos foram isolados por adesão em placas de poliestireno durante 1 hora 

a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar. Células 

mielomonocíticas U937 foram utilizadas nos ensaios de cinética de expressão 

gênica de SIRPα e SHP-1, e de liberação da citocina IL-10, pois precisávamos de 

grande quantidade de células e optamos por utilizar células de linhagem. As 

células U937 foram obtidas da ATCC (American Type Culture Collection), e 
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mantidas a 5x105 células/ml em meio RPMI 1640 completo suplementado com 

10% de soro bovino fetal (FBS) inativado pelo calor, penicilina G (100 U/ml), 

estreptomicina (100 µg/ml) e L-glutamina (2mM), a 37°C em atmosfera umidificada 

contendo 5% de CO2 e 95% de ar. Monócitos de pacientes com AHAI foram 

utilizados logo após a separação. Monócitos de doadores sadios e células U937 

foram cultivados com dexametasona (Dexa: 1µM por 48 ou 72 horas), interferon-γ 

(IFNγ - 100 U/ml) e fator de necrose tumoral α (TNFα - 1000 U/ml, por 48 horas), 

prednisolona (Pred: 0,15mg/l ou 1mg/l por 72 horas) ou Hemina (30 µM, por 6 

horas), em meio RPMI 1640 completo suplementado com 10% de soro bovino 

fetal (FBS) inativado pelo calor, penicilina G (100 U/ml), estreptomicina (100 µg/ml) 

e L-glutamina (2mM), a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 

95% de ar. 

 

3.5. Reação de Polimerização em Cadeia - PCR 

Para determinar os níveis de mRNA transcrito de SIRPα e SHP-1 foi 

realizada a análise quantitativa relativa de expressão em tempo real (Real Time 

PCR). Essa metodologia é baseada no monitoramento da fluorescência emitida 

durante a reação de polimerização em cadeia (PCR) pela ligação de um corante 

(“SYBR Green”) na fita recém sintetizada. O RNA foi extraído usando o Kit Trizol 

(Invitrogen, Catalog n° 15596-026) dos monócitos recém-isolados ou cultivados, e 

das células U937 de acordo com as instruções do fabricante. Reação de 

transcrição reversa foi realizada utilizando-se o Kit SuperScript II RT (GIBCO BRL, 

Gaithersburg, MD) e hexâmeros randômicos. Os oligonucleotídeos iniciadores 

(primers) foram desenhados utilizando-se o software Primer Express (Applied 
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Biosystems, Foster City, CA, USA) para se amplificar especificamente o cDNA do 

gene de interesse. As seqüências de primers foram SIRPα forward 

GCCAGCGGTCAGCAAAAG, SIRPα reverse TGTTCCGTTCATTAGATCCAGTGT, 

SHP-1 forward CGAGGTGTCCACGGTAGCTT, and SHP-1 reverse 

ATCCGAATATGGGTCACCTGAT. A expressão gênica de β-actina, um gene de 

expressão constitutiva, foi usada como controle interno para determinarmos a 

quantidade e qualidade do cDNA. As reações foram feitas em um volume de 12µl 

de SYBR Green Master Mix PCR (Applied Biosystems), e realizadas em placa 

MicroAmp Optical de 96 poços (Applied Biosystems) usando o 7500 Sequence 

Detector System (Applied Biosystems). Para confirmar a especificidade e 

reprodutibilidade da reação de PCR em Tempo Real, a precisão intra-ensaio foi 

calculada de acordo com a equação E=10(1-1/slope). Os transcritos analisados 

demonstraram razão de eficiência da reação de PCR acima de 99% para ambos 

os primers utilizados (correlação do coeficiente de Pearson r>0,95). Duas réplicas 

de cada amostra foram corridas na placa e a expressão dos genes estudados foi 

normalizada contra a expressão gênica de β-actina. 

 

3.6. Western Blotting 

Utilizamos a técnica de Western Blotting para fazer uma quantificação 

relativa das proteínas SIRPα e SHP-1 em monócitos cultivados em condições 

basais (grupo controle), com dexa, IFNγ/TNFα ou hemina. Esta técnica se baseia 

na detecção de proteínas específicas através da reação antígeno-anticorpo 

seguida da detecção do complexo por reação de precipitação. A proteína total foi 

extraída de monócitos cultivados usando tampão de lise (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 

150 mM NaCl, 0,02% azida sódica, 100µg/ml PMSF, 1,0µg/ml aprotinina, 1% 
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Triton X-100). 20µg de cada amostra de proteína foram misturados a dois volumes 

de tampão SDS 3x (2% SDS, 5% glicerol, azul de bromofenol, 5% 

mercaptoetanol), fervidos por 5 minutos e separados por gel SDS-PAGE (sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 8% durante 90 minutos em 

80V. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas em leite desnatado a 5% por 1 

hora, lavadas com TBS/Tween 20 (0,05% TBS, 0,1% Tween 20), e incubadas com 

anticorpo (Ac) de coelho IgG anti-SIRPα (1:1000, Invitrogen) ou Ac de coelho IgG 

anti-SHP-1 (1:1000, Invitrogen) overnight a 4°C. O excesso de Ac primário foi 

removido lavando-se as membranas 4 vezes com tampão TBS-Tween 20. As 

membranas foram em seguida incubadas por 1 hora com o Ac secundário de 

cabra IgG anti-IgG de coelho conjugada com horseradish peroxidase (1:5000, 

Invitrogen). As membranas foram lavadas novamente por 4 vezes com 

TBS/Tween 20 e as bandas peroxidase-positivas foram detectadas usando o Kit 

Opti-4CNTM Substrate (Bio-Rad, Cat n° 170-8235). As mesmas membranas foram 

então incubadas com Ac de coelho IgG anti-β-actin (1:5000, Invitrogen) por 1 hora, 

e após a remoção do excesso de Ac primário por lavagem com TBS/Tween 20, 

foram novamente incubadas com o mesmo Ac secundário de cabra IgG anti-IgG 

de coelho conjugada com horseradish peroxidase por 1 hora. Após a nova 

detecção de bandas peroxidase-positivas, a expressão relativa de proteína foi 

calculada usando a β-actina como controle interno constitutivo. 
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3.7. Ensaio de eritrofagocitose 

Este ensaio foi realizado a fim de determinarmos a atividade funcional 

de monócitos de indivíduos sadios cultivados expressando diferentes níveis de 

SIRPα. O ensaio de eritrofagocitose foi realizado se incubando eritrócitos 

autólogos Rh+ sensibilizados com anticorpo anti-D (1:30, Invitrogen) e 

complemento (utilizando-se o soro do próprio doador), com monócitos cultivados 

com dexa ou IFNγ/TNFα na proporção de dez eritrócitos para um monócito. A 

opsonização foi confirmada por TAD utilizando soros poli e monoespecíficos. Após 

30 minutos de eritrofagocitose, os monócitos foram imobilizados em uma lâmina 

de vidro por centrifugação CytoSpin, e coloridos utilizando-se o corante 

Leishmann. A porcentagem de eritrofagocitose foi determinada por microscopia 

óptica e os resultados foram expressos como Eritrofagocitose Relativa (ER), 

considerando-se os resultados obtidos pelos monócitos cultivados em condições 

basais como 1,0. Para isso utilizamos a seguinte equação: 

ER =   % EF tratamento (dexa ou IFNγ/TNFα) 

             % EF controle 

% EF: porcentagem de eritrofagocitose determinada por microscopia. 

 

3.8. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbant Assay) 

Para a dosagem de IL-10 liberada por células U937 foram utilizados 

Kits comerciais (DuoSet, RD Systems, EUA). Os ensaios foram realizados em 

placas MultiSort (Nunc, Dinamarca) segundo os protocolos do fabricante. 

Resumidamente, as placas foram incubadas com anticorpos de captura e, após 
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bloqueio, submetidas à incubação com amostras e diluições do padrão 

recombinante do Kit. Em seguida, houve a incubação com anticorpos de detecção 

conjugados à biotina. A incubação seguinte ocorreu com uma solução de 

estreptavidina conjugada à peroxidase. A revelação da reação foi feita com 

peróxido de hidrogênio e tetrametilbenzidina (TMB) e a parada ocorreu pela 

adição de H2SO4 2N. A leitura da intensidade da coloração foi realizada em 

450nm. O limite de detecção de IL-10 foi de 46,9 pg/ml. Foi estabelecida uma 

curva padrão com gráfico de dispersão, no qual a variável X foi a densidade óptica 

obtida nas leituras, e Y foi a concentração da citocina IL-10. A equação da reta do 

gráfico foi obtida através de uma linha de tendência polinomial, que foi aceita 

somente quando r2 foi maior que 0,95 no programa GraphPad Prism (GraphPad 

Softwate, Inc, 2007). Todas as amostras e pontos da curva padrão foram feitos em 

duplicata. Os resultados foram expressos em pg/ml. 

 

 

3.9. Análise estatística 

Os dados foram representados como a média ± erro padrão da média 

(SEM). As comparações entre monócitos cultivados com dexa, IFNγ/TNFα, ou 

hemina, e as mesmas células cultivadas em condições basais foram feitas 

utilizando-se o teste de Mann-Whitney (para dados não pareados) ou o teste 

pareado de Wilcoxon, conforme indicado. A expressão gênica de SIRPα e SHP-1 

de doadores sadios foi comparada a pacientes com AHAI através do teste de 
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Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de Dunn. Os dados foram considerados 

significativamente diferentes quando p<0,05 (90, 91). 

 

 



Resultados 95

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 
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4.1. Expressão gênica e protéica de SIRPα e SHP-1 em monócitos normais: 

Em monócitos de doadores sadios, a cultura com dexa ou IFNγ e TNFα 

por 48 horas provocou um aumento significativo na expressão gênica de SIRPα 

(figura 5, painel A) e SHP-1 (figura 6, painel A) quando comparamos a monócitos 

cultivados em condições basais (grupo controle, formados por células cultivadas 

nas mesmas condições, mas na ausência de dexa, IFNγ e TNFα, prednisolona ou 

hemina. Paralelamente, IFNγ e TNFα aumentaram significativamente a expressão 

da proteína SIRPα em monócitos de doadores sadios (figura 5, painel B), mas não 

alteraram a expressão da proteína SHP-1 (figura 6, painel B). Já dexa, quando 

usada por 48 horas reduziu significativamente a expressão da proteína SIRPα 

(figura 5, painel B). Ao aumentarmos o tempo de cultura com dexa para 72 horas 

observamos um discreto aumento na expressão da proteína SIRPα, que passou a 

ter o mesmo nível de expressão que as células cultivadas em condições basais 

(figura 5, painel C). Além disso, a cultura com dexa não alterou a expressão da 

proteína SHP-1 (figura 6, painel B). 
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Figura 5: Expressão gênica e protéica de SIRPα em monócitos normais cultivados com dexa ou 

IFNγ e TNFα. Painel A: Expressão gênica relativa de SIRPα em monócitos de doadores 

sadios cultivados com dexa (1µM) ou IFNγ (100U/ml) e TNFα (1000U/ml) durante 48 

horas. Em monócitos de sangue periférico, tanto dexa quanto IFNγ/TNFα promoveram 

aumento significativo na expressão gênica de SIRPα após 48 horas de cultura, em 

comparação às mesmas células cultivadas em condições basais (n=4) (dexa: p=0,0286, 

n=4; IFNγ/TNFα: p=0,0286, n=4, Teste de Mann-Whitney). Painel B: Expressão da 

proteína SIRPα em monócitos de doadores sadios cultivados com dexa (1µM) ou IFNγ 

(100U/ml) e TNFα (1000U/ml) durante 48 horas. IFNγ/TNFα aumentaram a expressão da 

proteína SIRPα em monócitos, em comparação às mesmas células cultivadas em 

condições basais (n=10) (IFNγ/TNFα: p=0,0098, n=10, Teste de Wilcoxon). Neste tempo 

de cultura, monócitos cultivados com dexa apresentaram menor expressão da proteína 

SIRPα que monócitos cultivados em condições basais (dexa: p=0,0059, n=10, Teste de 

Wilcoxon). Painel C: Expressão da proteína SIRPα em monócitos de doadores sadios 

cultivados com dexa (1µM) durante 72 horas. Monócitos cultivados com dexa por 72 

horas apresentaram o mesmo nível de expressão da proteína SIRPα que células 

cultivadas em condições basais (dexa: p=0,0938, n=6, Teste de Wilcoxon). 
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Figura 6: Expressão gênica e protéica de SHP-1 em monócitos normais cultivados com dexa ou 

IFNγ e TNFα. Painel A: Expressão gênica relativa de SHP-1 em monócitos de doadores 

sadios cultivados com dexa (1µM) ou IFNγ (100U/ml) e TNFα (1000U/ml) durante 48 

horas. Em monócitos, tanto dexa quanto IFNγ/TNFα promoveram aumento significativo 

na expressão gênica de SHP-1 após 48 horas de cultura, em comparação às mesmas 

células cultivadas em condições basais (n=5) (dexa: p=0,0159, n=5; IFNγ/TNFα: 

p=0,0357, n=4, Teste de Mann-Whitney).  Painel B: Expressão da proteína SHP-1 em 

monócitos de doadores sadios cultivados com dexa (1µM) ou IFNγ (100U/ml) e TNFα 

(1000U/ml) durante 48 horas. A expressão da proteína SHP-1 em monócitos não é 

alterada pela cultura com dexa ou IFNγ/TNFα, quando comparamos com as mesmas 
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células cultivadas em condições basais (n=5) (dexa: p=0,08125; IFNγ/TNFα: p=0,6250, 

n=5, Teste de Wilcoxon). 
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4.2. Ensaio de eritrofagocitose: 

Em paralelo ao aumento da expressão gênica e protéica de SIRPα, a 

cultura com IFNγ e TNFα reduz significativamente a fagocitose de eritrócitos por 

monócitos de indivíduos sadios. Dexa, que não alterou a expressão das proteínas 

SIRPα ou SHP-1, não alterou também a fagocitose de eritrócitos por monócitos de 

indivíduos sadios (figura 7). 

 

 

 



Resultados 103

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

z  

Figura 7: Ensaio de eritrofagocitose por monócitos normais normais cultivados com dexa ou IFNγ e 

TNFα. Eritrofagocitose por monócitos de doadores sadios cultivados com dexa (1µM) 

e/ou IFNγ (100U/ml) e TNFα (1000U/ml) durante 72 e 48 horas, respectivamente. 

Monócitos cultivados com IFNγ/TNFα por 48 horas apresentaram menor capacidade de 

fagocitar eritrócitos opsonizados que células cultivadas em condições basais (n=4) 

(IFNγ/TNFα: p=0,0265, n=4, Teste de Mann-Whitney). Em contrapartida, a cultura de 

monócitos com dexa não alterou sua capacidade de eritrofagocitose, em comparação 

também às células cultivadas em condições basais (dexa: p=0,3005, n=4, Teste de 

Mann-Whitney). 
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4.3. Caracterização imunohematológica e índices hematimétricos dos 

pacientes com AHAI: 

Os pacientes com AHAI que participaram do estudo foram submetidos a 

testes laboratoriais para a detecção de auto anticorpos no soro e ligados às 

hemácias. Todos os pacientes avaliados antes de corticoterapia apresentaram 

TAD positivo com soro poliespecífico, assim como TAD positivo com soros 

monoespecíficos que confirmaram a presença de níveis elevados de IgG, IgM e 

C3d. Ensaios de eluição de anticorpos das hemácias e pesquisa de auto 

anticorpos também apresentaram resultado positivo nos pacientes estudados 

(quadro 2). Além disso, os pacientes portadores de AHAI estudados antes de 

corticoterapia apresentaram redução significativa de Hb/Ht, associada a aumento 

de reticulócitos (quadro 3). 

Os pacientes com AHAI estudados após corticoterapia apresentaram 

TAD positivo quando utilizado soro poliespecífico, sendo que o TAD com soros 

monoespecíficos indicou a presença apenas de IgG. Além disso, a maioria dos 

pacientes apresentou resultados positivos para os ensaios de eluição de 

anticorpos das hemácias e pesquisa de auto anticorpos (quadro 2). Em 

contrapartida, pacientes com AHAI após corticoterapia apresentam níveis normais 

de Hb/Ht e de reticulócitos (quadro 3). 
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Quadro 2: Caracterização imunohematológica dos pacientes com AHAI avaliados no estudo: 

Pacientes com AHAI apresentaram TAD positivo, indicando a presença de IgG, IgM e C3d. Nos 

pacientes pós-GC estudados, IgM e C3d não foram detectados, enquanto IgG se encontrou 

presente na membrana dos eritrócitos e no soro. TAD: Teste da Antiglobulina Direto; CRTL: 

Controle Autólogo. Positivo (+); Indetectável (-); Não determinado (ND). 

 

TAD 

Soros monoespecíficos 
Pacientes 

antes de 

terapia com 

GC 

TAD 

Soro 

poliespecífico 
IgG IgM IgA C3 C3d CRTL 

Eluição de 

Anticorpos 

Pesquisa 

de auto-

anticorpos 

TFL + + + - - + - + + 

IAPM + + + - - + - + + 

MLS + + + - - + - + + 

CPC + + + - - + - + + 

JMM + + + - - + - + + 

MLP + + + - - + - + + 

 

TAD 

Soros monoespecíficos 
Pacientes 

após terapia 

com GC 

TAD 

Soro 

poliespecífico IgG IgM IgA C3 C3d CRTL 

Eluição de 

Anticorpos 

Pesquisa 

de auto-

anticorpos 

HSC + + - - - - - - ND 

MLP + + - - - - - + + 

MLS + + - - - - - + + 

CPC + + - - - - - ND ND 

MFS + + - - - - - + + 
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Quadro 3: Índices hematimétricos dos pacientes com AHAI pré e pós-Gc estudados: Pacientes 

com AHAI pré-GC apresentaram reticulocitose e baixos níveis de hemoglobina. Os 

pacientes do grupo pós-GC apresentaram Hb/Ht e reticulócitos normais. Hb: 

hemoglobina; Ht: hematócrito; H: homem; M: mulher. 

 

Pacientes 

antes de 

terapia com 

GC 

Hb / Ht 

(g/dl / %) 

Reticulócitos 

(% / x109/l) 

TFL 4.4 / 13.1 2.08 / 93.5 

IAPM 4.3 / 11.6 0.23 / 3.5 

MLS 6.0 / 20.5 22.57 / 416.3 

CPC 7.4 / 21.8 15.31 / 403.4 

JMM 6.8 / 21.1 18.29 / 373.8 

MLP 4.5 / 12.3 18.68 / 389.2 

 

 

Pacientes 

após terapia 

com GC 

Hb / Ht 

(g/dl / %) 

Reticulócitos 

(% / x109/l) 

HSC 10.5 / 30.9 0.71 / 23.3 

MLP 14.9 / 43.5 1.28 / 65.2 

MLS 11.9 / 34.1 2.85 / 107.5 

CPC 12.0 / 34.3 0.83 / 40.9 

MFS 11.5 / 32.9 3.61 / 122.3 

 

Hb 

(g/dl) 

Ht 

(%) 

Reticulócitos (%) Reticulócitos 

(x109/l) 

 

Valores de 

referência H=15.5+/-2,5 

M=14.0+/-2,5 

H=47+/-7 

M=42+/-5 

0.5-2.5 22-139 
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4.4. Expressão gênica de SIRPα e SHP-1 em pacientes com AHAI: 

Monócitos de pacientes com AHAI antes de corticoterapia 

apresentaram expressão gênica de SIRPα (figura 8) e SHP-1 (figura 9) 

aumentadas em comparação a monócitos normais. Após corticoterapia, monócitos 

de pacientes com AHAI expressaram o mesmo nível de mRNA de SIRPα e SHP-1 

que monócitos normais. 
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Figura 8: Expressão gênica relativa de SIRPα em monócitos de doadores sadios (controle, n=14), 

e em monócitos de pacientes com AHAI antes (pré-GC, n=6) e após (pós-GC, n=5) 

corticoterapia. Monócitos de pacientes com AHAI pré-GC apresentaram expressão 

gênica de SIRPα significativamente maior que monócitos de doadores sadios e que 

monócitos de pacientes com AHAI pós-GC (p=0,0007, Teste de Kruskal-Wallis; controle 

versus pré-GC: p<0,05; pré-GC versus pós-GC: p<0,05, pós-teste de Dunn). Monócitos 

de pacientes com AHAI pós-GC apresentaram o mesmo nível de expressão gênica de 

SIRPα que monócitos de doadores sadios (controle versus pós-GC: p>0,05, pós-teste 

de Dunn). 
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Figura 9: Expressão gênica relativa de SHP-1 em monócitos de doadores sadios (controle, n=11), 

e em monócitos de pacientes com AHAI antes (pré-GC, n=6) e depois (pós-GC, n=5) de 

corticoterapia. Monócitos de pacientes com AHAI pré-GC apresentaram expressão 

gênica de SHP-1 significativamente maior que monócitos de doadores sadios e que 

monócitos de pacientes com AHAI pós-GC (p=0,004, Teste de Kruskal-Wallis; controle 

versus pré-GC: p<0,05; pré-GC versus pós-GC: p<0,05, pós-teste de Dunn). Monócitos 

de pacientes com AHAI pós-GC apresentaram o mesmo nível de expressão gênica de 

SHP-1 que monócitos de doadores sadios (controle versus pós-GC: p>0,05, pós-teste 

de Dunn). 
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4.5. Expressão gênica de SIRPα e SHP-1 em monócitos normais cultivados 

com prednisolona: 

Como mostrado anteriormente, dexa promoveu um aumento 

significativo na expressão gênica de SIRPα e SHP-1 em monócitos de doadores 

sadios in vitro. In vivo, monócitos de pacientes tratados com prednisona 

apresentaram expressão gênica de SIRPα e SHP-1 significativamente menor que 

pacientes com AHAI antes de corticoterapia. Para esclarecer se o efeito da 

prednisona in vitro seria diferente do observado com dexa sobre a expressão 

gênica de SIRPα e SHP-1, determinamos a expressão destes genes em 

monócitos de doadores sadios cultivados com prednisolona (o metabólito ativo da 

prednisona). Nossos resultados mostraram que a prednisolona, tanto em baixa 

dose (0,15mg/l) quanto em dose aplicada em pulsoterapia (1,0mg/l) aumenta 

significativamente a expressão gênica de SIRPα (figura 10, painel A) e SHP-1 

(figura 10, painel B) em monócitos cultivados por 72 horas. 
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Figura 10: Expressão gênica de SIRPα e SHP-1 em monócitos normais cultivados com 

prednisolona. Painel A: Expressão gênica relativa de SIRPα em monócitos de 

doadores sadios cultivados com prednisolona (0,15 e 1,0mg/l) durante 72 horas. Em 

monócitos de doadores sadios, tanto a dose de 0,15mg/l quanto a de 1,0mg/l 

promoveram aumento significativo na expressão gênica de SIRPα após 72 horas de 

cultura, em comparação às mesmas células cultivadas em condições basais (n=4) 

(p=0,0286, n=4, Teste de Mann-Whitney). Painel B: Expressão gênica relativa de SHP-

1 em monócitos de doadores sadios cultivados com prednisolona (0,15 e 1,0mg/l) 

durante 72 horas. Em monócitos de doadores sadios, tanto a dose de 0,15mg/l quanto a 

de 1,0mg/l promoveram aumento significativo na expressão gênica de SHP-1 após 72 

horas de cultura, em comparação às mesmas células cultivadas em condições basais 

(n=4) (p=0,0286, n=4, Teste de Mann-Whitney). 
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4.6. Cinética de liberação de IL-10 versus cinética de expressão gênica de 

SIRPα e SHP-1 em células U937: 

Comparando a cinética de liberação de IL-10 (figura 11, painel C) e de 

expressão gênica de SIRPα (figura 11, painel A) e SHP-1 (figura 11, painel B) em 

células mielomonocíticas U937 cultivadas com dexa ou IFNγ e TNFα por 3, 6, 18, 

24 e 48 horas, observamos que não há relação direta ou inversa entre a 

expressão gênica de SIRPα ou SHP-1 e a liberação de IL-10 por células U937. 
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Figura 11: Cinética de expressão gênica relativa de SIRPα e SHP-1, e de liberação de IL-10 por 

células mielomonocíticas U937 (n=4). 

Painel A: Cinética de expressão gênica relativa de SIRPα em células U937 cultivadas com dexa 

(1µM) ou IFNγ (100U/ml) e TNFα (1000U/ml) durante 3, 6, 18, 24 e 48 horas (n=4). A 

expressão gênica de SIRPα em células U937 é significativamente aumentada pela 

cultura com dexa por 24 horas, enquanto IFNγ/TNFα aumentam a expressão deste 

gene em culturas de 18, 24 e 48 horas, em comparação às mesmas células cultivadas 

em condições basais (Controle versus dexa: 3 horas, p=0,8824; 6 horas, p=0,8824; 18 

horas, p=0,3005; 24 horas, p=0,0265; 48 horas, p=0,3005. Controle versus IFNγ/TNFα: 
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3 horas, p=0,3005; 6 horas, p=0,3005; 18 horas, p=0,0265; 24 horas, p=0,0265; 48 

horas, p=0,0265, Teste de Mann-Whitney). 

Painel B: Cinética de expressão gênica relativa de SHP-1 em células U937 cultivadas com dexa 

(1µM) ou IFNγ (100U/ml) e TNFα (1000U/ml) durante 3, 6, 18, 24 e 48 horas (n=4). A 

cultura de células U937 com IFNγ/TNFα promove aumento significativo na expressão 

gênica de SHP-1 nos períodos de 6, 18 e 48 horas, enquanto a dexa não altera a 

expressão deste gene nos tempos de cultura indicados, em comparação às mesmas 

células cultivadas em condições basais (Controle versus dexa: 3 horas, p=0,8824; 6 

horas, p=0,8824; 18 horas, p=0,3005; 24 horas, p=0,8824; 48 horas, p=0,8824. Controle 

versus IFNγ/TNFα: 3 horas, p=0,3005; 6 horas, p=0,0265; 18 horas, p=0,0265; 24 

horas, p=0,3005; 48 horas, p=0,0265, Teste de Mann-Whitney). 

Painel C: Cinética de liberação de IL-10 por células U937 cultivadas com dexa (1µM) ou IFNγ 

(100U/ml) e TNFα (1000U/ml) durante 3, 6, 18, 24 e 48 horas (n=4). A liberação de IL-

10 por células U937 não é alterada pela cultura com dexa ou IFNγ/TNFα nos períodos 

de tempo indicados, em comparação às mesmas células cultivadas em condições 

basais (Controle versus dexa: 3 horas, p=0,6250; 6 horas, p=0,6250; 18 horas, 

p=0,3750; 24 horas, p=0,8750; 48 horas, p=0,8000. Controle versus IFNγ/TNFα: 3 

horas, p=0,3750; 6 horas, p=0,3750; 18 horas, p=0,6250; 24 horas, p=0,1250; 48 horas, 

p=0,1250, Teste de Mann-Whitney). 
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4.7. Expressão gênica de SIRPα e SHP-1 e expressão da proteína SIRPα em 

monócitos normais cultivados com hemina: 

A fim de determinar se o aumento na concentração de heme durante a 

hemólise em pacientes com AHAI teria papel no aumento da expressão gênica de 

SIRPα e SHP-1 observada neste trabalho, realizamos um ensaio de cinética de 

expressão gênica de SIRPα por monócitos cultivados por diferentes períodos de 

tempo com diferentes concentrações de hemina. Os resultados mostraram que há 

um aumento significativo na expressão deste gene apenas quando monócitos são 

cultivados por apenas 6 horas na presença de 30µM de hemina (figura 12, painel 

A). A expressão gênica de SHP-1, estudada nos mesmo tempos de cultura e 

concentrações de hemina, não sofreu alteração significativa (figura 13). Além 

disso, o aumento da expressão gênica de SIRPα não se refletiu em aumento da 

expressão da proteína SIRPα (figura 12, painel B). 
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Figura 12: Expressão gênica e protéica de SIRPα em monócitos cultivados com hemina®. Painel 

A: Expressão gênica de SIRPα em monócitos cultivados por diferentes períodos de 

tempo (6, 24, 48 ou 72 horas, n=5) com 10, 30 ou 50µM de hemina®. Em seis horas de 

cultura observamos um aumento significativo na expressão gênica de SIRPα em 
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monócitos cultivados com 30µM de hemina (p=0,0317, Teste de Mann-Whitney). Nos 

demais tempos de cultura e concentrações de hemina não observamos alteração 

significativa na expressão gênica de SIRPα (p>0,05, Teste de Mann-Whitney). Painel 

B: Expressão protéica de SIRPα em monócitos cultivados por 6 horas com 30µM de 

hemina®. Em comparação às células cultivadas em condições basais, hemina não 

alterou significativamente o nível de expressão da proteína SIRPα (p=0,2500, n=6, 

Teste de Wilcoxon). 
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Figura 13: Expressão gênica de SHP-1 em monócitos cultivados por diferentes períodos de tempo 

(6, 24, 48 ou 72 horas, n=5) com 10, 30 ou 50µM de hemina®. Não observamos 

alteração significativa no nível de expressão gênica de SHP-1 em monócito cultivados 

com hemina em nenhum dos tempos de cultura ou concentrações de hemina, em 

comparação às células cultivadas em condições basais (p>0,05, Teste de Mann-

Whitney). 
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5. DISCUSSÃO 

 

No sistema imune, o equilíbrio entre ativação e inibição é necessário 

para iniciar, amplificar, e então controlar respostas imunológicas (92). A 

sinalização dos imuno-receptores é controlada por mecanismos complexos e 

rigidamente regulados que envolvem receptores, proteínas tirosina quinases, 

proteínas tirosina fosfatases, fosfatases lipídicas, ligases ubiquitina, e moléculas 

adaptadoras inibidoras e ativadoras. O equilíbrio entre ativação e inibição é 

necessário para modular as respostas imunes, e a maquinaria de inibição é crucial 

para a manutenção da homeostase das células do sistema imune (20). Desta 

forma são controladas numerosas respostas celulares, desde autoimunidade, 

alergia, fagocitose de eritrócitos, doença do enxerto versus hospedeiro, e até a 

neuroplasticidade (93). 

SIRPα é um receptor fundamental para a inibição dos sinais pró-

fagocíticos dos receptores Fc e de complemento (14, 29), sendo que a fosfatase 

SHP-1 desempenha papel fundamental nesta sinalização. Embora a importância 

da sinalização negativa na resposta imune seja incontestável, pouco se sabe 

sobre a regulação da expressão de SIRPα e SHP-1 em estado normal ou 

patológico, assim como sobre sua regulação farmacológica. 

Este trabalho investigou a regulação farmacológica de SIRPα e SHP-1 

em monócitos de doadores sadios e células mielomonocíticas U937 cultivados 

com dexametasona, IFNγ/TNFα, prednisolona e hemina, e avaliou o nível de 

expressão destes genes em pacientes com AHAI antes e após corticoterapia. 
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5.1. Glicocorticóide 

GCs são potentes e efetivos agente anti-inflamatórios e 

imunossupressores (94, 95) que afetam, até certo ponto, todas células envolvidas 

na resposta inflamatória. Macrófagos/monócitos são células particularmente 

sensíveis, e os GCs suprimem a liberação in vivo e in vitro da maioria dos 

mediadores inflamatórios conhecidos de macrófagos/monócitos, incluindo TNFα, 

IL-12, NO, IL-1β e MIP-1α, enquanto aumenta a produção de mediadores anti-

inflamatórios como IL-10 (94, 95). 

A fim de estudarmos o efeito direto do GC sobre a expressão das 

proteínas inibidoras SIRPα e SHP-1 em monócitos de doadores sadios, cultivamos 

essas células com dexametasona em concentração equivalente a um pulso de alta 

dose, uma das formas de se tratar a AHAI (o equivalente a um pulso de 0,4 mg/kg) 

(80). Nossos resultados mostraram que a dexa promove um aumento significativo 

na expressão gênica de SIRPα e SHP-1, mas este efeito não se reflete em 

aumento da expressão protéica. Pelo contrário, a expressão da proteína SIRPα 

em monócitos de doadores sadios cultivados com dexa por 48 horas é 

significativamente menor em comparação a monócitos de doadores sadios 

cultivados em condições basais. Quando prolongamos o tempo de cultura para 72 

horas, observamos um ligeiro aumento na expressão de SIRPα, mas ainda assim 

esta não é maior que a observada em células controle. Paralelamente, não 

observamos alteração na capacidade eritrofagocítica de monócitos de doadores 

sadios cultivados com dexa, quando comparamos aos monócitos de doadores 



Discussão 125

sadios cultivados em condições basais. Em conjunto, nossos resultados sugerem 

que a regulação da expressão de SIRPα e SHP-1 não faz parte do mecanismo 

dos GC de inibição da eritrofagocitose in vivo, e sugerem ainda que o efeito da 

dexametasona em si sobre monócitos não é suficiente para a redução da 

eritrofagocitose. 

In vivo, em paralelo à redução da expressão gênica de SIRPα e SHP-1 

observada em pacientes com AHAI, a administração de GC resulta na remissão 

da hemólise (70). Neste contexto, alguns autores mostraram que hidrocortisona e 

prednisolona inibem a eritrofagocitose de neutrófilos e macrófagos/monócitos in 

vitro quando utilizadas em altas concentrações, enquanto in vivo baixas doses 

destas drogas inibem significativamente a eritrofagocitose (96, 97). Em nossos 

experimentos, utilizamos a dexametasona, um GC altamente potente e de efeito 

prolongado, frequentemente utilizado no gerenciamento de doenças agudas. 

Dexametasona apresenta atividade glicocorticóide 30 vezes maior que a 

hidrocortisona e seis vezes maior que a prednisolona (98) e, mesmo utilizada em 

alta concentração, não observamos qualquer alteração na capacidade de 

eritrofagocitose em monócitos in vitro. 

A concentração e o timing dos GCs são fatores importantes na 

determinação de seus efeitos sobre os parâmetros imunológicos (99). Em células 

microglias e fibroblastos, altas concentrações de GCs aumentam os efeitos 

antimicrobianos de IFNγ devido a um aumento da atividade da IDO (a enzima que 

degrada triptofano, indoleamina 2,3-dioxigenase), enquanto baixas concentrações 

de esteróides não influenciam os efeitos antimicrobianos mediados por IFNγ (100). 
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Em culturas de células hipocampais, enquanto baixas doses de GCs inibem a 

expressão de IL-1β e TNFα induzida por excitotoxina, a exposição aguda a altas 

concentrações de GCs não apresentam este efeito anti-inflamatório. Além disso, a 

exposição prolongada a altas concentrações de GCs aumenta a expressão destas 

citocinas, passando a ser então pró-inflamatória (101). Em células epiteliais das 

vias aéreas, GCs promovem um aumento na expressão de proteínas do 

complemento, como C3, fator B e fator H induzido pela ativação de TLR, um efeito 

que pode impulsionar a resposta imune inata em pacientes tratados com GC 

(102). 

Nossos resultados mostraram que a dexametasona, um potente GC, 

não altera a fagocitose de eritrócitos autólogos opsonizados in vitro, assim como 

não altera a expressão das proteínas SIRPα e SHP-1 em monócitos de doadores 

sadios. Nossos resultados indicam que o efeito terapêutico de inibição da 

eritrofagocitose observado pela GC-terapia in vivo não se deve a uma ação direta 

desta droga sobre monócitos/macrófagos. Sugerimos ainda que o efeito dos GCs 

in vivo envolva um mecanismo anti-inflamatório sistêmico e cooperativo dos GCs 

in vivo, no qual uma rede de eventos transcricionais e não-transcricionais deva ser 

crucial para a inibição da eritrofagocitose observada em pacientes com AHAI após 

GC-terapia. 

 

5.2. Interferon-γ e Fator de Necrose Tumoral-α 

IFNγ e TNFα ativam fagócitos sinergicamente, induzindo essas células 

a produzirem espécies reativas intermediárias do nitrogênio (RNIs), espécies 
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reativas do oxigênio (EROs), fatores de estimulação de colônia (CSFs), IL-12, 

metabólitos do ácido aracdônico, e outros mediadores pró-inflamatórios (6, 103-

109). Além disso, a sinergia entre IFNγ e TNFα também está envolvida na 

regulação de mecanismos apoptóticos e necróticos em diversos tipos celulares 

(110, 111), na regulação da expressão de moléculas do MHC, e está 

particularmente implicada na fisiopatologia de diabetes autoimune in vivo (112, 

113). 

Embora classificadas como citocinas pró-inflamatórias e cruciais para a 

ativação de macrófagos, IFNγ e TNFα também podem desenvolver funções 

inibidoras em situações específicas. Diversos autores descreveram propriedades 

anti-inflamatórias de IFNγ e TNFα. Em certas circunstâncias, IFNγ apresenta 

efeitos anti-proliferativos e pró-apoptóticos que envolvem a produção de NO por 

macrófagos ou células microgliais (114-117) e inibe o desenvolvimento de células 

CD4+ produtoras de IL-17 associadas à autoimunidade (118-120). TNFα também 

pode estar envolvido na modulação negativa da resposta inflamatória por 

mecanismos que incluem indução da apoptose, inibição de IL-12/IL-23, e 

regulação negativa de CD3+ (121-126). Essas propriedades anti-inflamatórias são 

necessárias para limitar a duração da resposta inflamatória e prevenir o dano 

tecidual. 

Existem diversas evidências na literatura apontando citocinas pró-

inflamatórias geradas durante a resposta a infecções virais como importantes 

mediadores da produção de auto-anticorpos anti-eritrocitários e da ativação de 

macrófagos. Este é o mecanismo que se sugere para o desenvolvimento de 
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anemia hemolítica autoimune frequentemente observado após infecção viral (74, 

75). Desta forma, procuramos determinar se a regulação da expressão de SIRPα 

e/ou SHP-1 por citocinas pró-inflamatórias poderia contribuir para o 

desenvolvimento da eritrofagocitose após infecção viral. Para isto cultivamos 

monócitos de doadores sadios na presença de IFNγ/TNFα durante 48 horas, e 

determinamos o nível de expressão gênica e protéica de SIRPα e SHP-1, assim 

como a capacidade de eritrofagocitose destas células. 

Nossos resultados mostraram que IFNγ/TNFα aumentam a expressão 

gênica de SIRPα e SHP-1 em monócitos de doadores sadios, mas apenas a 

expressão da proteína SIRPα sofre um aumento significativo. Paralelamente, 

observamos uma redução significativa na capacidade de eritrofagocitose por 

monócitos de doadores sadios cultivados com IFNγ/TNFα. A interação SIRPα-

CD47 é espécie-específica, e por isso nosso ensaio de eritrofagocitose foi 

realizado utilizando-se eritrócitos humanos, autólogos e sensibilizados com 

anticorpo anti-D. Nossos resultados mostram um paralelo entre o aumento da 

expressão de SIRPα e a inibição da fagocitose de eritrócitos autólogos por 

monócitos de doadores sadios. A interação entre monócitos/macrófagos e 

eritrócitos, particularmente no que se refere à eritrofagocitose, envolve sinais 

positivos e negativos. Receptores Fcγ e de complemento direcionam esta 

interação para a fagocitose, enquanto a sinalização SIRPα-CD47 inibe este evento 

ativamente. Isto significa que sinais positivos e negativos atuam simultaneamente 

nesta comunicação, e o estabelecimento ou não da eritrofagocitose é o resultado 

do somatório das forças relativas desses sinais (57). 
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Nossos resultados estão de acordo com o trabalho desenvolvido por 

Jungi et al. (1991) (127), que mostraram que o tratamento de macrófagos com 

IFNγ inibe a fagocitose mediada por anticorpos de células humanas tumorais 

através de receptores Fc tipo II, além de inibir a fagocitose de eritrócitos 

opsonizados. Fratti et al. (1996) (128) também mostraram que IFNγ protegem 

células endoteliais de lesão provocada por Candida Albicans in vitro pela inibição 

da fagocitose, e sugerem que a redução da atividade de fagócitos não 

profissionais pode ser outro mecanismo pelo qual IFNγ protege o hospedeiro de 

patógenos intracelulares. 

Com base em nossos resultados sugerimos que, embora o 

envolvimento de IFNγ e TNFα na patogênese de doenças autoimunes esteja se 

tornando cada vez mais evidente, no desenvolvimento da anemia hemolítica 

autoimune após infecção viral essas citocinas parecem desempenhar um papel 

imunomodulador pelo aumento da expressão de SIRPα e conseqüente inibição da 

fagocitose de eritrócitos próprios. 

 

5.3. Anemia Hemolítica Autoimune 

Em modelos animais, tanto a ausência de SIRPα quanto a de CD47 

provocam exacerbada eritrofagocitose e conseqüente anemia (21, 45, 52). GC são 

as drogas de primeira escolha para o tratamento da AHAI, e seu mecanismo de 

ação envolve a redução da produção de auto-anticorpos e redução da avidez dos 

macrófagos pelos eritrócitos (71). Ahrens et al. (2006) (129) mostraram que 

pacientes com AHAI apresentam níveis normais de CD47, e a fim de determinar 
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se SIRPα e/ou SHP-1 podem ter alguma participação na fisiopatologia da AHAI, e 

se a regulação do nível de expressão desses genes faz parte do mecanismo de 

ação do glicocorticóide que resulta na inibição da hemólise em pacientes com 

AHAI, avaliamos a expressão destes genes em pacientes portadores de AHAI a 

quente antes e após corticoterapia. 

Em nosso estudo, monócitos de pacientes com AHAI apresentam 

expressão gênica aumentada de SIRPα e SHP-1 antes de corticoterapia, 

associada à presença de IgG, IgM e C3d, reticulocitose e baixos níveis de 

hemoglobina. Após corticoterapia, a expressão gênica de SIRPα e SHP-1, 

reticulócitos e hemoglobina retornam ao normal, e IgM e C3d se tornam 

indetectáveis, enquanto IgG ainda se encontra presente na membrana dos 

eritrócitos e no soro. Como demonstrado por Olsson et al. (2006) (25), IgG e 

complemento agem de maneira sinérgica, e a ausência de C3d, associada aos 

demais efeitos inibidores do sistema imune provocados pelos GCs, pode contribuir 

para a melhora hematológica observada nos pacientes com AHAI após 

corticoterapia. Não foi possível fazer a determinação da expressão protéica de 

SIRPα e SHP-1 em pacientes com AHAI devido ao pequeno volume de sangue 

coletado, o que nos fornecia uma quantidade limitada de monócitos. 

Em um trabalho recente, Barros et al. (2008) (130) mostraram que a 

expressão de SIRPα,β em monócitos de pacientes com AHAI é similar à 

encontrada em indivíduos sadios. Porém, os autores quantificaram as isoformas α 

e β simultaneamente, enquanto nosso trabalho deu enfoque à expressão gênica 

apenas de SIRPα, que de fato está envolvida na regulação da eritrofagocitose. 
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Entretanto, em nossos experimentos de avaliação da regulação farmacológica, 

pudemos observar que o aumento da expressão gênica de SIRPα ou SHP-1 não 

se reflete necessariamente em aumento da expressão da proteína final. Desta 

forma, não podemos afirmar que pacientes com AHAI, que apresentam níveis 

elevados de mRNA de SIRPα e SHP-1 em comparação a indivíduos saudáveis, 

apresentam consequentemente maior expressão das respectivas proteínas. 

O aumento da expressão gênica de SIRPα e SHP-1 em monócitos de 

doadores sadios cultivados com dexametasona in vitro sugere que a redução da 

expressão desses genes observada em pacientes com AHAI após corticoterapia 

não se deve a uma ação direta do GC. Entretanto, considerando que os pacientes 

com AHAI pós-GC estudados por nós foram tratados com prednisona e não 

dexametasona, procuramos determinar a acuidade de nossa comparação 

cultivando monócitos de doadores sadios com prednisolona, o metabólito ativo da 

prednisona (81, 82). Assim, a cultura de monócitos de doadores sadios foi feita em 

dose baixa (0,15mg/l) e em dose de pulsoterapia (1,0mg/l), e observamos que sua 

ação sobre a expressão gênica de SIRPα e SHP-1 é semelhante à ação da dexa. 

Ou seja, observamos um aumento significativo no nível de mRNA destes genes, o 

que reforça nossa observação de que na AHAI, outros fatores apresentam maior 

relevância na regulação da expressão gênica de SIRPα e SHP-1 que o GC 

empregado na terapêutica. 

Somando-se isto ao resultado que mostra que a diminuição da 

expressão gênica de SIRPα e SHP-1 em pacientes com AHAI após corticoterapia 

faz com que esse parâmetro se iguale ao observado em monócitos de doadores 
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sadios, sugerimos que alguma alteração relacionada à fisiopatologia da AHAI seja 

responsável pelo aumento da expressão gênica de SIRPα e SHP-1 nesses 

pacientes. Com base nesse raciocínio, procuramos determinar que fatores 

presentes na fisiopatologia da AHAI poderiam modular a função de monócitos, 

incluindo a expressão de genes que inibem a eritrofagocitose, e optamos por 

estudar a possibilidade de modulação pela citocina IL-10 e pelo heme. 

O padrão de liberação de citocinas na AHAI a quente é 

predominantemente Th2, com aumento da produção de IL-10 e IL-4, e redução da 

produção de IL-12 e IFNγ (79, 131). A IL-10 é produzida por linfócitos T e células 

apresentadoras de antígeno (monócitos, macrófagos, linfócitos B), as quais 

também são importantes alvos desta citocina que desempenha um importante 

papel imunossupressor. IL-10 bloqueia a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(incluindo IL-1α e β, IL-6, IL-12, IL-18 e TNF-α), coestimulação, expressão de 

MHC de classe II e secreção de quimiocinas (MCP1, MCP5, RANTES, IP-10 e 

MIP-2). Assim, a IL-10 pode regular diretamente as respostas inata e adaptativa 

Th1 e Th2 pela limitação da ativação e diferenciação de linfócitos T nos 

linfonodos, assim como pela supressão da resposta inflamatória nos tecidos (132, 

133). 

Fagiolo e Toriani-Terenzi (2002) (79) sugerem que o nível aumentado 

de IL-10 em pacientes com AHAI pode causar uma diminuição secundária na 

produção de IFNγ, indicando que a produção diminuída de citocinas tipo Th1 e a 

produção de autoAc em AHAI podem ser secundários ao desbalanço entre IL-10 e 

IL-12. Adicionalmente, Ji et al. (2004) (134) mostraram que a inibição de IL-12 e 
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IL-18 é um dos mecanismos pelos quais a IL-10 suprime a ativação e 

diferenciação de células Th1, e sugerem que, como um importante membro das 

citocinas Th2, a IL-10 promove não apenas a produção de IgA e IgG por uma ação 

direta da IL-10 sobre os linfócitos B (135, 136), mas também o efeito dos Ac por 

aumentar a expressão de CD64, promovendo efeitos imunológicos mediados por 

IgG. Com base nessas informações procuramos observar se a regulação 

farmacológica da expressão gênica de SIRPα e/ou SHP-1 apresenta alguma 

relação com a liberação da citocina IL-10. Nossos resultados mostraram que, em 

células U937, a expressão gênica de SIRPα é aumentada pela cultura com dexa 

ou IFNγ/TNFα, principalmente após 18 horas de cultura, enquanto a liberação de 

IL-10 não se altera ao longo da cultura com essas drogas. Já a expressão gênica 

de SHP-1 aumenta após cultura com IFNγ/TNFα após apenas 6 horas de cultura. 

Este resultado sugere que a regulação da expressão gênica de SIRPα ou SHP-1 

não apresenta relação direta ou inversa com a liberação de IL-10. 

Além disso, nossos resultados também mostraram que o efeito da 

cultura de células U937 com dexa sobre a expressão gênica de SHP-1 é diferente 

do observado em monócitos de doadores sadios. Ou seja, enquanto nos 

monócitos este antiinflamatório promove um aumento significativo na expressão 

gênica de SHP-1, em células U937 este efeito não ocorre. Embora as células 

U937 sejam amplamente utilizadas no estudo do comportamento e da 

diferenciação de monócitos, a resposta de células U937 nem sempre é idêntica a 

de monócitos de sangue periférico. Um exemplo é o tratamento com IL-10, que 

induz a expressão de FcεRII em células U937, e reduz a expressão deste receptor 
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em monócitos de sangue periférico. A natureza dessa diferença ainda não é clara, 

mas pode estar relacionada ao estágio da diferenciação e ativação celular, e 

possivelmente ao estado de transformação (137).  

Em seguida procuramos determinar se o aumento na expressão gênica 

de SIRPα e SHP-1 em pacientes com AHAI antes de corticoterapia pode estar 

relacionado ao aumento da disponibilidade de heme liberado durante a 

eritrofagocitose. Para isso cultivamos monócitos de doadores sadios com 

diferentes concentrações de hemina durante diferentes períodos de tempo. A 

cultura de monócitos de doadores sadios com hemina por apenas 6 horas 

promove um aumento significativo na expressão gênica que SIRPα, mas este 

efeito não foi observado em culturas mais longas. Em contrapartida, não 

observamos aumento do nível de expressão de proteína SIRPα, confirmando que 

o aumento da expressão gênica de SIRPα por si não é suficiente para aumentar a 

expressão da proteína final. Relacionando este resultado com o trabalho de Barros 

et al. (2008) (130), que mostrou que pacientes com AHAI apresentam o mesmo 

nível de expressão de SIRPα,β na membrana dos monócitos, sugerimos que o 

heme liberado durante o processo de hemólise pode aumentar a expressão gênica 

de SIRPα sem aumentar expressão da proteína final. A expressão gênica de SHP-

1 não sofreu qualquer alteração pela cultura com hemina. 

Em macrófagos, a ingestão de eritrócitos e o subsequente aumento da 

concentração de heme está associada à expressão de heme oxigenase-1 (HO-1), 

a principal enzima envolvida no catabolismo do heme, convertendo-o em 

monóxido de carbono (CO), biliverdina e ferro. O ferro livre exerce efeitos 
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citotóxicos pela formação de EROs e peroxidação lipídica, mas o CO, a biliverdina 

e a bilirrubina resultantes do catabolismo do heme são compostos altamente 

antioxidantes e antiinflamatórios (138-140). HO-1 também pode ser induzida pela 

administração in vivo de IL-1, IL-6 e TNFα, assim como por diversas formas de 

estresse oxidativo, incluindo ânions superóxido e peróxido de hidrogênio (141, 

142). O aumento na expressão gênica de SIRPα em monócitos de doadores 

sadios cultivados com hemina sugere que a expressão gênica aumentada de 

SIRPα em pacientes com AHAI antes de corticoterapia por nós observada pode 

ser devido à liberação excessiva de heme durante a eritrofagocitose. 

 

5.4. Considerações finais 

Na linfohistiocitose hemofagocítica (HLH), a hemofagocitose é parte de 

uma síndrome clínica semelhante à sepse causada por severa hipercitocinemia, 

resultante de uma resposta imune altamente estimulada, mas ineficiente. Sua 

origem pode ser genética ou adquirida, sendo que a última pode estar associada a 

doenças infecciosas, malignas ou autoimunes. Uma característica da HLH é a 

redução ou mesmo ausência da função das células natural killer (NK) e de 

linfócitos T citotóxicos, o que resulta em resposta prejudicada a infecções virais e 

na predisposição a tumores. Na HLH, a atividade citotóxica deficiente prejudica 

não só a eliminação de células que expressam antígenos, mas também a 

regulação negativa da resposta imune. A ativação imunológica prolongada 

associada aos altos níveis de citocinas leva ao quadro clínico da HLH (143). 

Comparando a HLH à AHAI, observamos que ambas resultam de estímulos 
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prófagocíticos que se sobrepõem aos estímulos antifagocíticos, e sugerimos que a 

sinalização SIRPα-CD47 pode desempenhar um papel na fisiopatologia da HLH, e 

que este é outro cenário em que a regulação da expressão de SIRPα poderia 

representar uma ferramenta terapêutica.  

Adicionalmente, considerando que o papel da SIRPα vai além da 

inibição da eritrofagocitose, o conhecimento relativo a sua regulação ainda pode 

ter outras implicações terapêuticas. Por exemplo, a expressão de SIRPα na 

lâmina elástica arterial pode desempenhar um papel na prevenção da formação de 

trombos, pois inibe a adesão de leucócitos e plaquetas através da ativação da 

SHP-1 (144). No endotélio cerebral, SIRPα está envolvida na transmigração de 

monócitos através do endotélio cerebral, que expressa CD47 (78). Assim, de Vries 

et al. (2002) (78) sugerem que interferência na interação SIRPα-CD47 pode 

oferecer uma nova ferramenta para se inibir seletivamente a infiltração de 

monócitos para o cérebro em doenças neuroinflamatórias como esclerose 

múltipla, podendo se minimizar os sintomas. 

O papel da SIRPα na rejeição de transplantes foi estudado por diversos 

grupos. Ide et al. (2007) (145), estudando a atividade de macrófagos contra 

células de suíno, mostraram que a expressão de CD47 humano em células suínas 

reduz radicalmente a susceptibilidade dessas células à fagocitose por monócitos 

humanos. Takenaka et al., (2007) (146) confirmaram a importância dos 

macrófagos como mediadores do enxerto após o transplante de células tronco 

hematopoiéticas e mostraram que variações genéticas (polimorfismos) na 

sequência codificante do domínio IgV da SIRPα afeta seu nível de interação com o 
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CD47 e exerce um efeito “tudo-ou-nada” no enxerto dessas células, sugerindo que 

muitos efeitos pleiotrópicos (múltiplos efeitos de um gene, pois um único gene 

pode controlar diversas características do fenótipo que muitas vezes não estão 

relacionadas) da interação SIRPα-CD47 podem influenciar a sobrevivência e o 

enxerto de células tronco hematopoiéticas humanas. Esses estudos indicam que a 

sinalização SIRPα-CD47 pode ser um fator adicional para a determinação do 

sucesso de um transplante de células hematopoiéticas, o que não é garantido 

apenas pela identidade genética de antígenos humanos leucocitários entre doador 

e receptor (23). 

Além disso, a sinalização SIRPα-CD47 também está implicada na 

regulação da termogênese pelo sistema nervoso autônomo, na resposta central a 

estresse e à regulação da formação de memória hipocampo-dependente, além de 

promover a secreção de insulina por células β pancreáticas (23). Ou seja, o 

controle da expressão de SIRPα pode constituir uma ferramenta terapêutica 

potencial para o tratamento de diferentes patologias, como inflamação pulmonar, 

trombose, doenças neuroinflamatórias, diabetes tipo I e rejeição de transplantes, 

por exemplo. 

Em resumo, nosso trabalho mostra que a SIRPα parece desempenhar 

um importante papel no controle da eritrofagocitose in vitro, visto que o aumento 

de sua expressão promovido por IFNγ e TNFα é acompanhado por redução da 

capacidade de eritrofagocitose em monócitos de doadores sadios. Sugerimos 

então que no estabelecimento de AHAI viral, as citocinas IFNγ e TNFα 

desempenham um papel imunomodulador, ao contrário do papel de ativação da 
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eritrofagocitose sugerido por outros autores. Entretanto, a regulação da expressão 

de SIRPα e SHP-1 em monócitos não constitui um mecanismo central de controle 

da eritrofagocitose por GC, que in vitro não altera a expressão de SIRPα, SHP-1 

ou a capacidade de eritrofagocitose em monócitos de doadores sadios. A 

expressão gênica de SIRPα e SHP-1 em pacientes com AHAI antes de 

corticoterapia se apresenta aumentada, e isto parece ser devido ao aumento da 

concentração plasmática de heme, embora não possamos afirmar se o aumento 

da expressão destes genes em AHAI corresponde a um aumento na expressão 

das proteínas correspondentes. Para definitivamente descartar o envolvimento de 

SIRPα e/ou SHP-1 na fisiopatologia da AHAI, é necessário determinar se a SIRPα 

e o SHP-1 expressos em monócitos de pacientes com AHAI são plenamente 

funcionais. 
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6. CONCLUSÕES 

 

In vitro, dexametasona, IFNγ/TNFα e hemina aumentam a expressão 

gênica de SIRPα e SHP-1 por monócitos de doadores sadios, enquanto apenas a 

expressão protéica de SIRPα sofre aumento significativo pela cultura com 

IFNγ/TNFα. Paralelamente, observamos que o aumento na expressão protéica de 

SIRPα é acompanhado pela redução da capacidade de fagocitose de eritrócitos 

autólogos por monócitos de doadores sadios, indicando uma possível correlação 

entre a expressão de SIRPα e a habilidade de eritrofagocitose por monócitos. 

Além disso, ensaios in vitro mostraram que não há relação entre a liberação de IL-

10 e a expressão gênica de SIRPα ou SHP-1. 

Monócitos de pacientes com AHAI a quente apresentam expressão 

gênica de SIRPα e SHP-1 aumentada em relação a monócitos de doadores 

sadios. Após corticoterapia, monócitos de pacientes com AHAI a quente 

apresentam o mesmo nível de expressão gênica de SIRPα e SHP-1 que 

monócitos de doadores sadios. Além disso, concluímos que expressão gênica de 

SIRPα e SHP-1 em pacientes com AHAI a quente parece ser modulada 

principalmente pelo heme presente na circulação, e não pelo glicocorticóide 

utilizado na terapia. 
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