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RESUMO 

 

A patulina (PAT) é um produto natural derivado de fungos com propriedades 

imunossupressoras. No entanto, as vias de sinalização envolvidas no efeito da PAT 

permanecem indefinidas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da PAT em 

macrófagos peritoneais murinos ativados com lipopolissacarídeo (LPS). Para isso, 

macrófagos peritoneais murinos foram estimulados com LPS e tratados com a PAT 

em diferentes concentrações (62,5-4.000 ng/ml). O ensaio de viabilidade celular 

mostrou que a PAT em concentrações de até 250 ng/ml não afetou a viabilidade dos 

macrófagos. Então, foi avaliada a produção de óxido nítrico usando as concentrações 

não tóxicas de PAT (62,5; 125 e 250 ng/ml). Como resultado, a PAT, na concentração 

de 250 ng/ml, reduziu significativamente a produção do óxido nítrico (98,4%), a 

expressão da óxido nítrico sintase induzida (iNOS; 83,5%) e a expressão do ácido 

ribonucleico mensageiro da iNOS (100,0%) nas células estimuladas com o LPS. Em 

seguida, foi investigado se a PAT interfere na produção de interleucina (IL) 1β, IL-6, 

IL-10 e fator de necrose tumoral (TNF)-α. A PAT reduziu significativamente a produção 

da IL-1β (80,6%) induzida pelo LPS, sem interferir na produção da IL-6, IL-10 e TNF-

α. Além disso, a PAT reduziu significativamente a expressão das proteínas 

grupamento de diferenciação (CD) 69 (63,1%) e receptor do tipo Toll (TLR) 4 (91,9%) 

na presença do LPS, sem alterar a expressão gênica dessas proteínas. Por fim, para 

investigar o mecanismo de ação da PAT, foi realizada a análise da fosforilação das 

proteínas ativadas por mitógenos (MAP) quinases. A PAT reduziu significativamente 

a fosforilação induzida pelo LPS de todas as MAP quinases avaliadas: quinase 

regulada por sinal extracelular (ERK; 89,5%), quinase N-terminal c-Jun (JNK; 77,5%) 

e p38 (72,3%). Em conjunto, esses dados inéditos sugerem que a PAT regula 

negativamente a resposta inflamatória aguda, inibindo a produção de óxido nítrico ao 

suprimir a via de sinalização CD69-TLR4/MAP quinases ERK-JNK-p38/Nos2/iNOS 

em macrófagos peritoneais murinos. Assim, a PAT pode se tornar uma ferramenta 

farmacológica promissora para o controle da inflamação, capaz de inibir 

completamente a via do óxido nítrico. 

 

Palavras-chave: 4-hidroxi-4H-furo(3,2-C)-piran-2(6H)-ona. Clavacina. Macrófagos. 

Inflamação aguda.  
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ABSTRACT 

 

Patulin (PAT) is a fungi-derived natural product with immunosuppressive properties, 

but the signaling pathways involved in the effect of PAT remain undefined. This work 

aimed to evaluate the effect of PAT in lipopolysaccharide (LPS)-activated murine 

peritoneal macrophages. For this purpose, murine peritoneal macrophages were 

stimulated with LPS and treated with PAT at different concentrations (62.5-4,000 

ng/ml). Cell viability assay showed that PAT at concentrations up to 250 ng/ml did not 

affect macrophage viability. Then, nitric oxide response was evaluated using the 

nontoxic PAT concentrations (62.5; 125; and 250 ng/ml). As a result, PAT, at 

concentration of 250 ng/ml, significantly reduced nitric oxide production (by 98.4%), 

inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression (by 83.5%), and iNOS messenger 

ribonucleic acid expression (by 100.0%) in the cells stimulated with LPS. Next, we 

investigated whether PAT interferes with interleukin (IL)-1β, IL-6, IL-10, and tumor 

necrosis factor (TNF)-α release. PAT significantly reduced LPS-induced IL-1β release 

(by 80.6%), without interfering with the production of IL-6, IL-10, and TNF-α. Moreover, 

PAT significantly reduced cluster of differentiation (CD) 69 (by 63.1%) and Toll-like 

receptor (TLR) 4 (by 91.9%) protein expression in the presence of LPS, without altering 

the gene expression of these proteins. Finally, to investigate PAT mechanism of action, 

mitogen-activated protein (MAP) kinase phosphorylation analysis was performed. PAT 

significantly reduced LPS-triggered phosphorylation of all MAP kinases assessed: 

extracellular signal-regulated kinase (ERK; by 89.5%), c-Jun N-terminal kinase (JNK; 

by 77.5%), and p38 (by 72.3%). Taken together, these data suggest that PAT 

downregulates acute inflammatory response, inhibiting nitric oxide production by 

suppressing CD69-TLR4/ERK-JNK-p38 MAP kinases/Nos2/iNOS signaling pathway 

in murine peritoneal macrophages. Thus, PAT could become a promising 

pharmacological tool for the control of inflammation, capable of completely inhibiting 

the nitric oxide pathway. 

 

Keywords: 4-hydroxy-4H-furo(3,2-C)-pyran-2(6H)-one. Clavacin. Macrophages. Acute 

inflammation.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os produtos naturais são compostos enriquecidos, isolados e sintetizados a 

partir de ou baseados em fontes naturais (ATANASOV et al., 2021; CHOPRA; 

DHINGRA, 2021; TALMADGE, 2016). As principais fontes de produtos naturais são 

as plantas, os animais e os microrganismos (BILLS; GLOER, 2016). A patulina (PAT) 

é um produto natural derivado de fungos produzido por mais de 30 gêneros, 

compreendendo mais de 60 espécies (MOAKE; PADILLA-ZAKOUR; WOROBO, 

2005). A PAT foi originalmente descrita por Birkinshaw et al. (1943) e Raistrick (1943) 

como um antibiótico isolado do fungo Penicillium patulum. Além da ação 

antibacteriana, a PAT possui propriedades imunossupressoras que abrangem a 

ativação do fator nuclear (NF)-κB (TSAI et al., 2016), a função efetora de leucócitos 

(OH et al., 2012; OH et al., 2015b; OZSOY et al., 2008), a produção de citocinas (OH 

et al., 2015a; TSAI et al., 2016), a produção de espécies reativas de oxigênio 

(BOURDIOL; ESCOULA; SALVAYRE, 1990), a produção de óxido nítrico (TSAI et al., 

2016), a resposta imunológica humoral (ESCOULA et al., 1988a; ESCOULA et al., 

1988b) e o processo de fagocitose (BOURDIOL; ESCOULA; SALVAYRE, 1990; OH 

et al., 2015a). No entanto, as vias de sinalização envolvidas no efeito da PAT 

permanecem indefinidas. 

A detecção inicial dos estímulos nocivos é mediada por receptores de 

reconhecimento de padrão (PRRs) que reconhecem padrões moleculares associados 

ao dano (DAMPs) e padrões moleculares associados ao patógeno (PAMPs) 

(TAKEUCHI; AKIRA, 2010). A família PRR inclui vários receptores, como os 

receptores do tipo Toll (TLRs). A família TLR compreende receptores integrais de 

membrana do tipo I que contêm um domínio de sinalização intracelular, uma hélice 

transmembrana e um domínio extracelular responsável pelo reconhecimento dos 

DAMPs e PAMPs (BEHZADI; GARCIA-PERDOMO; KARPINSKI, 2021; PARK; LEE, 

2013). Na presença do lipopolissacarídeo (LPS), um PAMP bacteriano, o TLR4 ativa 

vias de sinalização intracelular, como as proteínas ativadas por mitógenos (MAP) 

quinases, que, então, ativam fatores de transcrição que induzem a expressão de 

genes relacionados à inflamação, como o gene Nos2 (RAMACHANDRAN; LUPFER; 

ZAKI, 2018). O gene Nos2 codifica a óxido nítrico sintase induzida (iNOS), 

responsável pelas altas concentrações de óxido nítrico durante a inflamação. O óxido 

nítrico possui várias funções fisiológicas, em especial como agente microbicida 
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(MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; MONCADA, 1999). Outra enzima também 

importante durante a inflamação é a cicloxigenase (COX) 2, que atua em sinergia com 

a iNOS (SOROKIN, 2016). A COX-2 produz mediadores pró-inflamatórios chamados 

prostanoides a partir do ácido araquidônico e, dessa forma, contribui para a 

progressão da inflamação (WILLOUGHBY; MOORE; COLVILLE-NASH, 2000). De 

forma semelhante, o aumento de outros mediadores pró-inflamatórios, como as 

citocinas pró-infamatórias interleucina (IL)-1β, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF), 

também contribuem para a progressão da inflamação (DE MARIA et al., 1994; 

MARZIO et al., 1997). 

Apesar de ser considerada uma resposta de defesa do organismo, a inflamação 

pode se tornar patológica quando desregulada, sendo um fator determinante para o 

desenvolvimento de muitas doenças (ARULSELVAN et al., 2016). Nesse contexto, os 

macrófagos possuem funções bem estabelecidas (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005; 

LOCATI; CURTALE; MANTOVANI, 2020; ROSS; DEVITT; JOHNSON, 2021). 

Considerando que pouco se sabe sobre as vias de sinalização envolvidas nos efeitos 

desencadeados pela PAT, este trabalho teve como objetivo avaliar o papel da PAT no 

processo inflamatório agudo utilizando o modelo de macrófagos peritoneais murinos 

ativados por LPS. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Patulina 

 

A PAT, 4-hidroxi-4H-furo(3,2-C)-piran-2(6H)-ona (Figura 1), é uma lactona 

produzida por várias espécies de fungos, especialmente dos gêneros Aspergillus, 

Byssochlamys e Penicillium (MAHATO et al., 2021; MOAKE; PADILLA-ZAKOUR; 

WOROBO, 2005; PUEL; GALTIER; OSWALD, 2010). O P. expansum é o principal 

produtor, capaz de sintetizar até 1 g de PAT/kg de substrato (FRANK, 1977). 

 

Figura 1 – Estrutura química da PAT. 

 

Fonte: Sigma-Aldrich® (2021). 

 

A PAT foi inicialmente observada e nomeada por Birkinshaw et al. (1943) e 

Raistrick (1943), que purificavam, isolavam e determinavam a estrutura química de 

compostos derivados de fungos, seguindo o entusiasmo da descoberta da penicilina 

pelo britânico Alexander Fleming em 1928 (Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina 

de 1945) (HARINGTON, 1949). Ela foi originalmente isolada a partir de filtrados de 

culturas de P. patulum, sinonímia heterotípca de P. griseofulvum, mostrando atividade 

antibacteriana na triagem inicial. Logo após, uma amostra da PAT foi enviada ao Dr. 

William Ewart Gye, que estava com um severo resfriado e, sabendo da atividade 

antibacteriana da substância tanto contra bactérias Gram-negativas, decidiu testá-la 

em si mesmo. O resultado foi satisfatório o suficiente para ele testá-la em outros 

membros de sua equipe. Os resultados, mais uma vez promissores, justificaram uma 

extensão dos estudos de triagem para uma série de experimentos controlados 

apoiados por outros estudiosos. O resultado desse estudo colaborativo foi detalhado 

por Birkinshaw et al. (1943), que mostrou possibilidades clínicas para o uso da PAT. 

Além disso, foram feitos acordos com o Therapeutic Research Corporation, localizado 
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na ilha da Grã-Bretanha, para produção da substância antibacteriana para outras 

triagens, as quais incluíam ensaios para a determinação da curva de dose-resposta, 

além de ensaios toxicológicos, essenciais para a liberação do uso da substância 

(RAISTRICK, 1943). Mais tarde, em 1948, os ensaios clínicos com a PAT, que, nesta 

etapa, recebeu o nome de tercinina, foram iniciados pelo British Medical Research 

Center (CHALMERS; CLARKE, 2004; PUEL; GALTIER; OSWALD, 2010). 

Além da atividade antibacteriana, a PAT possui atividade imunossupressora, 

abrangendo várias células do sistema imunológico, como os macrófagos. Oh et al. 

(2015a) mostraram que a PAT reduziu a atividade fagocitária de macrófagos bovinos, 

um dos principais mecanismos do sistema imunológico inato contra microrganismos 

(HIRAYAMA; IIDA; NAKASE, 2017). Além disso, Bourdiol, Escoula e Salvayre (1990) 

mostraram que a PAT reduziu a atividade microbicida, fusão de fagossomo com 

lisossomo e produção de enzimas lisossômicas em macrófagos peritoneais murinos. 

Essas etapas são fundamentais para o amadurecimento do fagossomo e, 

consequentemente, destruição do microrganismo ingerido (GORDON, 2016; 

HALLETT, 2020; ROSALES; URIBE-QUEROL, 2017). 

Ainda nesse contexto, Tsai et al. (2016) mostraram que a PAT suprimiu a 

resposta imunológica inata ao inibir a produção de óxido nítrico em macrófagos 

murinos RAW264.7. Além disso, Bourdiol, Escoula e Salvayre (1990) demostraram 

que a PAT reduziu a produção de superóxido em macrófagos peritoneais murinos e 

Escoula et al. (1988b) observaram que a PAT reduz a produção de espécies reativas 

de oxigênio em macrófagos peritoneais de rato, efeito que não repetiu em macrófagos 

bovinos (OH et al., 2015a). De fato, a produção de espécies reativas de nitrogênio e 

oxigênio é o principal mecanismo efetor que os fagócitos usam para matar 

microrganismos, corroborando a PAT como um agente imunossupressor capaz e 

suprimir parte da resposta imunológica inata (AL-SHEHRI, 2021). 

A ação imunossupressora da PAT em macrófagos se estende além da 

fagocitose, abrangendo também a expressão de citocinas, como IL-6 (TSAI et al., 

2016), IL-10, IL-23 e fator transformador do crescimento-β (OH et al., 2015a). Por fim, 

apesar de as vias de sinalização intracelular envolvidas no efeito imunossupressor da 

PAT terem sido pouco estudadas até o momento, Tsai et al. (2016) mostrou que a 

supressão da resposta imunológica inata após o tratamento com a PAT envolve a 

participação da via do NF-κB, a qual é suprimida na presença da PAT. 
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2.2 Imunidade 

 

A palavra imunidade é derivada do latim immunitas, que se refere à proteção 

contra processos legais oferecida a senadores romanos durante seus mandatos. Na 

imunologia, o termo imunidade representa um estado de proteção do organismo 

contra doenças, especialmente aquelas causadas por patógenos (chamadas doenças 

infecciosas) (BERGMAN, 2007). 

A história da imunidade teve início durante a Guerra do Peloponeso, que acorreu 

na Grécia Antiga entre 431 e 404 antes de Cristo (a.C.). Em 430 a.C., a cidade de 

Atenas, que estava em guerra com a cidade de Esparta, foi atingida por uma praga 

(chamada praga de Atenas). A epidemia durou 4 anos (430-426 a.C.) e foi responsável 

pela morte de 25% da população local. No mesmo período, o historiador e general 

ateniense Thucydides, que contraiu e sobreviveu à praga, descreveu, na obra History 

of the Peloponnesian War, que os sobreviventes se tornavam protegidos contra a 

doença, o primeiro relato da imunidade (THUCYDIDES; FINLEY, 1954). Os sistemas, 

órgãos, tecidos, células e moléculas responsáveis por essa proteção formam o 

sistema imunológico, que pode ser didaticamente dividido em sistema imunológico 

inato e adaptativo, responsáveis pelas respostas iniciais da imunidade inata e tardias 

da imunidade adaptativa, respectivamente (DELVES; ROITT, 2000). 

A infecção é detectada por meio do reconhecimento de estruturas exógenas 

evolutivamente conservadas presentes nos patógenos (chamadas PAMPs). Essas 

estruturas são produzidas durante todo o ciclo de vida do patógeno, sendo essenciais 

para a sua patogenicidade e sobrevivência. Além disso, os PAMPs são 

compartilhados por grupos de patógenos relacionados (KUMAR; KAWAI; AKIRA, 

2011; RAI; AGRAWAL, 2017; RAJAEE; BARNETT; CHEADLE, 2018). Por exemplo, 

as bactérias Gram-negativas compartilham o LPS em sua membrana externa 

(KUZMICH et al., 2017; MENG; LOWELL, 1997; RAETZ; WHITFIELD, 2002), 

enquanto as bactérias Gram-positivas compartilham o ácido lipoteicoico. Dessa forma, 

a resposta imunológica inata é semelhante para patógenos que pertencem a um 

mesmo grupo (GINSBURG, 2002; PERCY; GRÜNDLING, 2014). 

Os PAMPs são reconhecidos por PRRs expressos em leucócitos e outros tipos 

celulares, como células epiteliais e fibroblastos (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 

2006; BHATTACHARYYA et al., 2017; YAO et al., 2015). Esses receptores são 

codificados por genes herdados (linhagem germinativa) e, consequentemente, 
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apresentam uma diversidade limitada, ou seja, há um número finito de receptores 

pertencentes a poucas famílias responsáveis pelo reconhecimento dos PAMPs 

(JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). Adicionalmente, os PRRs também reconhecem 

moléculas endógenas liberadas durante estresse ou dano celular (chamas DAMPs ou 

alarminas) (BROGGI; GRANUCCI, 2015). Assim, além de reconhecer e responder a 

infecções, o sistema imunológico é capaz de reconhecer e responder a lesões estéreis 

(RIDER et al., 2017; YANG; HAN; OPPENHEIM, 2017). 

Os componentes do sistema imunológico inato estão em vigor mesmo antes da 

infecção e preparados para responder rapidamente a ela (KAUR; SECORD, 2021; 

ROMO; PEREZ-MARTINEZ; FERRER, 2016). Dessa forma, o sistema imunológico 

inato é capaz de rapidamente desenvolver uma resposta imunológica e criar um 

ambiente inflamatório que contribui para a eliminação da infecção, restaurando a 

homeostase do organismo (KAUR; SECORD, 2021; NEWTON; DIXIT, 2012). 

Em contraste ao sistema imunológico inato, o sistema imunológico adaptativo 

reconhece e responde a diferentes substâncias com alta especificidade. Além disso, 

a exposição do sistema imunológico adaptativo a uma determinada substância 

aumenta a sua capacidade de responder novamente àquela substância. Assim, as 

respostas imunológicas adaptativas a uma segunda exposição ou exposições 

subsequentes a mesma substância (chamadas respostas imunológicas secundárias) 

são, em geral, mais rápidas e mais robustas, quando comparadas à primeira resposta 

imunológica adaptativa àquela substância (chamada resposta imunológica primária) 

(BONILLA; OETTGEN, 2010; HOSSEINI et al., 2020; MORAES-PINTO; SUANO-

SOUZA; ARANDA, 2021). 

A alta especificidade do sistema imunológico adaptativo no reconhecimento de 

substâncias é resultado da diversidade dos receptores expressos nos linfócitos B e 

linfócitos T, chamados receptores de célula B (BCRs) e receptores de célula T (TCRs), 

respectivamente, e da diversidade dos anticorpos produzidos pelos linfócitos B. Nesse 

contexto, as substâncias que elicitam respostas imunológicas após se ligarem 

especificamente a um BCR, TCR ou anticorpo são chamadas antígenos e as partes 

de tais antígenos que são especificamente reconhecidas são chamadas 

determinantes antigênicos ou epítopos (YATIM; LAKKIS, 2015). 

Existem muitas conexões entre o sistema imunológico inato e o sistema 

imunológico adaptativo. Por exemplo, para que uma resposta imunológica adaptativa 

seja iniciada, é necessário que os antígenos sejam capturados, processados e 
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expostos aos linfócitos T específicos para àquele antígeno por meio de um processo 

chamado apresentação de antígenos, o qual é realizado por células do sistema 

imunológico inato chamadas células apresentadoras de antígenos (APCs) (FARZI et 

al., 2022; HARDING; CANADAY; RAMACHANDRA, 2010). Dessa forma, além de 

fornecer a primeira linha de defesa do organismo, o sistema imunológico inato 

desempenha um papel fundamental na ativação e regulação do sistema imunológico 

adaptativo (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; MORAES-PINTO; SUANO-SOUZA; 

ARANDA, 2021). Além disso, o reconhecimento de antígenos mediado por esse 

conjunto de receptores determina a origem e o tipo da infecção, assim o sistema 

imunológico responde com os mecanismos efetores mais apropriados para cada tipo 

de infecção (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015). 

 

2.3 Breve histórico da Inflamação 

 

O termo inflamação é derivado do latim inflammare, que significa incendiar 

(RIVAS, 2010). A história do estudo da inflamação teve início no século XXX a.C. e 

preparou o caminho para o entendimento atual desse processo. Os primeiros relatos 

sobre a inflamação são de um papiro egípcio datado de 3.000 anos a.C. que continha 

descrições detalhadas da anatomia e fisiologia humana, além de numerosas 

formulações medicamentosas (ELGAZZAR, 2006). 

No século I depois de Cristo (d.C.), o escritor romano Aulus Cornelius Celsus 

descreveu, no quarto capítulo do livro De Re Medica (nome pelo qual a sua obra ficou 

conhecida na tradução em latim), os quatro primeiros sinais clínicos da inflamação 

(também chamados sinais cardinais da inflamação): aquecimento (do latim, calor), dor 

(do latim, dolor), inchaço (do latim, tumor) e vermelhidão (do latim, rubor). Foi a 

primeira documentação dos sinais cardinais da inflamação e representa o que 

conhecemos hoje como inflamação aguda (BENAROYO, 1994; ROSENTHAL, 1961; 

SCOTT et al., 2004). 

No século III d.C., o físico grego Claudius Galenus descreveu a inflamação, 

especialmente o pus, como uma resposta benéfica do organismo envolvida no reparo 

de feridas. Uma visão humoral da inflamação que repercutiu até o século XIX d.C. 

Mais à frente, no século XVIII d.C., o cirurgião escocês John Hunter também 

correlacionou a inflamação como uma resposta benéfica para o organismo (ROCHA 

E SILVA, 1978; SCOTT et al., 2004). 
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No século XIX d.C., a passagem dos leucócitos do sangue para o espaço 

extravascular através do endotélio (processo chamado diapedese ou transmigração) 

foi descrita de forma independente por três estudiosos, Henri Dutrochet em 1824, 

Augustus Waller em 1846 e Julius Cohnheim em 1867 (OKABE; MEDZHITOV, 2016). 

Mais tarde, em 1871, o médico prussiano Rudolf Ludwig Carl Virchow adicionou o 

quinto sinal cardinal da inflamação: perda de função (do latim, functio laesa) 

(BENAROYO, 1994; BROWN; FEE, 2006; SCOTT et al., 2004). Em contraste com 

Galen e Hunter, Virchow considerava a inflamação essencialmente patológica para o 

organismo (BENAROYO, 1994; SCOTT et al., 2004). 

Ainda no século XIX d.C., os métodos científicos começaram a ser usados no 

estudo da inflamação. Essa prática foi descrita por George Bernard Shaw na peça The 

Doctor's Dilemma: 

[...] lembre-se de que você tem uma teoria científica sólida para 
correlacionar suas observações à beira da cama. Mera experiência por 
si só não é nada. Se eu levar meu cachorro para o lado da cama 
comigo, ele vê o que eu vejo [...], mas ele não aprende nada disso. 
Por quê? Porque ele não é um cachorro científico (SHAW, 1911, ato I, 
p. 110, tradução nossa). 

No século XX d.C., em 1908, o biólogo russo Élie Metchnikoff descobriu o 

processo de fagocitose e definiu a inflamação como a emigração dos leucócitos, 

especialmente os fagócitos, da corrente sanguínea para o tecido infectado, onde 

englobam e destroem os patógenos (TRAVIS, 2009). Esse conceito também foi 

satirizado por Shaw na peça The Doctor's Dilemma: 

[...] as drogas só podem reprimir sintomas. O verdadeiro remédio para 
todas as doenças é o remédio da natureza. A natureza e a ciência são 
um só. A natureza forneceu nos corpúsculos brancos como você os 
chamam – fagócitos como nós os chamamos – um meio natural de 
devorar e destruir todos os germes de doenças. Há no fundo apenas 
um tratamento científico genuíno para todas as doenças, e isso é 
estimular os fagócitos. As drogas são uma ilusão. Encontre o germe 
da doença, prepare uma antitoxina adequada dele; injete três vezes 
por dia quinze minutos antes das refeições e qual é o resultado? Os 
fagócitos são estimulados; eles devoram a doença; e o paciente se 
recupera – a menos que, é claro, ele esteja longe demais (SHAW, 
1911, ato I, p. 112, tradução nossa). 

Em 1927, o cardiologista britânico Thomas Lewis descobriu que uma substância, 

a histamina, era liberada da pele em muitas formas de lesão tecidual, sendo 

considerada o mediador comum da chamada resposta tripla. A resposta tripla de 

Lewis corresponde a uma resposta cutânea que ocorre a partir de movimentos firmes 
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(fricção) na pele. A fricção na pele produz uma linha vermelha inicial, seguida por um 

alargamento ao redor dessa linha e, finalmente, uma pápula. Lewis foi o primeiro a 

caracterizar fisiologicamente as alterações vasculares da inflamação. Além disso, 

Lewis foi o primeiro a reconhecer a inflamação neurogênica (LEWIS, 1927). Mais 

tarde, em 1978, o médico brasileiro Maurício Oscar da Rocha e Silva definiu 

bioquimicamente a inflamação como: 

O fenômeno multimediado, de um tipo de padrão no qual todos os 
mediadores entrariam e sairiam no momento apropriado para 
desempenhar seus papéis no aumento da permeabilidade vascular, 
quimiotaxia de leucócitos, dor, formação de edema local e necrose, no 
qual a predominância de qualquer um seria fortuita ou dependente de 
suas capacidades específicas de produzir sintomas, alguns 
diretamente, alguns indiretamente e alguns por potencialização ou 
liberação de outros agentes (ROCHA E SILVA, 1978, v. 8, n. 1-2, p. 
48-49, tradução nossa). 

Atualmente, a inflamação pode ser didaticamente dividida em duas formas, 

aguda e crônica (WEISS, 2008). A inflamação aguda é uma resposta imunológica de 

curta duração, minutos, horas ou alguns dias, que pode ser elicitada por diferentes 

estímulos nocivos, como as infecções e as lesões teciduais (RAI; AGRAWAL, 2017; 

RAJAEE; BARNETT; CHEADLE, 2018). Suas principais características são o infiltrado 

de leucócitos e o edema local, formado pela exsudação de líquido e proteínas 

plasmáticas, juntamente com o acúmulo de células e detritos celulares (FUJIWARA; 

KOBAYASHI, 2005; VARELA et al., 2018). 

A resposta inflamatória aguda é iniciada pelo reconhecimento de DAMPs e/ou 

PAMPs por PRRs expressos em leucócitos residentes. Esses receptores estão 

ligados a vias de transdução de sinal intracelulares que controlam a síntese de 

mediadores pró-inflamatórios, como as citocinas quimiotáticas (quimiocinas) e as 

citocinas pró-inflamatórias. As quimiocinas estimulam o movimento dos leucócitos ao 

longo do gradiente de concentração da quimiocina em direção à sua fonte (processo 

chamado quimiocinese), enquanto as citocinas pró-inflamatórias, como as citocinas 

IL-1β, IL-6 e TNF-α, juntamente com os DAMPs e PAMPs, ativam as células 

endoteliais, passam a expressar selectinas na superfície luminal (FITZNER et al., 

2008; VARELA et al., 2018). 

No sítio da inflamação, a permeabilidade dos capilares e vênulas a fluidos e 

proteínas plasmáticas aumenta e o fluxo sanguíneo para o tecido inflamado fica mais 

lento, devido à dilatação arteriolar. Como resultado, os leucócitos, maiores que as 
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hemácias, tendem a se mover para fora do eixo axial central do fluxo sanguíneo e 

mais próximo do revestimento do vaso sanguíneo (processo chamado marginação). 

A marginação dos leucócitos permite que as selectinas expressas na superfície 

luminal das células endoteliais se liguem a seus ligantes cognatos expressos nos 

leucócitos sanguíneos. Pelo fato das ligações selectina-ligante de selectina serem de 

baixa afinidade e possuírem alta taxa de desassociação, elas são facilmente rompidas 

pela força de cisalhamento do fluxo sanguíneo. Como resultado das repetidas 

associações e desassociações, os leucócitos rolam ao longo da superfície endotelial 

(HANLEY; WIRTZ; KONSTANTOPOULOS, 2004; KUNKEL; LEY, 1996; LEY et al., 

2007; MCEVER; CUMMINGS, 1997; MULLER, 2013; ROSEN, 2004; SUNDD et al., 

2011). 

Ao mesmo tempo que os leucócitos rolam ao longo da superfície endotelial, as 

quimiocinas produzidas pelas células endoteliais e pelos leucócitos residentes são 

transportadas para a superfície luminal do endotélio, onde se ligam a 

glicosaminoglicanos de heparan sulfato presentes na face luminal das células 

endoteliais, fornecendo uma alta concentração local dessas quimiocinas, guiando o 

movimento dos leucócitos. Além disso, o reconhecimento dessas quimiocinas por 

seus receptores cognatos expressos nos leucócitos em rolamento ativa esses 

leucócitos (ALLEN; CROWN; HANDEL, 2007). 

A ativação dos leucócitos induz o agrupamento de integrinas na superfície do 

leucócito, que, então, promove o aumento da avidez das interações das integrinas 

com seus ligantes. Além disso, ocorrem modificações conformacionais nas integrinas 

que aumentam a afinidade dessas interações. O resultado desses eventos é uma 

adesão estável do leucócito à parede endotelial que permite a diapedese do leucócito 

(KIM; CARMAN; SPRINGER, 2003; KOMAROVA; MALIK, 2010; MULLER, 2013; 

WITTCHEN, 2009). Os leucócitos polimorfonucleares, especialmente os neutrófilos, 

são os primeiros a migrar. Posteriormente, os leucócitos mononucleares, como os 

linfócitos T e os monócitos/macrófagos, também são recrutados (FUJIWARA; 

KOBAYASHI, 2005; VARELA et al., 2018). 

Quando a reposta imunológica elimina o estímulo inflamatório ou quando o 

estímulo inflamatório se esgota, a inflamação cessa e o tecido lesionado é substituído 

por um tecido parenquimatoso ou tecido conjuntivo (processo chamado cicatrização) 

(FILEP, 2013; FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). Em alguns casos, a inflamação aguda 

pode persistir e progredir para a chamada inflamação crônica (ROCK et al., 2010), um 
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processo de longa duração, mais longo que a inflamação aguda (FUJIWARA; 

KOBAYASHI, 2005). Suas principais características incluem a formação de novos 

vasos sanguíneos (angiogênese) (COSTA; INCIO; SOARES, 2007), a síntese de 

matriz extracelular rica em colágeno (fibrose) (WYNN; RAMALINGAM, 2012), o 

infiltrado de linfócitos T e monócitos/macrófagos (WHITE; IQBAL; GREAVES, 2013), 

e o remodelamento tecidual (AOKI; NARUMIYA, 2012; HIROTA; MARTIN, 2013). 

Contudo, embora possa se tornar patológica, a inflamação está entre os 

principais mecanismos efetores do sistema imunológico, sendo indispensável para a 

manutenção da homeostase do organismo. Sem ela, infecções poderiam não ser 

detectadas, feridas poderiam nunca cicatrizar e tecidos lesados permaneceriam como 

feridas não cicatrizadas permanentemente (AZEVEDO; LISBOA; RODRIGUES, 2020; 

BOWERS; FRANCO, 2020; NATHAN, 2002; WILKINSON; HARDMAN, 2020). 

 

2.4 Origem e classificação dos macrófagos 

 

Os macrófagos são uma população heterogênea de células do sistema 

imunológico amplamente distribuída em todos os órgãos e no tecido conectivo. Cada 

subpopulação apresenta cinética, funções e morfologia que variam de acordo com as 

necessidades de cada microambiente no qual ocorrem (TAKAHASHI, 2001; USHACH; 

ZLOTNIK, 2016). 

A principal função dos macrófagos é englobar e destruir, por fagocitose, corpos 

estranhos, em especial os microrganismos; essa habilidade foi fundamental para a 

sua descoberta (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014; LOCATI; CURTALE; 

MANTOVANI, 2020; SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). A história do estudo dos 

macrófagos teve início quando Metchnikoff, durante suas pesquisas realizadas no 

Instituto Pasteur, localizado na cidade de Paris, descreveu a presença de grandes 

células fagocíticas, as que chamou macrófagos, e células fagocíticas menores, as que 

chamou micrófagos, em tecidos de animais vertebrados e invertebrados. Metchnikoff 

demonstrou que esses fagócitos ingeriam e destruíam a maioria dos microrganismos 

invasores, desempenhando um papel importante na defesa do organismo contra 

infecções. Em 1892, Metchnikoff detalhou essas descobertas no livro Leçons sur la 

pathologie comparée de l'inflammation: faites à l'Institut Pasteur en avril et mai 1891 e 

introduziu o termo sistema de macrófagos (METCHNIKOFF, 1892). 
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Após a descoberta de Metchnikoff, foi estabelecido um intenso debate sobre os 

macrófagos, abrangendo temas como a sua origem e desenvolvimento. Logo, muitas 

teorias foram propostas para responder a essas questões. Em 1924, o físico e 

patologista alemão Karl Albert Ludwig Aschoff propôs o conceito de um sistema, o 

qual chamou sistema reticuloendotelial, composto por células com características 

endoteliais e reticulares e dotadas de capacidade fagocitária e incluiu os macrófagos 

nesse sistema. Para Aschoff, todas as células do sistema reticuloendotelial eram 

originadas a partir de células do tecido local (ASCHOFF, 1924). 

Em 1925, um ano após Aschoff propor o sistema reticuloendotelial, a médica 

norte-americana Florence Rena Sabin e colaboradores discriminaram dois tipos 

distintos de células fagocíticas, os clasmatócitos (agora chamados macrófagos) e 

monócitos, em tecidos conjuntivos corados com corantes supravitais (SABIN, 1925). 

Em 1939, o também médico norte-americano Robert Higgins Ebert e o farmacologista 

e patologista australiano Howard Walter Florey, usando a mesma técnica de 

coloração, observaram que os monócitos migravam do sangue periférico para uma 

região lesionada (inflamada), se transformando em macrófagos (EBERT; FLOREY, 

1939). Em 1948, o patologista japonês Shigeyasu Amano, também usando a 

coloração supravital, corroborou os monócitos sanguíneos como precursores dos 

macrófagos tanto em condições basais quanto em condições inflamatórias. Além 

disso, Amano acrescentou que os monócitos eram derivados de promonócitos, os 

quais eram derivados de monoblastos gerados a partir de progenitores na medula 

óssea (AMANO, 1948). 

De fato, houve muitas tentativas de classificar os fagócitos mononucleares. 

Entretanto, numerosos estudos refutavam essas classificações. Em 1969, durante a 

Conference on Mononuclear Phagocytes, realizada na cidade de Leiden, um comitê 

propôs um novo sistema para os fagócitos mononucleares. Esse novo sistema 

(chamado sistema de fagócitos mononucleares) incluía os macrófagos nos tecidos e 

os monócitos e seus precursores na medula óssea. Em 1972, o sistema de fagócitos 

mononucleares foi revisado e novamente proposto, dessa vez pelo professor de 

medicina Ralph van Furth e colaboradores (VAN FURTH et al., 1972). Atualmente, o 

sistema de fagócitos mononucleares inclui três tipos celulares: os monócitos 

sanguíneos, macrófagos teciduais e macrófagos teciduais residentes de vida longa 

(HUME; IRVINE; PRIDANS, 2019; MCGRATH; FRAME; PALIS, 2015). 
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No estado estável (homeostasia) em adultos e durante as reações inflamatórias, 

os macrófagos teciduais são derivados de monócitos sanguíneos que amadurecem 

na medula óssea e migram para os tecidos extravasculares, onde amadurecem ainda 

mais para formar macrófagos (DAVIES; TAYLOR, 2015; OKABE; MEDZHITOV, 

2016). Os monócitos, por sua vez, são derivados de precursores comprometidos com 

a linhagem monocítica, os quais, por sua vez, são derivados de progenitores 

multipotentes mieloide-megacariócito-eritroide originados por autorrenovação ou a 

partir de células-tronco hematopoiéticas, as quais também são autorrenováveis (LI; 

HE; LI, 2019). O direcionamento para uma determinada linhagem celular é promovido 

por um conjunto de sinais, como as citocinas hematopoiéticas (também chamadas 

fatores estimuladores de colônia), característicos do microambiente hematopoiético 

(frequentemente chamado nicho) (LUCAS, 2017; WEI; FRENETTE, 2018). Já os 

macrófagos teciduais residentes de vida longa, como as células da micróglia 

(cérebro), as células de Kupffer (fígado), as células de Langerhans (epiderme) e os 

macrófagos alveolares (pulmão), são originados a partir de precursores presentes no 

saco vitelínico e no fígado fetal durante o desenvolvimento inicial e mantidos por 

autorrenovação (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014). 

 

2.5 Principais funções efetoras dos macrófagos 

 

Os macrófagos são fundamentais tanto na imunidade inata como na imunidade 

adaptativa. Ao contrário dos fagócitos polimorfonucleares, os macrófagos podem 

permanecer nos tecidos extravasculares por longos períodos, onde desempenham 

diversas funções (Figura 2) (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). 

A ingestão de microrganismos por fagocitose é, sem dúvida, uma das principais 

funções dos macrófagos (HIRAYAMA; IIDA; NAKASE, 2017). A primeira etapa desse 

processo é o reconhecimento do microrganismo. O microrganismo pode ser 

reconhecido por PRRs e outros receptores ligados à membrana celular do macrófago. 

Ao interagir com esses receptores, o microrganismo ativa o processo de 

internalização. Inicialmente, o macrófago produz extensões fluidas do citoplasma 

(chamadas pseudópodes) que cobrem o microrganismo e, em seguida, se fecham em 

torno dele para formar um fagossomo, o qual amadurece para formar um 

fagolisossomo. Ao final dessa transformação, o fagossomo maduro possui um 
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microambiente capaz de destruir o microrganismo ingerido (GORDON, 2016; 

HALLETT, 2020; ROSALES; URIBE-QUEROL, 2017). 

 

Figura 2 – Principais respostas funcionais dos macrófagos. 

 

 

Fonte: Produção do próprio autor. 
Os macrófagos são fagócitos mononucleares derivados de monócitos circulantes que migram 
para os tecidos, onde se transformam em macrófagos. As principais respostas funcionais dos 
macrófagos incluem a fagocitose, a apresentação dos antígenos e a imunomodulação. 

 

O óxido nítrico é um dos principais mediadores citotóxicos associados à 

fagocitose. Ele é produzido pelas três isoformas da óxido nítrico sintase (NOS), 

chamadas óxido nítrico sintase endotelial, óxido nítrico sintase neuronal e iNOS 

(TENOPOULOU; DOULIAS, 2020). Entre elas, a iNOS possui um papel proeminente 

na produção de óxido nítrico durante a inflamação, sendo expressa principalmente em 

macrófagos ativados (BOGDAN, 2015; MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; 

MONCADA, 1999). Uma vez expressa, parte da iNOS é incorporada a vesículas que 

se fundem ao fagossomo, que está em processo de amadurecimento, promovendo o 

aumento de óxido nítrico no interior da organela, enquanto a outra parte permanece 

no citoplasma (VODOVOTZ et al., 1995). Além disso, como o óxido nítrico atravessa 

as livremente as membranas plasmáticas, parte do óxido nítrico produzido no 
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citoplasma da célula penetra no fagolisossomo, aumentando ainda mais a quantidade 

de óxido nítrico no interior da organela (MÖLLER et al., 2005). 

Durante a resposta inflamatória, a quantidade de óxido nítrico gerada pela 

atividade da iNOS supera o óxido nítrico produzido pelas outras isoformas de NOS 

(XIE; NATHAN, 1994). Assim, é de se esperar que a função desse óxido nítrico 

derivado da iNOS seja diferente. Sua principal função é como agente citotóxico. 

Quando associado ao superóxido, óxido nítrico pode ainda formar peroxinitrito 

(CHANNON; GUZIK, 2002; GUZIK et al., 2002), o qual medeia os efeitos citotóxicos 

do óxido nítrico, como dano ao ácido desoxirribonucleico, oxidação da lipoproteína de 

baixa densidade, formação de isoprostanos, nitração de proteínas tirosinas, inibição 

da aconitase e bloqueio da respiração mitocondrial (ISCHIROPOULOS; AL-MEHDI, 

1995). O óxido nítrico também tem como alvo muitas proteínas de vias de sinalização 

centrais para a sobrevivência da célula, como a proteína G, JAK/STAT, NF-κB e MAP 

quinases. A nitração de cisteínas nessas proteínas podem levar a sua ativação ou 

inativação (BOGDAN, 2001; COLEMAN, 2001; MOILANEN; VAPAATALO, 1995). 

Além de fagocitar microrganismos, os macrófagos reconhecem, ingerem e 

destroem células autólogas apoptóticas (GORDON; PLUDDEMANN, 2018; 

KOURTZELIS; HAJISHENGALLIS; CHAVAKIS, 2020; NAGATA, 2018), infectadas 

(SHIRATSUCHI; NAKANISHI, 2006), necróticas e detritos (debris) celulares como 

parte do processo de limpeza que se segue à infecção, lesão tecidual e muitos 

processos fisiológicos, como renovação de tecidos e crescimento (POON; HULETT; 

PARISH, 2010; WESTMAN; GRINSTEIN; MARQUES, 2020). 

Em adição à fagocitose, os macrófagos atuam como APCs, desempenhando um 

papel importante na imunidade adaptativa (HARDING; CANADAY; RAMACHANDRA, 

2010; UNANUE, 1984, 2002). No processo de apresentação de antígenos, os 

antígenos são capturados pelo macrófago, processados em fragmentos menores 

(peptídios) e, finalmente, apresentados na superfície celular do macrófago ligados a 

moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) para serem 

reconhecidos por TCRs na superfície de linfócitos T (PARHAM, 2005). Além de 

apresentarem complexos antígeno-MHC a linfócitos T, os macrófagos proporcionam 

estímulos adicionais necessários para a completa ativação, divisão e diferenciação 

dos linfócitos T (ZHU; CHEN, 2009). 

Os macrófagos também podem produzir citocinas que regulam e coordenam 

vários processos celulares (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Essas citocinas 
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atuam principalmente sobre as próprias células que as produzem (ação autócrina) ou 

sobre células vizinhas (ação parácrina). Em alguns casos, quando o estímulo para a 

produção de citocina for suficientemente forte, a quantidade de citocina produzida 

pode ser tão grande que quantidades significativas entram na corrente sanguínea e 

atuam sobre células distantes (ação endócrina) (ZHANG; AN, 2007). 

No contexto da inflamação, algumas citocinas atuam estimulando a resposta 

inflamatória (chamadas pró-inflamatórias), enquanto outras atuam suprimindo 

(chamadas anti-inflamatórias) (DINARELLO, 2007). Dentre as citocinas pró-

inflamatórias, as mais importantes são a IL-1β, a IL-6 e o TNF-α (frequentemente 

chamado apenas TNF) (CONTI et al., 2004; FEGHALI; WRIGHT, 1997; MÖLLER; 

VILLIGER, 2006; ZHANG; AN, 2007). A primeira delas, a IL-1β, é o membro mais 

importante da família IL-1, que inclui 11 ligantes e 10 receptores. A IL-1β possui dois 

receptores específicos, chamados receptor de interleucina-1 do tipo 1 (IL-1R1 ou 

CD121a) e receptor de interleucina-1 do tipo 2 (IL-1R2 ou CD121b), e um correceptor, 

chamado receptor de interleucina-1 do tipo 3 (IL-1R3) (DINARELLO, 2018; YAZDI; 

GHORESCHI, 2016). Ambos IL-1R1 e IL-1R3 possuem um domínio citoplasmático do 

tipo receptor de Toll/interleucina-1 (TIR) (GAY; KEITH, 1991; HEGUY et al., 1992). Ao 

se ligar ao IL-1R1, a IL-1β induz uma mudança conformacional no receptor que 

permite a ligação do IL-1R3, formando um complexo trimérico que ativa uma cascata 

de sinalização intracelular que, por sua vez, induz a resposta funcional da célula 

(DINARELLO, 2018). Em contraste, o IL-1R2 é um receptor do tipo decoy (chamariz) 

e falha ao ativar a cascata de sinalização intracelular, pois não possui um domínio 

citoplasmático (COLOTTA et al., 1993; MANTOVANI et al., 2001; RE et al., 1996). A 

IL-1β atua sobre quase todos os tipos celulares e seus efeitos incluem a ativação de 

células endoteliais, a diferenciação de linfócitos T produtoras de IL-17, a elevação da 

temperatura corporal (pirexia) e a síntese de proteínas de fase aguda no fígado 

(DINARELLO, 1996, 1997, 2018; YAZDI; GHORESCHI, 2016). 

Outra citocina pró-inflamatória também importante, a IL-6, pertence à família IL-

6, que consiste em 10 ligantes e 9 receptores (KANG et al., 2020). Os receptores 

dessa família compartilham a mesma subunidade de sinalização intracelular, uma 

proteína transmembrana chamada glicoproteína 130 (gp130 ou CD130) (HIBI et al., 

1990; KISHIMOTO et al., 1992; TAGA, 1992). Na via de sinalização da IL-6, a citocina 

primeiro se liga ao seu receptor específico, o receptor de interleucina-6 (IL-6R ou 

CD126), e o complexo formado se associa com a gp130, que se dimeriza para iniciar 
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a cascata de sinalização intracelular (ROSE-JOHN, 2018). A gp130 é ubiquamente 

expressa, enquanto o IL-6R é expresso em hepatócitos e leucócitos. Dessa forma, 

apenas as células que expressam o IL-6R são sensíveis a IL-6 (HUNTER; JONES, 

2015; KANG et al., 2020). Seus principais efeitos incluem a diferenciação de linfócitos 

T produtoras de IL-17, a proliferação de linfócitos B produtores de anticorpos e a 

síntese de proteínas de fase aguda por hepatócitos (HUNTER; JONES, 2015; KANG 

et al., 2020; KISHIMOTO, 2010; ROSE-JOHN, 2018; TANAKA; NARAZAKI; 

KISHIMOTO, 2014). 

O TNF-α é o principal membro da superfamília TNF, uma das maiores famílias 

de citocinas, com 18 ligantes e 29 receptores. Os ligantes dessa superfamília são 

caracterizados por um domínio de homologia ao fator de necrose tumoral (THD), que 

se liga aos domínios ricos em cisteína dos receptores de TNF (BODMER; 

SCHNEIDER; TSCHOPP, 2002; SO; ISHII, 2019). O TNF-α é produzido 

principalmente como uma proteína transmembrana (pró-TNF-α), que pode ser clivada 

por uma metaloproteinase associada à membrana celular para gerar a forma solúvel 

da citocina (TNF-α) (BLACK et al., 1997; LUM et al., 1999). Ambas as formas do TNF-

α são ativas em suas configurações homotriméricas e se ligam a dois receptores 

distintos, o receptor de fator de necrose tumoral 1 e 2, os quais também formam 

homotrímeros ao se associarem às THDs dos ligantes, resultando em um complexo 

hexâmero na superfície celular que inicia a transdução do sinal (BRADLEY, 2008; SO; 

ISHII, 2019). Dessa forma, a via de sinalização do TNF-α controla uma variedade de 

processos celulares, incluindo a ativação de células endoteliais e leucócitos 

(BRADLEY, 2008; IDRISS; NAISMITH, 2000; TRACEY; CERAMI, 1994). 

Dentre as citocinas anti-inflamatórias, a IL-10 é uma das mais importantes 

(FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989). Ela pertence à família de citocinas anti-

inflamatórias IL-10, composta por 9 ligantes e 6 receptores (OUYANG; O'GARRA, 

2019; WEI et al., 2019). O ligante IL-10 consiste em um homodímero (TAN et al., 1993; 

WINDSOR et al., 1993) que se liga a um complexo receptor heterodimérico formado 

por um receptor de ligação ao ligante, o receptor de interleucina-10 do tipo 1, e um 

receptor acessório de sinalização intracelular, o receptor de interleucina-10 do tipo 2 

(MOORE et al., 2001). Como ambos os receptores de IL-10 são amplamente 

expressos entre os leucócitos, a ação anti-inflamatória da IL-10 se estende a vários 

aspectos da resposta imunológica (BURMEISTER; MARRIOTT, 2018; MOORE et al., 

2001; MOSSER; ZHANG, 2008; WEI et al., 2019; WOLK et al., 2002). 
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Para que os macrófagos desempenhem todas essas funções, eles precisam ser 

ativados por DAMPs e PAMPs (DALBY, 2018; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Esse 

processo é mediado por PRRs, como o TLR4, que reconhece o LPS, o principal 

componente da membrana externa de bactérias Gram-negativas (BEUTLER, 2002; 

BEUTLER; DU; POLTORAK, 2001). O LPS bacteriano consiste em um domínio 

hidrofóbico (chamado lipídeo A ou endotoxina), um oligossacarídeo central (chamado 

core) e um polissacarídeo distal (chamado antígeno O) (RAETZ; WHITFIELD, 2002). 

O reconhecimento de quantidades mínimas de LPS pelo TLR4 é capaz de iniciar uma 

cascata de sinalização intracelular na qual a informação é transmitida do TLR4 para o 

núcleo da célula por meio de uma série de interações proteína-proteína e fosforilação 

de proteínas que estimula a expressão de genes relacionados à função efetora dos 

macrófagos (Figura 3) (KUZMICH et al., 2017). 

 

Figura 3 – Via de sinalização LPS/TLR4/MAP quinases. 

 

 

Fonte: Produção do próprio autor. 
Inicialmente, o LPS é reconhecido pela LBP e, então é transferido para o TLR4 por meio de 
uma série de interações proteína-proteína. Em seguida, o TLR4 se associa para formar um 
heterodímero que ativa vias de sinalização intracelular, como as MAP quinases, que, por sua 
vez, ativam fatores de transcrição que induzem a expressão de genes relacionados à 
inflamação. 
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O reconhecimento do LPS pelo TLR4 ocorre de forma indireta, sendo necessária 

a participação de proteínas acessórias para que o TLR4 se torne responsivo ao LPS. 

Inicialmente, o LPS é reconhecido pela proteína de ligação ao lipopolissacarídeo 

(LBP), uma glicoproteína presente no sangue ou fluido extracelular com a qual o LPS 

forma um complexo solúvel de alta afinidade (GIOANNINI et al., 2005; HAILMAN et 

al., 1994; IOVINE et al., 2002; YU; WRIGHT, 1996). Em seguida, a LBP interage com 

o homodímero CD14, ancorado na membrana celular ou solúvel, e o LPS é, então, 

transferido da LBP para o CD14 (KELLEY et al., 2013; KIM et al., 2005; KITCHENS, 

2000; PŁÓCIENNIKOWSKA et al., 2015; TOBIAS et al., 1995). Por fim, o CD14 

interage com os domínios extracelulares de repetição rica em leucina (LRR) 13 e 15 

do TLR4 e o LPS é novamente transferido, desta vez, do CD14 para a proteína de 

diferenciação mieloide 2 (MD-2), que está ligada ao TLR4. Dessa forma, a base 

estrutural da especificidade do TLR4 para o LPS reside nos domínios extracelulares 

do receptor LRR13 e LRR15, os quais são essenciais para a transferência do LPS do 

CD14 para a MD-2, que, então, se liga ao domínio lipídeo A do LPS (CIESIELSKA; 

MATYJEK; KWIATKOWSKA, 2021; DA SILVA CORREIA et al., 2001; GIOANNINI et 

al., 2005; KIM; KIM, 2017; RYU et al., 2017). 

A próxima etapa, a transdução do sinal, é iniciada pela dimerização de dois 

complexos LPS/MD-2/TLR4, colocando os domínios citoplasmáticas de sinalização 

intracelular de cada TLR4 em justaposição (MENG et al., 2011; PANTER; JERALA, 

2011; PARK et al., 2009). Esses domínios são do tipo TIR e cada um deles forma uma 

interação homofílica com os domínios TIR de duas proteínas adaptadoras 

downstream, a proteína adaptadora contendo o domínio receptor de Toll/interleucina 

-1 (TIRAP) (BONHAM et al., 2014; HORNG et al., 2002) e o adaptador de transdução 

de sinal imunológico inato MYD88 (MYD88) (FITZGERALD et al., 2001). 

O TLR4 interage primeiro com a TIRAP, que atua como um regulador do sinal 

do receptor. Essa proteína possui um domínio de ligação de fosfatidilinositol-4,5-

bifosfato, responsável pelo recrutamento e ancoramento da proteína na face citosólica 

da membrana celular, onde atua facilitando o recrutamento e ligação da proteína 

adaptadora MYD88 (KAGAN; MEDZHITOV, 2006). A proteína adaptadora MYD88 

possui um domínio de morte que recruta a quinase associada ao receptor de 

interleucina-1 (IRAK) 4 para formar o complexo MYD88/IRAK4, o qual recruta a 

IRAK1/2, formando o um oligômero chamado myddosome. Essa conformação permite 

a autofosforilação da IRAK4 e a fosforilação da IRAK1/2 pela IRAK4 (FERRAO et al., 
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2014; LIN; LO; WU, 2010; MOTSHWENE et al., 2009). Além disso, a formação do 

myddosome recruta o fator associado ao receptor de fator de necrose tumoral (TRAF) 

6 (GUVEN-MAIOROV et al., 2015; WU, 2013). A proteína TRAF6 é uma ligase de 

ubiquitina que, após sofrer autoubiquitinação, move-se em direção ao citoplasma, 

onde ativa vias de sinalização intracelular, como as MAP quinases (KUZMICH et al., 

2017; LU; YEH; OHASHI, 2008; WALSH; LEE; CHOI, 2015). 

As MAP quinases referem-se a um grupo de proteínas estruturalmente 

relacionadas que desempenham um papel central na imunidade e em vários outros 

aspectos do organismo. Essas proteínas são quinases que fosforilam resíduos de 

serina-treonina e, então, ativam a proteína a jusante. Assim, as MAP quinases 

funcionam como comutadores downstream baseados em fosforilação que transmitem 

o sinal do TLR4 (KAWAI; AKIRA, 2007; KUZMICH et al., 2017; LU; YEH; OHASHI, 

2008). A família MAP quinase inclui três proteínas quinases em várias isoformas: a 

quinase regulada por sinal extracelular (ERK) 1-8, a quinase N-terminal c-Jun (JNK) 

1-3 e a p38-α, -β, -γ e -δ (DHILLON et al., 2007; KIM; CHOI, 2010; SCHAEFFER; 

WEBER, 1999). Cada eixo de sinalização das MAP quinases inclui pelo menos três 

componentes: uma MAP quinase quinase quinase, uma MAP quinase quinase e uma 

MAP quinase. Na cascata de sinalização intracelular, a MAP quinase quinase quinase 

fosforila e ativa a MAP quinase quinase, que fosforila e ativa a MAP quinase, que 

fosforila e ativa fatores de transcrição, que induzem a expressão de genes cujos 

produtos são importantes para a resposta efetora dos macrófagos (KIM; CHOI, 2010, 

2015; LAVOIE; GAGNON; THERRIEN, 2020). 

Dessa forma, os efeitos imunossupressores apresentados pela PAT, os quais 

abrangem vários componentes do sistema imunológico, especialmente os macrófagos 

(BOURDIOL; ESCOULA; SALVAYRE, 1990; ESCOULA et al., 1988a; ESCOULA et 

al., 1988b; OH et al., 2012; OH et al., 2015a; OH et al., 2015b; OZSOY et al., 2008; 

TSAI et al., 2016), justificam a investigação da sinalização envolvida durante o 

processo inflamatório agudo. Além disso, o estudo do potencial anti-inflamatório da 

PAT é justificado pela demanda por novas ferramentas farmacológicas para o controle 

da inflamação, uma vez que a inflamação é um fator determinante para a progressão 

de muitas doenças (ARULSELVAN et al., 2016). Adicionalmente, os fármacos 

disponíveis para o tratamento da inflamação apresentam inúmeros efeitos adversos 

quando utilizados por longos períodos (BACCHI et al., 2012; ORAY et al., 2016). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

• Avaliar o efeito da PAT em macrófagos peritoneais murinos ativados com LPS. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Estimar o efeito da PAT na viabilidade de macrófagos peritoneais murinos; 

 

• Determinar o efeito da PAT na produção de óxido nítrico; 

 

• Avaliar o efeito da PAT na expressão das proteínas CD69, iNOS e TLR4; 

 

• Quantificar o efeito da PAT na expressão do ácido ribonucleico mensageiro 

(mRNA) que codifica as proteínas CD69, COX-2, IL-1β e iNOS; 

 

• Determinar o efeito da PAT na produção das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-

α; 

 

• Avaliar o efeito da PAT na fosforilação das MAP quinases ERK, JNK e p38.
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local da realização dos experimentos 

 

Os protocolos experimentais foram realizados no Laboratório de Biotecnologia 

Celular e Molecular, no Laboratório de Farmacologia Cardiovascular, no LIMFA e no 

ONCOFAR do CBiotec da UFPB (João Pessoa, PB, BR) e no Laboratório de Biologia 

Molecular e no LCC do ICB da FURG (Rio Grande, RS, BR). 

 

4.2 Reagentes 

 

A PAT (massa molar: 154,12 g/mol; fórmula molecular: C7H6O4; número de 

catálogo: P1639), a estreptomicina, a N-(1-naftil) etilenodiamina, a penicilina, a 

sulfanilamida, o ácido orto-fosfórico, azul de tripano, o bicarbonato de sódio, o brometo 

de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT), o cloreto de sódio, o 

dimetilsulfóxido (DMSO), o fosfato de sódio dibásico, o fosfato de sódio monobásico, 

o meio RPMI-1640 (número de catálogo: R8755), o meio tioglicolato (número de 

catálogo: T9032-500G) e o nitrito de sódio foram comprados da Sigma-Aldrich® (St. 

Louis, MO, US). A agarose, o kit de transcrição reversa (RT) de ácido 

desoxirribonucleico complementar (cDNA) de alta capacidade (número de catálogo: 

4368814), o LPS de Escherichia coli (número de catálogo: 00-4976-93), o reagente 

TRIzol® (número de catálogo: 15596026), os anticorpos anti-CD16/CD32 (número de 

catálogo: 14-0161-86), anti-CD69 (número de catálogo: 11-0691-81) e anti-TLR4 

(número de catálogo: 12-9041-80), os kits de ensaio de imunoabsorção enzimática 

(ELISA) não revestido para IL-1β (número de catálogo: 88-7013-22), IL-6 (número de 

catálogo: 88-7064-22), IL-10 (número de catálogo: 88-7105-22) e TNF-α (número de 

catálogo: 88-7324-22) e os oligonucleotídios foram comprados da Thermo Fisher 

Scientific Inc (Waltham, MA, US). O anticorpo anti-iNOS (número de catálogo: sc-

7271) foi comprado da Santa Cruz Biotechnology Inc (Dallas, TX, US). O brometo de 

etídio foi comprado da Ludwig Biotecnologia Ltda (Alvorada, RS, BR). O kit master mix 

de reação em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR) GoTaq® (número de catálogo: 

A6001) foi comprado da Promega Corporation (Madison, WI, US). O soro fetal bovino 

foi comprado da Cultilab® (Campinas, SP, BR). Os anticorpos anti-p-ERK 1/2 (número 

de catálogo: 612566), anti-p-JNK 1/2 (número de catálogo: 562480) e anti-p-p38 
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(número de catálogo: 560241), o tampão de fixação BD Cytofix® (número de catálogo: 

554655) e o tampão de permeabilização BD Phosflow® III (número de catálogo: 

558050) foram comprados da BD Biosciences (San Jose, CA, US). 

 

4.3 Animais 

 

Os camundongos albinos suíços fêmeas (6-8 semanas) foram fornecidos pelo 

Biotério Prof. Thomas George do IPeFarM da UFPB (João Pessoa, PB, BR). Os 

animais foram mantidos em condições laboratoriais padrão em um ciclo claro/escuro 

de 12 h constante com temperatura controlada (21 ± 2 °C). O alimento e a água foram 

fornecidos ad libitum. Os protocolos experimentais obedeceram os critérios 

estabelecidos pela Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008). A 

eutanásia dos animais foi realizada por deslocamento cervical, pois o uso de 

anestésicos gerais injetáveis ou inalatórios comprometeria os resultados 

experimentais, conforme os procedimentos de eutanásia das Diretrizes da Prática de 

Eutanásia do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (BRASIL, 

2013). Além disso, todos os protocolos adotados neste estudo foram aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Instituição (protocolo: 105/2016, data de 

aprovação do estudo animal: 16/11/2017; APÊNDICE A). 

 

4.4 Isolamento de macrófagos peritoneais murinos 

 

O exsudato peritoneal nos camundongos albinos suíços foi eliciado um com uma 

injeção intraperitoneal de 2 ml de meio tioglicolato a 4% (Figura 4). Quatro dias após, 

os animais foram eutanasiados e a cavidade peritoneal foi lavada com 5 ml de tampão 

fosfato-salino (PBS; cloreto de sódio: 0,8760%, fosfato de sódio dibásico: 0,1550% e 

fosfato de sódio monobásico: 0,0288%) gelado, seguido por uma massagem de 30 s 

e coleta do fluido. A suspensão celular obtida da lavagem peritoneal foi centrifugada 

por 5 min a 1.500 rpm (4 °C). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

ressuspendido em 2 ml de meio RPMI-1640 completo (bicarbonato de sódio: 0,002 

g/ml, estreptomicina: 100 µg/ml, penicilina: 100 unidades/ml e soro fetal bovino: 10%). 

As células viáveis foram contadas em uma câmara de Neubauer usando a solução de 

azul de tripano (azul de tripano: 0,4% e cloreto de sódio: 0,9%) e foram utilizadas as 

células com viabilidade celular maior ou igual a 90%. Em seguida, os macrófagos 
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foram separados por aderência em plástico. Para isso, as células peritoneais viáveis 

foram plaqueadas em placas de 96 poços de fundo plano TPP® (2×105 células/poço 

em um volume final de 200 µl), TPP Techno Plastic Products AG (Trasadingen, SH, 

CH), e incubadas por 2 h com o meio RPMI-1640 completo em uma atmosfera de 5% 

de CO2 a 37 °C. Então, as células não aderentes foram descartadas. As células 

restantes foram estimuladas com LPS (1 µg/ml) e tratadas com diferentes 

concentrações de PAT (62,5-4.000 ng/ml), de acordo com o trabalho de Bourdiol et al. 

(1990), que usou concentrações de 10 a 4.000 ng/ml. A solução estoque de PAT (5 

mg/ml) foi preparada em DMSO e a concentração final de DMSO não excedeu 0,08%. 

Na condição controle, foi usado apenas meio RPMI-1640. Além disso, um segundo 

grupo controle foi adicionado usado apenas DMSO e meio RPMI-1640. Após 24 h de 

incubação, os macrófagos foram usados para o ensaio de viabilidade celular e o 

sobrenadante da cultura foi coletado para a determinação da produção de óxido 

nítrico, IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α. 

 

Figura 4 – Resumo gráfico do protocolo de isolamento de macrófagos peritoneais 
murinos. 

 

Fonte: Produção do próprio autor. 
Resumidamente, foi eliciado um exsudato peritoneal nos camundongos com uma injeção 
intraperitoneal de meio tioglicolato. Após 4 dias, as células peritoneais foram coletadas e os 
macrófagos foram separados por aderência em plástico. Para isso, as células peritoneais 
foram plaqueadas e incubadas por 2 h com o meio RPMI-1640 completo em uma atmosfera 
de 5% de CO2 a 37 °C. Por fim, as células foram estimuladas com LPS (1 µg/ml) e tratadas 
com diferentes concentrações de PAT (62,5-4.000 ng/ml). 
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4.5 Efeito da PAT na viabilidade de macrófagos peritoneais murinos 

 

A viabilidade celular foi estimada usando o reagente MTT (MOSMANN, 1983). 

Para isso, como mostrado na Figura 5, foram adicionados 100 µl de meio RPMI-1640 

completo contendo 10 µl da solução de MTT (5 mg/ml de MTT em PBS). Após 4 h de 

incubação, o meio contendo MTT foi descartado e o precipitado formazan foi 

solubilizado em 100 µl de DMSO. A densidade óptica foi determinada a 570 nm em 

espectrofotômetro de microplaca BioTek® ELx800®, Thermo Fisher Scientific Inc 

(Waltham, MA, US). 

 

Figura 5 – Resumo gráfico do protocolo de ensaio de viabilidade celular usando o 
reagente MTT. 

 

Fonte: Produção do próprio autor. 
Resumidamente, foram adicionados 100 µl de meio RPMI-1640 completo contendo 10 µl da 
solução de MTT (5 mg/ml de MTT em PBS) à monocamada de células. O tetrazólio MTT 
(amarelo) é reduzido em formazan (roxo) pelas desidrogenases mitocondriais das células 
metabolicamente ativas. Após 4 h de incubação, o meio contendo MTT foi descartado e o 
precipitado formazan foi solubilizado em 100 µl de DMSO. A densidade óptica foi determinada 
a 570 nm em espectrofotômetro de microplaca. 

 

4.6 Efeito da PAT na produção de óxido nítrico 

 

A produção de óxido nítrico foi estimada indiretamente pela quantificação do 

nitrito, o produto mais estável do óxido nítrico, usando a solução de Griess (GRIESS, 

1879). Resumidamente, foram misturados 50 µl do sobrenadante da cultura com 50 
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µl da solução de Griess (ácido orto-fosfórico: 5%, N-[1-naftil] etilenodiamina: 0,1% e 

sulfanilamida: 1%) à temperatura ambiente por 10 min (Figura 6). A densidade óptica 

foi determinada a 540 nm em espectrofotômetro de microplaca BioTek® ELx800®, 

Thermo Fisher Scientific Inc (Waltham, MA, US). Para preparação da curva padrão, 

foi empregado nitrito de sódio. 

 

Figura 6 – Resumo gráfico do protocolo de determinação da produção de óxido nítrico 
usando a solução de Griess. 

 

Fonte: Produção do próprio autor. 
Resumidamente, foram misturados 50 µl do sobrenadante da cultura com 50 µl da solução de 
Griess à temperatura ambiente por 10 min. A reação de Griess consiste na diazotização da 
sulfanilamida pelo nitrito acidificado seguida pela reação de acoplamento com a N-(1-naftil) 
etilenodiamina, fornecendo um cromóforo azo (rosa). A densidade óptica foi determinada a 
540 nm em espectrofotômetro de microplaca. 

 

4.7 Efeito da PAT na produção das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α 

 

A produção de citocinas foi determinada por ELISA sanduiche, conforme as 

instruções do fabricante. Resumidamente, as placas de 96 poços de fundo plano para 

ELISA Corning® Costar® 9018, Thermo Fisher Scientific Inc (Waltham, MA, US), foram 

sensibilizadas com 100 µl do anticorpo de captura e incubadas overnight a 4 °C 

(Figura 7). Então, o sobrenadante foi descartado e as placas foram lavadas 5 vezes 

com 300 µl de tampão de lavagem (Tween® 20: 0,05% em PBS). Os sítios de 

interações inespecíficas foram bloqueados com 200 µl do diluente ELISA/ELISPOT 
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(1X) e as placas foram incubadas à temperatura ambiente por 1 h. Após 5 lavagens, 

foram adicionados 100 µl do sobrenadante da cultura e as placas foram incubadas 

overnight a 4°C. Após 5 lavagens, foram adicionados 100 µl do anticorpo de detecção 

biotinilado e as placas foram incubadas à temperatura ambiente por 1 h. Após 5 

lavagens, foram adicionados 100 µl da enzima estreptavidina-HRP e as placas foram 

incubadas à temperatura ambiente por 30 min. Após 5 lavagens, foram adicionados 

100 µl do substrato tetrametilbenzidina e as placas foram incubadas à temperatura 

ambiente por 15 min. Então, foram adicionados 100 µl da solução de parada (ácido 

orto-fosfórico: 1 M). A densidade óptica foi determinada a 450 nm em 

espectrofotômetro de microplaca BioTek® ELx800®, Thermo Fisher Scientific Inc 

(Waltham, MA, US). Foram usadas citocinas recombinantes para a curva padrão. 

 

Figura 7 – Resumo gráfico do protocolo de determinação da produção de IL-1β, IL-6, 
IL-10 e TNF-α por ELISA. 

 

Fonte: Produção do próprio autor. 
Resumidamente, as placas foram sensibilizadas com 100 µl do anticorpo de captura, que se 
liga especificamente a um determinado epítopo do antígeno. Após overnight, foram 
adicionados 100 µl do sobrenadante da cultura para imobilização dos antígenos na superfície 
dos poços da placa para ELISA. Após overnight, foram adicionados 100 µl do anticorpo de 
detecção biotinilado, que se liga especificamente a outro determinado epítopo do antígeno. 
Após 1 h, foram adicionados 100 µl da enzima estreptavidina-HRP. Após 30 min, foram 
adicionados 100 µl do substrato tetrametilbenzidina e as placas foram incubadas por 15 min. 
A enzima estreptavidina-HRP consiste em uma proteína chamada estreptavidina, que se liga 
especificamente à biotina presente no anticorpo de detecção, conjugada com enzimas HRP, 
responsáveis pela catálise do substrato tetrametilbenzidina e, consequentemente, geração do 
sinal. Por fim, foram adicionados 100 µl da solução de parada (ácido orto-fosfórico: 1 M) e a 
densidade óptica foi determinada a 450 nm em espectrofotômetro de microplaca. 
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4.8 Efeito da PAT na expressão do mRNA que codifica as proteínas CD69, COX-

2, IL-1β e iNOS 

 

Os macrófagos isolados da cavidade peritoneal foram plaqueados em placas de 

6 poços de fundo plano TPP® (2×106 células/poço em um volume final de 2 ml), TPP 

Techno Plastic Products AG (Trasadingen, SH, CH), para aderência. Então, as células 

foram estimuladas com LPS (1 µg/ml) e tratadas com PAT (250 ng/ml). Após 24 h de 

incubação, o RNA total foi extraído da monocamada de células usando o reagente 

TRIzol®, conforme as instruções do fabricante (Figura 8). A densidade óptica foi 

determinada a 260 nm (quantidade) e 260/280 nm (qualidade) em espectrofotômetro 

BioDrop µLite, SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, BW, DE). A integridade do 

RNA foi confirmada por eletroforese em gel (agarose: 1,5% brometo de etídio: 0,5 

µg/mL). O cDNA foi sintetizado pela RT de 1 µg do RNA usando o kit de RT de cDNA 

de alta capacidade, conforme as instruções do fabricante, e um termociclador TC-

3000, Mason Technology (Dublin, DB, IE). A qPCR foi realizada conforme o protocolo 

do kit master mix de qPCR GoTaq® em termociclador 7300 Real-Time PCR System, 

Thermo Fisher Scientific Inc (Waltham, MA, US). Os iniciadores específicos para cada 

gene (Tabela 1) foram projetados baseados em sequências disponíveis no banco de 

dados GenBank® usando a ferramenta Primer-BLAST® (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

e as características dos iniciadores foram avaliadas usando a ferramenta 

OligoAnalyzer® (https://www.idtdna.com). A eficiência de amplificação de cada par de 

iniciadores foi avaliada por reações de diluições seriadas. Os genes Actb e Gapdh, 

que codificam a β-actina e a gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), 

respectivamente, foram usados como genes de referência após apresentarem 

estabilidade quando testados com a ferramenta geNorm (VANDESOMPELE et al., 

2002). O fator de normalização foi calculado como a média geométrica dos valores de 

expressão do mRNA dos genes de referência testados usando a ferramenta geNorm. 

Por fim, os níveis de expressão relativa do mRNA dos genes alvos foram calculados 

como a razão do valor da expressão do mRNA de cada gene alvo pelo fator de 

normalização. 
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Figura 8 – Resumo gráfico do protocolo de quantificação da expressão do mRNA do 
CD69, COX-2, IL-1β e iNOS por RT-qPCR. 

 

Fonte: Produção do próprio autor. 
Resumidamente, o RNA total foi extraído da monocamada de células usando o reagente 
TRIzol®. Então, o cDNA foi sintetizado pela RT de 1 µg do RNA usando o kit de RT de cDNA 
de alta capacidade. Por fim, a qPCR foi realizada conforme o protocolo do kit master mix de 
qPCR GoTaq® usando um termociclador e os valores de ciclos (Ct) foram analisados. 

 

Tabela 1 – Iniciadores usados na RT-qPCR. 

Gene Sequência do iniciador (5’-3’) 
Tamanho 

do produto 

Eficiência de 

amplificação 
GenBank 

Cd69 
F: AGCTACATCTCTCCGTGGACC 

148 pb 97.7% NM_001033122.4 
R: GTATACTGGTGCCATGGTCCTTC 

Il1b 
F: TGCCACCTTTTGACAGTGATG 

138 pb 90.9% NM_008361.4 
R: TGATGTGCTGCTGCGAGATT 

Nos2 
F: TCTAGTGAAGCAAAGCCCAAC 

142 pb 106.2% NM_001313921.1 
R: CACATACTGTGGACGGGTCG 

Ptgs2 
F: AGCCAGGCAGCAAATCCTT 

100 pb 111.3% NM_011198.4 
R: CAGTCCGGGTACAGTCACAC 

Actb 
F: CACTGTCGAGTCGCGTCC 

89 pb 100.6% NM_007393.5 
R: TCATCCATGGCGAACTGGTG 

Gapdh 
F: GGAGAGTGTTTCCTCGTCCC 

136 pb 105.8% NM_001289726.1 
R: ATGAAGGGGTCGTTGATGGC 

Notas: Cd69: CD69; Il1b: IL-1β; Nos2: iNOS; Ptgs2: COX-2; Actb: β-actina; Gapdh: GAPDH. 
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4.9 Efeito da PAT na expressão das proteínas CD69 e TLR4 

 

Os macrófagos isolados da cavidade peritoneal foram plaqueados em placas de 

6 poços de fundo plano hidrofóbicas CELLSTAR® (1,5×106 células/poço em um 

volume final de 2 ml), Greiner AG (Kremsmünster, OÖ, AT), para aderência. Então, as 

células foram estimuladas com LPS (1 µg/ml) e tratadas com PAT (250 ng/ml). Após 

24 h de incubação, como mostrado na Figura 9, as células foram coletadas e 

transferidas para placas de 96 poços de fundo U CELLSTAR®, Greiner AG 

(Kremsmünster, OÖ, AT). Então, as células foram bloqueadas para prevenir 

interações mediadas por Fc inespecíficas usando o anticorpo anti-CD16/CD32 e 

marcadas separadamente com os anticorpos anti-CD69 (FITC) e anti-TLR4 (PE), 

conforme as instruções do fabricante. Por fim, as células foram ressuspendidas em 

tampão PBS e avaliadas em citômetro de fluxo BD FACSCanto® II, Becton, Dickinson 

and Company (Franklin Lakes, NJ, US). Foi adquirido um mínimo de 10.000 eventos 

para cada amostra. 

 

Figura 9 – Resumo gráfico do protocolo de avaliação da expressão de CD69, iNOS e 
TLR4 e da fosforilação das MAP quinases ERK, JNK2 e p38 por citometria 
de fluxo. 

 

Fonte: Produção do próprio autor. 
Resumidamente, as células foram coletadas e transferidas para placas de 96 poços de fundo 
U e marcadas separadamente com os anticorpos fluorescentes. Por fim, as células foram 
avaliadas usando um citômetro de fluxo e a intensidade da fluorescência correspondente a 
marcação do anticorpo foi determinada. 
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4.10 Efeito da PAT na expressão da proteína iNOS e na fosforilação das MAP 

quinases ERK, JNK e p38 

 

As mesmas condições de cultura foram realizadas para a avaliação da 

expressão de iNOS e da fosforilação das MAP quinases ERK, JNK e p38, conforme 

descrito na sessão anterior. Após 24 h de incubação, as células foram coletadas e 

transferidas para placas de 96 poços de fundo U CELLSTAR®, Greiner AG 

(Kremsmünster, OÖ, AT). Então, as células foram fixadas usando o tampão de fixação 

BD Cytofix® e permeabilizadas usando o tampão de permeabilização BD Phosflow® III 

por 30 min cada, conforme as instruções do fabricante. Posteriormente, as células 

foram marcadas separadamente com os anticorpos anti-iNOS (PE), anti-p-ERK 1/2 

(PE), anti-p-JNK 1/2 (PE) e anti-p-p38 (PE-Cy7), conforme as instruções do fabricante. 

Por fim, as células foram ressuspendidas em tampão PBS e avaliadas em citômetro 

de fluxo BD FACSCanto® II, Becton, Dickinson and Company (Franklin Lakes, NJ, 

US). Foi adquirido um mínimo de 10.000 eventos para cada amostra. 

 

4.11 Análise de dados de citometria de fluxo 

 

Os dados de citometria de fluxo foram analisados usando o software FlowJo® X 

versão 10.6.2, FlowJo LLC (Ashland, OR, US). Resumidamente, as células foram 

visualizadas usando os parâmetros de dispersão frontal e lateral (tamanho e 

complexidade interna, respectivamente) e uma região foi criada na população de 

macrófagos. Então, a intensidade da fluorescência correspondente a marcação do 

anticorpo foi determinada. 

 

4.12 Análise estatística 

 

A curva de inibição foi ajustada por análise de regressão não linear assumindo 

um modelo de curva de concentração-resposta sigmoide e a metade da concentração 

inibitória máxima (IC50) foi estimada. Todos os dados foram expressos como média 

±erro padrão da média (SEM) e analisados usando o software GraphPad Prism® 

versão 9.1.0, GraphPad Software Inc (San Diego, CA, US), usando análise de 

variância (ANOVA) one-way seguida do teste de Tukey para múltiplas comparações. 

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeito da PAT na viabilidade de macrófagos peritoneais murinos 

 

Foi avaliado o efeito da PAT na viabilidade de macrófagos peritoneais murinos. 

A PAT nas concentrações de 62,5; 125 e 250 ng/ml não afetou a viabilidade celular 

(Figura 10 A). Por outro lado, concentrações mais altas de PAT (500, 1.000, 2.000 e 

4.000 ng/ml) reduziram significativamente a viabilidade celular (38,6; 49,9; 69,9 e 

93,3%, respectivamente) com o valor de IC50 de 963,2 ng/ml. Além disso, como 

mostrado na Figura 10 B, as concentrações não tóxicas de PAT (62,5; 125 e 250 

ng/ml) não aumentaram a morte celular induzida pelo LPS, sendo escolhidas para os 

próximos ensaios. 

 

Figura 10 – Efeito da PAT na viabilidade de macrófagos peritoneais murinos. 
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(A) Os macrófagos (n = 4 em triplicada) foram tratados com diferentes concentrações de PAT 
(62,5-4.000 ng/ml). (B) Os macrófagos (n = 6 em triplicata) foram tratados com LPS e PAT 
(62,5, 125 e 250 ng/ml). Após 24 h de incubação, a viabilidade celular foi estimada usando o 
reagente MTT. Os resultados foram expressos como média ± SEM e analisados usando o 
software GraphPad Prism® versão 9.1.0 usando ANOVA one-way seguida do teste de Tukey. 
****p < 0,0001 comparado com o grupo controle. 
  



5 RESULTADOS  58 

 

5.2 Efeito da PAT na produção de óxido nítrico 

 

O LPS representa um dos principais indutores da produção de óxido nítrico em 

macrófagos (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; MONCADA, 1999). De acordo com 

dados anteriores do nosso grupo (FAHEINA-MARTINS et al., 2017; SALES-NETO et al., 

2019), os macrófagos estimulados mostraram um aumento significativo na produção 

do óxido nítrico (95,9 µM) em comparação com o grupo controle (Figura 11). Por outro 

lado, a PAT (62,5; 125 e 250 ng/ml) reduziu significativamente a produção do óxido 

nítrico induzida pelo LPS (41,1; 77,3 e 98,4%, respectivamente). A concentração de 

250 ng/ml de PAT foi escolhida para os próximos ensaios. 

 

Figura 11 – Efeito da PAT na produção de óxido nítrico. 

 

 

 

Os macrófagos (n = 6 em triplicata) foram tratados com LPS e PAT (62,5, 125 e 250 ng/ml). 
Após 24 h de incubação, a produção de óxido nítrico foi determinada usando a solução de 
Griess. Os resultados foram expressos como média ± SEM e analisados usando o software 
GraphPad Prism® versão 9.1.0 usando ANOVA one-way seguida do teste de Tukey. ****p < 
0,0001 comparado com o grupo LPS; ####p < 0,0001 comparado com o grupo PAT (62,5 
ng/ml) + LPS; e §§§§p < 0,0001 comparado com o grupo PAT (125 ng/ml) + LPS. 
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5.3 Efeito da PAT na expressão das proteínas CD69, iNOS e TLR4 

 

Conforme mostrado na Figura 12 A, B, C e D, o grupo controle apresentou a 

expressão basal do CD69, iNOS e TLR4, enquanto o grupo LPS apresentou a 

superexpressão dessas proteínas nos macrófagos ativados. Em oposição, a PAT (250 

ng/ml) reduziu significativamente a expressão do CD69 (63,1%), iNOS (83,5%) e 

TLR4 (91,9%) na presença do LPS. 

 

Figura 12 – Efeito da PAT na expressão das proteínas CD69, iNOS e TLR4. 
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Os macrófagos (n = 4) foram tratados com LPS e PAT (250 ng/ml). Após 24 h de incubação, 
os histogramas de fluorescência representativos (A) e a expressão de CD69+ (B), iNOS+ (C) 
e TLR4+ (D) foram avaliados por citometria de fluxo. Os dados da citometria de fluxo foram 
analisados usando o software FlowJo® X versão 10.6.2. Os resultados foram expressos como 
média ± SEM e analisados usando o software GraphPad Prism® versão 9.1.0 usando ANOVA 
one-way seguida do teste de Tukey. ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 comparado com o grupo 
LPS e ####p < 0,0001 comparado com o grupo controle. 
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5.4 Efeito da PAT na expressão do mRNA que codifica as proteínas CD69, COX-

2, IL-1β e iNOS 

 

Como esperado, a estimulação com o LPS induziu um aumento significativo na 

expressão do mRNA do CD69, COX-2, IL-1β e iNOS (Figura 13 A, B, C e D 

respectivamente). A PAT (250 ng/ml) reduziu significativamente a expressão do 

mRNA da COX-2 (55,6%) e da iNOS (100,0%) na presença do LPS, sem interferir na 

expressão do mRNA do CD69. Além disso, a PAT aumentou em 151,3% a expressão 

do mRNA da IL-1β em combinação com o LPS. 

 

Figura 13 – Efeito da PAT na expressão do mRNA que codifica as proteínas CD69, 

COX-2, IL-1β e iNOS. 
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Os macrófagos (n = 6 em duplicata) foram tratados com LPS e PAT (250 ng/ml). Após 24 h 
de incubação, a expressão do mRNA do CD69 (A), COX-2 (B), IL-1β (C) e iNOS (D) foi 
quantificada por RT-qPCR. Os resultados foram expressos como média ± SEM e analisados 
usando o software GraphPad Prism® versão 9.1.0 usando ANOVA one-way seguida do teste 
de Tukey. **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 comparado com o grupo LPS. 
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5.5 Efeito da PAT na produção das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α 

 

Como as citocinas modulam a produção de óxido nítrico (GELLER; BILLIAR, 1998; 

XIE et al., 1992), foi avaliado se a PAT interfere na produção de citocinas anti-(IL-10) e 

pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-α) usando macrófagos estimulados com LPS. 

Como esperado, o LPS induziu um aumento significativo na produção de todas as 

citocinas avaliadas: IL-1β (255,6 pg/ml), IL-6 (1.276,8 pg/ml), IL-10 (584,0 pg/ml) e 

TNF-α (1.313,6 pg/ml) (Figura 14 A, B, C e D, respectivamente). Contudo, a PAT (250 

ng/ml) reduziu significativamente a produção da IL-1β (80,6%) induzida pelo LPS. 

 

Figura 14 – Efeito da PAT na produção das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α. 
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Os macrófagos (n = 4 em duplicata) foram tratados com LPS e PAT (250 ng/ml). Após 24 h 
de incubação, a produção de IL-1β (A), IL-6 (B), IL-10 (C) e TNF-α (D) foi determinada por 
ELISA. Os resultados foram expressos como média ± SEM e analisados usando o software 
GraphPad Prism® versão 9.1.0 usando ANOVA one-way seguida do teste de Tukey. ****p < 
0,0001 comparado com o grupo LPS. 
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5.6 Efeito da PAT na fosforilação das MAP quinases ERK, JNK e p38 

 

A via de sinalização das MAP quinases regula vários eventos durante o processo 

inflamatório, incluindo a produção de óxido nítrico (RAMACHANDRAN; LUPFER; ZAKI, 

2018). Para investigar o mecanismo de ação da PAT, foi realizada a análise da 

fosforilação de ERK, JNK e p38. Como esperado, o LPS induziu um aumento 

significativo na fosforilação de todas as MAP quinases avaliadas (Figura 15 A, B, C e 

D, respectivamente). Em contraste, a PAT (250 ng/ml) reduziu significativamente a 

fosforilação da ERK (89,5%), JNK (77,5%) e p38 (72,3%) nos macrófagos 

estimulados. 

 

Figura 15 – Efeito da PAT na fosforilação das MAP quinases ERK, JNK e p38. 
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Os macrófagos (n = 4) foram tratados com LPS e PAT (250 ng/ml). Após 24 h de incubação, 
os histogramas de fluorescência representativos (A) e a fosforilação de p-ERK 1/2+ (B), p-JNK 
1/2+ (C) e p-p38+ (D) foram avaliados por citometria de fluxo. Os dados da citometria de fluxo 
foram analisados usando o software FlowJo® X versão 10.6.2. Os resultados foram expressos 
como média ± SEM e analisados usando o software GraphPad Prism® versão 9.1.0 usando 
ANOVA one-way seguida do teste de Tukey. ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 comparado com o 
grupo LPS e #p < 0,05 e ###p < 0,001 comparado com o grupo controle. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O presente trabalho mostrou, pela primeira vez, que a PAT inibe a produção de 

óxido nítrico induzida por LPS ao suprimir a via de sinalização CD69-TLR4/MAP 

quinases ERK-JNK-p38/Nos2/iNOS em macrófagos peritoneais murinos. Para melhor 

entender o mecanismo de sinalização da PAT, foi usado o modelo de cultura primária 

de macrófagos peritoneais murinos elicitados por tioglicolato. A injeção intraperitoneal 

de tioglicolato gera um microambiente que elicita uma grande quantidade de 

macrófagos, aproximadamente 2×107, que, após elicitados, podem ser coletados e 

usados em protocolos experimentais in vitro. Esses macrófagos existem como células 

não aderentes in situ e, quando cultivados in vitro, podem ser separados por aderência 

em plástico (LU; VARLEY, 2013; RIOS; TOUYZ; MONTEZANO, 2017). 

O ensaio de viabilidade celular mostrou que a PAT, em concentrações de até 

250 ng/ml, não afetou a viabilidade dos macrófagos. Esse resultado está de acordo 

com os obtidos por Bourdiol et al. (1990) quando ao utilizar macrófagos peritoneais 

murinos residentes e Tsai et al. (2016) com macrófagos murinos RAW264.7. Por outro 

lado, macrófagos bovinos parecem ser mais sensíveis a PAT, como mostrado por Oh 

et al. (2012). Esses diferentes efeitos da PAT na viabilidade celular podem estar 

associados a mudanças bioquímicas, morfológicas e funcionais que podem ocorrer 

durante a imortalização celular (RAZIN; CEDAR, 1991; TOMMASI et al., 2013). 

Os macrófagos são derivados de fagócitos mononucleares, os quais são 

gerados na medula óssea e, então, liberados na corrente sanguínea (OKABE; 

MEDZHITOV, 2016; ZHAO et al., 2018). Os macrófagos desempenham várias 

funções, como a produção de óxido nítrico, um dos eventos mais proeminentes 

durante a fase aguda da inflamação (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; 

MONCADA, 1999). Dessa forma, para investigar o efeito da PAT no processo 

inflamatório agudo, foi usado o LPS para induzir a produção de óxido nítrico nos 

macrófagos (RAETZ; WHITFIELD, 2002). O LPS é um conhecido ativador de 

macrófagos, capaz de desencadear uma vigorosa produção de óxido nítrico (DALBY, 

2018). Como resultado, a PAT reduziu a produção do óxido nítrico induzida pelo LPS 

de uma forma dependente de concentração. Este resultado é consistente com os 

obtidos por Tsai et al. (2016). Além disso, um resultado similar foi relatado por Mayer 

et al. (2017), os quais observaram que o desoxinivalenol, outro produto natural 

derivado de fungo, reduziu a produção de óxido nítrico nas mesmas condições. 
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O óxido nítrico é sintetizado pela NOS, uma família de enzimas que converte L-

arginina e oxigênio molecular em Nω-hidroxi-L-arginina e posteriormente em citrulina 

e óxido nítrico. Em mamíferos, há 3 isoformas de NOS. Notavelmente, embora todas 

as isoformas conhecidas de NOS catalisem a mesma reação, a iNOS é a principal 

isoforma envolvida na inflamação (KLEINERT; SCHWARZ; FORSTERMANN, 2003; 

SCHINDLER; BOGDAN, 2001; STUEHR, 1999). Foi avaliado se a PAT pode reduzir 

a expressão de iNOS em macrófagos ativados por LPS. A análise de citometria de 

fluxo mostrou, pela primeira vez, que a PAT pode reduzir a expressão de iNOS 

dependente do LPS. Esse resultado corrobora a inibição da produção do óxido nítrico, 

observada no presente trabalho. Além disso, Ferrante et al. (2008) e Sugiyama et al. 

(2010) também descreveram que outros produtos derivados de fungos podem reduzir 

o óxido nítrico e a expressão de iNOS em macrófagos ativados por LPS. Juntos, esses 

resultados sugerem que a expressão reduzida da iNOS após o tratamento com a PAT 

pode explicar parcialmente a inibição da produção do óxido nítrico. 

Uma vez que a iNOS foi expressa, ela produz continuamente óxido nítrico até 

que a enzima seja degradada. Portanto, a atividade da iNOS é regulada 

principalmente por mecanismos transcricionais e pós-transcricionais (KLEINERT; 

SCHWARZ; FORSTERMANN, 2003; MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; NATHAN; 

XIE, 1994a). Por essa razão, foi quantificada a expressão do mRNA da iNOS. Como 

resultado, a PAT inibiu completamente a expressão do mRNA da iNOS induzida pelo 

LPS. Pela primeira vez, o efeito da PAT na via do óxido nítrico foi expandido até o 

nível do mRNA. Além disso, resultados similares também foram relatados por Seeboth 

et al. (2012), os quais mostraram que um outro produto derivado de fungo, a toxina T-

2, reduz tanto a expressão do mRNA da iNOS quanto a produção de óxido nítrico em 

macrófagos alveolares suínos primários. 

Além do óxido nítrico, muitos mediadores coordenam os eventos iniciais da 

inflamação aguda, como as citocinas anti- e pró-inflamatórias (DE OLIVEIRA et al., 

2011). Essas citocinas atuam de forma autócrina, parácrina e até mesmo endócrina 

ligando-se a receptores na superfície celular dos macrófagos para modular a produção 

de óxido nítrico. Geralmente, as citocinas anti-inflamatórias regulam negativamente a 

produção de óxido nítrico, enquanto as citocinas pró-inflamatórias regulam 

positivamente (CHESROWN et al., 1994; GELLER; BILLIAR, 1998; NATHAN, 1992; 

NATHAN; XIE, 1994b; PERRELLA et al., 1996; PERRELLA et al., 1994; XIE et al., 

1992). A respeito disso, foi avaliada a produção da citocina anti-inflamatória IL-10 e 
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das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α em macrófagos. Foi visto que a 

PAT reduziu a produção da IL-1β, embora a expressão do mRNA da IL-1β tenha sido 

regulado positivamente na presença do LPS. 

A citocina IL-1β é primeiro sintetizada como um precursor citoplasmático (pró-IL-

1β) e, então, clivada para gerar a forma madura (IL-1β), que é secretada para o meio 

extracelular e realiza várias funções pró-inflamatórias. A clivagem da IL-1β é 

controlada no nível pós-traducional por maturação proteolítica dependente de 

inflamassoma. Os inflamassomas são complexos multiproteicos citosólicos que se 

formam em resposta a DAMP e PAMP. Na ativação canônica, o inflamassoma induz 

a ativação de caspases pró-inflamatórias, principalmente a caspase-1, que clivam a 

pró-IL-1β, gerando a IL-1β (GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010; RATHINAM; 

VANAJA; FITZGERALD, 2012; WALSH; MURUVE; POWER, 2014). Os 

inflamassomas murinos requerem uma ativação em duas etapas. O primeiro sinal 

(priming) ativa a expressão da pró-IL-1β e da caspase-1 e o segundo sinal (driving) 

promove a clivagem da pró-IL-1β pela protease caspase-1 (GAIDT et al., 2016; 

HUGHES; O'NEILL, 2018). Assim, a redução da produção da IL-1β após o tratamento 

com a PAT pode estar relacionada ao comprometimento da maturação dependente 

de inflamassoma/caspase-1. Esta hipótese é apoiada por evidências de Tsai et al. 

(2016), que mostraram que a PAT bloqueou a expressão de caspase-1 e 

inflamassoma NLRP3, bem como a produção de IL-1β, em macrófagos J774.1. Além 

disso, a regulação negativa da via do óxido nítrico, observada no presente trabalho, 

pode estar relacionada aos níveis reduzidos da IL-1β, uma vez que ela é um dos 

indutores da produção de óxido nítrico (PERRELLA et al., 1996; PERRELLA et al., 

1994). 

Por outro lado, há uma modulação mútua entre as vias da COX e da NOS. A 

COX é modulada pelo óxido nítrico, enquanto a NOS é modulada pelos prostanoides, 

o produto da oxidação do ácido araquidônico catalisada pela COX. Assim como a 

família NOS, a família COX consiste em isoformas constitutiva (COX-1) e induzida 

(COX-2) (ALEXANIAN; SOROKIN, 2017; SALVEMINI, 1997; SALVEMINI; KIM; 

MOLLACE, 2013; SALVEMINI et al., 1993; SOROKIN, 2016). Uma vez que a 

interação entre essas vias se estende aos níveis transcricional e pós-transcricional 

(SOROKIN, 2016), foi avaliado o efeito da PAT na expressão do mRNA da COX-2 

induzida por LPS e a superexpressão desse mRNA foi reduzida. Portanto, pode haver 
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uma regulação negativa mútua das vias da COX e da NOS induzida pela PAT que 

contribui para o comprometimento da produção do óxido nítrico. 

Além disso, foi relatado que o crosstalk do CD69 induz uma forte produção de 

óxido nítrico em monócitos humanos (DE MARIA et al., 1994). Nesse contexto, Marzio 

et al. (1997) demonstraram que macrófagos murinos também apresentam um 

aumento significativo na produção de óxido nítrico quando estimulados com o 

anticorpo monoclonal anti-CD69. O CD69 é um receptor de lectina do tipo C ligado à 

membrana celular regulado positivamente após a ativação dos macrófagos (CIBRIAN; 

SANCHEZ-MADRID, 2017; SANCHO; GOMEZ; SANCHEZ-MADRID, 2005). Então, 

foi estudado o efeito da PAT na expressão da proteína e do mRNA do CD69 após a 

estimulação com LPS. A análise de citometria de fluxo mostrou que a PAT reduziu a 

expressão do CD69 dependente do LPS, embora a expressão do mRNA não tenha 

sido afetada. Dessa forma, os dados sugerem que a PAT poderia atuar impedindo o 

transporte do CD69 para a superfície celular. Contudo, a disponibilidade reduzida do 

CD69 na superfície celular poderia maximizar a supressão da via do óxido nítrico, uma 

vez que a estimulação do CD69 ativa a via supracitada (DE MARIA et al., 1994; 

MARZIO et al., 1997). 

Além do CD69, o TLR4 é outro receptor ligado à membrana celular que 

desencadeia uma robusta produção de óxido nítrico quando estimulado. O TLR4 é um 

membro da família TLR que é ativado pelo LPS (PARK; LEE, 2013). O TLR4 transmite 

o sinal de reconhecimento do agonista para estimular a produção de óxido nítrico por 

vias de sinalização intracelular, como a via das MAP quinases (KAWAI; AKIRA, 2007; 

KUZMICH et al., 2017; RAMACHANDRAN; LUPFER; ZAKI, 2018). A análise de 

citometria de fluxo mostrou que a PAT reduziu a expressão da proteína TLR4, mas 

não do mRNA (dados não mostrados), na presença do LPS. De forma análoga ao 

CD69, a disponibilidade reduzida do TLR4 na superfície celular poderia maximizar a 

supressão da via do óxido nítrico. Além disso, a regulação negativa do TLR4 sugere 

que os componentes downstream da via do TLR4, como as MAP quinases, também 

serão afetados. 

Em mamíferos, as MAP quinases incluem três serina/treonina quinases em 

várias isoformas: ERK 1-8, JNK 1-3 e p38-α, -β, -γ e -δ. Essas quinases regulam várias 

atividades celulares, como apoptose, diferenciação, imunidade, inflamação e 

proliferação. As MAP quinases ativadas fosforilam diversas proteínas alvo, como os 

fatores de transcrição, que levam à expressão de genes alvos, como o Nos2, um dos 
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genes envolvidos na produção do óxido nítrico (KIM; CHOI, 2010, 2015). Para 

examinar o efeito da PAT na via das MAP quinases, foi avaliado a fosforilação das 

três MAP quinases (ERK, JNK e p38). A análise de citometria de fluxo mostrou que a 

PAT reduziu a fosforilação induzida pelo LPS de todas as MAP quinases avaliadas 

(ERK, JNK e p38). Portanto, a redução da produção do óxido nítrico pode ser uma 

consequência da regulação negativa da fosforilação das MAP quinases. Esta hipótese 

é apoiada pela observação de que vários inibidores de MAP quinases bloqueiam a 

produção de óxido nítrico também bloqueiam a expressão da iNOS (mRNA e proteína) 

(AJIZIAN; ENGLISH; MEALS, 1999; CHAN; RICHES, 2001; CHOI et al., 2011; LAHTI 

et al., 2000; QU et al., 2017; WAAK et al., 2009). 

Em conjunto, esses dados mostram, pela primeira vez, a ação anti-inflamatória 

da PAT em cultura primária de macrófagos peritoneais murinos. Além disso, o 

presente trabalho detalha o mecanismo de ação da PAT na inibição da produção de 

óxido nítrico induzida por LPS, sugerindo a seguinte via de sinalização: CD69-

TLR4/MAP quinases ERK-JNK-p38/Nos2/iNOS. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Em conjunto, esses dados inéditos sugerem que a PAT suprime a resposta 

inflamatória aguda ao inibir a produção de óxido nítrico, inibindo elementos centrais 

desta via, como o TLR4, as MAP quinases ERK, JNK e p38, o mRNA que codifica a 

iNOS, a proteína iNOS e, por fim, a produção do óxido nítrico em macrófagos 

peritoneais murinos. Além disso, vias relacionadas, como o CD69, também foram 

suprimidas pela patulina, sugerindo um novo modo de ação para esta substância. 

Assim, a PAT pode se tornar uma ferramenta farmacológica promissora para o 

controle da inflamação, capaz de inibir completamente a via do óxido nítrico. 

 

Figura 16 – Patulina inibe a produção de óxido nítrico induzida por LPS ao suprimir a 
via de sinalização das MAP quinases. 

 

 

Fonte: Produção do próprio autor. 
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