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RESUMO 

 
 

A LQB 118 é uma molécula híbrida sintética pertencente ao grupo das 
pterocarpanoquinonas, tendo sua estrutura baseada em dois grupos de moléculas 

naturais bioativas, as naftoquinonas e os pterocarpanos. O papel imunomodulador da 
LQB 118 vem sendo demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa, no entanto, os 
mecanismos de ação envolvidos ainda não estão totalmente elucidados. Dessa forma, 
o objetivo desse trabalho foi avaliar os mecanismos envolvidos na atividade anti-
inflamatória da LQB 118 in vitro e in vivo. Inicialmente, para os experimentos in vitro, 
camundongos Swiss receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de tioglicolato (4%). 
Após quatro dias, os macrófagos peritoneais foram cultivados na concentração de 

2x105, 5x105 ou 1,5x106 cels/poço. As células foram tratadas com a LQB 118 (0.1 µM, 
0.5 µM, 1 µM ou 5 µM) na presença ou ausência do estímulo inflamatório, zimosan (0,2 
mg/mL), por 40 min ou 24h. Em seguida, os sobrenadantes foram recolhidos para a 
quantificação das citocinas IL-10 e IL- 12 por ELISA e do NO pelo reagente de Griess. 
Além disso, a atividade fagocítica às partículas de zimosan também foi quantificada. 
Por fim, para analisar o mecanismo de ação da molécula, as células foram incubadas 

com os anticorpos anti-iNOS, anti-NFκB, anti-P-NFκB, anti-P-Akt, anti-P-mTOR, 
CellRox Green e com partículas de zimosan fluorescentes e analisadas por citometria 
de fluxo. O zimosan induziu aumento das citocinas e do óxido nítrico e o tratamento 
com a LQB 118 foi capaz de reduzir os níveis de IL-12 (0.1 µM em 28,7%; 0.5 µM em 
31%; 1 µM em 36,8% e 5 µM em 57,6%) e do NO (5 µM em 60,2%), sem interferir 
nos níveis de IL-10. Além disso, a LQB 118 modulou negativamente a expressão do 
NFκB total (21,7%) e fosforilado (59,4%), reduziu a capacidade fagocítica dos 

macrófagos peritoneais (24,1% na placa e 64,4% por citometria de fluxo), a produção 
de ROS (23,5%), além de reduzir os níveis de mTOR fosforilado (20,2%). 
Adicionalmente, foi avaliado o efeito da LQB 118 in vivo, em modelo de peritonite 
induzida por zimosan. Para isso, camundongos Swiss foram tratados via i.p. com a LQB 
118 nas doses de 10 ou 20 mg/kg. Uma hora após o tratamento, foram estimulados com 
zimosan (2 mg/mL) de modo a induzir uma inflamação no peritônio. Após 4h o lavado 
peritoneal foi coletado e utilizado para contagem total e diferencial de células por 

microscopia óptica, para a quantificação das citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 por 
ELISA e para análise da expressão da MAP quinase p38 por citometria de fluxo. O 
zimosan, como esperado, induziu aumento da migração de células, dos níveis das 
citocinas e da fosforilação da p38. O tratamento com a LQB 118, por sua vez, foi capaz 
de reduzir o número total de células na cavidade peritoneal (32,6% na dose de 10 mg/kg 
ou 51,1% na dose 20 mg/kg) pela redução na migração das células polimorfonucleares 
(56,7% para 10 mg/kg ou 80,4% para 20 mg/kg). Além disso, essa molécula foi capaz 

de reduzir os níveis das citocinas IL-1β (81,1% ou 78,3% para as doses de 10 mg/kg ou 
20 mg/kg, respectivamente), TNF-α (56,2% na dose de 20 mg/kg) e IL-10 (71,6% na 
dose de 20 mg/kg) e de modular negativamente a fosforilação da p38 induzida por 
zimosan (51,6%). Dessa forma, esses dados demonstram os mecanismos envolvidos 
na atividade anti-inflamatória da LQB 118 e contribuem para o entendimento das 
potencialidades dessa substância em atuar em processos fisiológicos da inflamação.   

 

Palavras-chave: LQB 118. Macrófagos. Fagocitose.   



 

ABSTRACT 

 
LQB 118 is a synthetic hybrid molecule belonging to the group of pterocarpanquinones, 

with its structure based on two groups of natural bioactive molecules, naphthoquinones 
and pterocarpans. The immunomodulatory role of LQB 118 has been demonstrated by 
our research group, however, the mechanisms of action involved are not yet fully 
elucidated. Therefore, the aim of this work was to evaluate the mechanisms involved in 
the anti-inflammatory activity of LQB 118 in vitro and in vivo. Initially, for in vitro 
experiments, Swiss mice received an intraperitoneal injection of thioglycolate (4%). 

After four days, peritoneal macrophages were cultured at concentrations of 2x105, 5x105 

or 1,5x106 cells/well. The cells were treated with LQB 118 (0.1 µM, 0.5 µM, 1 µM or 5 
µM) in the presence or absence of the inflammatory stimulus, zymosan (0.2 mg/mL), for 
40 min or 24h. Then, supernatants were collected for the quantification of cytokines IL-

10 and IL-12 via ELISA and nitric oxide through the Griess reagent. Additionally, 
phagocytic activity was assessed towards zymosan particles. Finally, in order to 
examine the mechanism of action of the molecule, cells were incubated with anti-iNOS, 
anti-NFκB, anti-P-NFκB, anti-P-Akt, anti-P-mTOR, CellRox Green antibodies along with 
fluorescent zymosan particles and analyzed through flow cytometry. Zimosan induced 
an increase in cytokines and nitric oxide, and treatment with LQB 118 was able to reduce 
the levels of IL-12 (0.1 µM by 28.7%; 0.5 µM by 31%; 1 µM by 36.8%; and 5 µM by 

57.6%) and NO (5 µM by 60.2%) without interfering with IL-10 levels. In addition, LQB 
118 negatively modulated the expression of total NFκB (21.7%) and phosphorylated 
NFκB (59.4%), decreased the phagocytic capacity of peritoneal macrophages (24.1% 
in plate and 64.4% by flow cytometry), ROS production (23.5%), and reduced levels 
of phosphorylated mTOR (20.2%). Moreover, the effect of LQB 118 was evaluated in 
vivo, in a zymosan-induced peritonitis model. For this, Swiss mice were treated via i.p. 
with LQB 118 at doses of 10 or 20 mg/kg. One hour after treatment, they were stimulated 

with zymosan (2 mg/mL) to induce peritoneal inflammation. After 4h, peritoneal lavage 
was collected and used for total and differential cell counting by light microscopy, for 
quantification of cytokines TNF-α, IL-1β, IL-6, and IL-10 by ELISA, and for analysis of 
MAP kinase p38 expression by flow cytometry. Zymosan, as expected, induced an 
increase in cell migration, cytokine levels, and p38 phosphorylation. Treatment with LQB 
118, on the other hand, reduced the total number of cells in the peritoneal cavity, by 
decreasing the migration of polymorphonuclear cells. Furthermore, this molecule was 

able to reduce the levels of cytokines IL-1β, TNF-α, and IL-10 and negatively modulate 
zymosan-induced p38 phosphorylation. Treatment with LQB 118, on the other hand, 
was able to reduce the total number of cells in the peritoneal cavity (32.6% at a dose of 
10 mg/kg or 51.1% at a dose of 20 mg/kg), by decreasing the migration of 
polymorphonuclear cells (56.7% for 10 mg/kg or 80.4% for 20 mg/kg). Furthermore, this 
molecule was capable of reducing the levels of the cytokines IL-1β (81.1% or 78.3% 
for doses of 10 mg/kg or 20 mg/kg, respectively), TNF-α (56.2% at a dose of 20 mg/kg), 

and IL-10 (71.6% at a dose of 20 mg/kg), and negatively modulating the phosphorylation 
of p38 induced by zimosan (51.6%).Thus, these data demonstrate the mechanisms 
involved in the anti- inflammatory activity of LQB 118 and contribute to the understanding 
of the potentialities of this substance to act in inflammation physiological processes.   

 

Keywords: LQB 118. Macrophages. Phagocytosis.   
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1 LQB 118 

 
A LQB 118 é classificada como uma pterocarpanoquinona, uma molécula híbrida 

sintética resultante da união de dois grupos de moléculas bioativas: os pterocarpanos 

e as naftoquinonas. A LQB 118 tem a sua estrutura química baseada no lapacol, uma 

naftoquinona, conservando a função quinona presente nesta substância, e no 

pterocarpano LQB 79, conservando seus anéis C, D e E, sendo obtida através do 

processo de hibridização molecular (Figura 1) (NETTO et al., 2010).   

 
Figura 1. Estrutura química da LQB 118 e seus precursores.   

 
 

 

Fonte: Modificado de SALUSTIANO et al., 2016   

 

Os pterocarpanos são metabólitos secundários, mais precisamente pertencentes 

ao grupo dos isoflavonóides, produzidos principalmente por plantas da família 

Leguminosae (DIXON; SUMMER, 2003). As quinonas, por sua vez, são moléculas 

distribuídas amplamente na natureza e que apresentam importantes e diversificadas 

funções, tais como participação na respiração celular, na fotossíntese e em processos 

de coagulação (CONKLIN, 2005). Tanto os pterocarpanos como as quinonas 

apresentam várias atividades biológicas relatadas, incluindo atividade antioxidante, 

antidiabética, anticâncer e também atividade anti-inflamatória em diferentes modelos 

(AHMED et al., 2020; CHAE et al., 2016; KIM et al., 2011; KOBAYASHI et al., 2011;
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KRUK et al., 2005; LEE et al., 2015; MIADOKOVÁ, 2009).   

A pterocarpanoquinona LQB 118 teve sua estrutura química planejada e foi 

sintetizada sob a coordenação do Professor Titular Dr. Paulo Roberto Ribeiro Costa do 

Laboratório de Química Bio-orgânica do Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Desde então, vários estudos vêm 

sendo realizados com essa molécula, demonstrando que a LQB 118 possui várias 

atividades biológicas (BUARQUE et al., 2011; RIÇA et al., 2016).   

 
1.1.1 Atividades biológicas da LQB 118 

 

Um dos primeiros trabalhos utilizando a LQB 118 foi desenvolvido em 2010, onde 

foi descrito o processo de síntese de várias pterocarpanoquinas, incluindo a LQB 118, 

a atividade antineoplásica em linhagens de células tumorais e a modulação do TNF-α 

em células mononucleares do sangue periférico. Desde então, outros estudos têm 

sido feitos avaliando principalmente a capacidade da LQB 118 em interferir na 

viabilidade de células tumorais, na infecção por Leishmania e, mais recentemente, no 

sistema imunológico, abordando, principalmente, o seu efeito anti-inflamatório.   

Foi demonstrado que a LQB 118 apresenta efeito antineoplásico em várias 

linhagens de células tumorais humanas, incluindo HL-60, K562, K562-Lucena, Jurkat 

e Daudi, que são células leucêmicas com diferentes características, e GLC-4 e A549, 

que são células de câncer de pulmão de pequenas e não pequenas células, 

respectivamente. Em oposição, apresentou baixa toxicidade in vitro para células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) de doadores normais, sugerindo que o 

composto é biosseletivo. Além disso, PBMC estimuladas com lipopolissacarídeo (LPS), 

uma endotoxina de bactérias gram-negativas, produziram níveis aumentados da 

citocina TNF-α, o que foi revertido pelo tratamento com a LQB 118 em diferentes 

concentrações (NETTO et al., 2010).   

Em K562 (linhagem de leucemia mieloide crônica sensível a quimioterápicos) e 

K562-Lucena (linhagem de leucemia mieloide crônica resistente a quimioterápicos), foi 

obervado que a LQB 118 induz apoptose, o que é resultante do aumento da 

externalização de fosfatidilserina e dos níveis da caspase-3 (MAIA et al., 2011), uma 

caspase efetora comumente envolvida na execução da apoptose em vários tipos 

celulares (ZORNING et al., 2001). Vale destacar que ambas as linhagens 

superexpressam proteínas inibidoras da apoptose, tais como a survivina e XIAP, o que
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torna a LQB 118 uma molécula ainda mais promissora. Além disso, na presença dessa 

molécula, os transportadores de efluxo de drogas P-glicoproteína (Pgp) foram inibidos. 

Neste mesmo trabalho, também foi observado que o composto foi capaz de induzir 

apoptose em amostras obtidas de pacientes com leucemia mieloide crônica (MAIA et 

al., 2011). Outro trabalho recente demonstrou que a LQB 118 também induz apoptose, 

redução da viabilidade celular e diminuição da expressão de XIAP em linhagem de 

células de leucemia mieloide aguda resistente a citarabina (HL-60R) (HANCIO et al., 

2021).   

O processo apoptótico também pode ser induzido por altos níveis de cálcio (Ca2+) 

dentro da célula (DOLAI et al., 2011; SUN et al., 2011). Foi observado em K562 e Jurkat 

(linhagem leucêmica de células T) um aumento na concentração intracelular desse íon 

na presença da LQB 118 em todas as concentrações utilizadas. Além disso, em ambas 

as linhagens foram observadas a ativação da caspase-12, indicando estresse do 

retículo endoplasmático nessas células, o que pode induzir morte celular por apoptose 

mediante ativação de vários mecanismos, como a fosforilação de MAPKs e a ativação 

de caspases efetoras (caspase-7) (BREDESEN et al., 2004; LIEN et al., 2008). A 

ativação da caspase-12, por sua vez, pode levar à ativação da caspase-9, o que também 

foi observado mediante tratamento com o composto (BACELAR et al., 2013).   

O tratamento com a LQB 118 também reduziu a viabilidade celular em linhagem 

de células de câncer de próstata (PC3), de uma maneira dependente da concentração, 

além de inibir o processo de proliferação destas células. Isto pode estar relacionado à 

capacidade dessa molécula de induzir parada no ciclo celular na fase S e G2/M. 

Adicionalmente, avaliando os níveis de expressão dos mRNA para c-Myc e as ciclinas 

D1 e B1, que são importantes reguladores da progressão do ciclo celular, pode-se 

observar que estes tiveram a expressão reduzida mediante o tratamento com o 

composto. Além disso, os níveis de expressão tanto do mRNA como da proteína P21 

(reguladora da progressão do ciclo da fase G1 para S) estavam aumentados. Todos 

estes fatores culminam com a morte programada da célula, o que de fato foi observado 

na presença da LQB 118 (MARTINO et al., 2014). Essa molécula também foi capaz 

de modular a localização e a expressão de fatores de transcrição como FoxO3a e 

FoxM1 em linhagens de leucemia mieloide aguda (HL-60 e U937) (DE MORAES et 

al., 2014), os quais são importantes por mediar efeitos citotóxicos e citostáticos de várias 

drogas quimioterápicas (WILSON et al., 2011). Adicionalmente, um estudo



  
  

  
19     

  
  

  

 

recente revelou que a LQB 118 prejudica a migração e a invasão de células de câncer 

de próstata pela redução da capacidade de adesão celular, além de reduzir os níveis de 

metaloproteinase 9 (MMP-9) e a fosforilação da quinase Akt e de GSK3β, moléculas 

relacionadas com a progressão da doença (MARTINO et al., 2023).   

Em cultura de células tridimensionais e em monocamada de glioblastoma humano, 

a LQB 118 reduziu a viabilidade celular, promovendo apoptose em monocamada de 

células resistentes a temozolomida e nos modelos de cultura 3D inibindo a migração 

celular. Além disso, o tratamento com essa molécula reduziu a expressão e fosforilação 

de Akt e p38, enquanto reduziu apenas a fosforilação de ERK 1/2. A LQB 118 também 

demonstrou um efeito adicional em combinação com a radiação ionizante e a cisplatina, 

duas terapias antineoplásicas conhecidas e muito utilizadas (BRNARDO et al., 2020).   

Em EAC e B16F10, linhagens de tumores murinos, o tratamento com a LQB 118 

também induziu apoptose, além de apresentar efeito sinérgico com a rapamicina, um 

promotor de autofagia. In vivo, o tratamento de camundongos C57BL/6 com este 

composto foi capaz de reduzir o crescimento do melanoma B16F10, assim como o Erlich 

sólido e melhorar efeitos colaterais como a perda de peso e a queda de pelos nos 

animais (SALUSTIANO et al., 2016). Além disso, a administração de LQB 118 não teve 

efeito tóxico em células da medula óssea de animais saudáveis (DE MORAES et al., 

2014).   

Outros estudos têm relatado os efeitos da LQB 118 nas infecções por Leishmania 

amazonensis e Leishmania braziliensis, onde foi observado que o tratamento com a 

LQB 118 foi capaz de reduzir a taxa de infecção de macrófagos in vitro por estes 

parasitas. In vivo, quando administrada oral, subcutânea ou intraperitonealmente em 

camundongos BALB/c e hamsters, essa molécula controlou as lesões e reduziu 

efetivamente a carga parasitária, sem alterar os marcadores sorológicos de toxicidade. 

Adicionalmente, a LQB 118 levou ao estresse oxidativo, induzindo a geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e induziu alterações morfológicas típicas da 

apoptose, como despolarização da membrana mitocondrial e fragmentação do DNA 

(COSTA et al., 2014; CUNHA-JÚNIOR et al., 2011; RIBEIRO et al., 2013). Avaliando a 

toxicidade e a eficácia terapêutica da LQB 118 em leishmaniose visceral experimental, 

doença causada pela espécie Leishmania chagasi, Cunha-Júnior e colaboradores 

(2016) observaram que o tratamento com a molécula inibiu o crescimento do parasita 

e diminuiu a carga parasitária, assim como inibiu a hepatoesplenomegalia nos 

animais.
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Além disso, não houve alterações relevantes nos parâmetros clínicos, 

hematológicos, bioquímicos e histológicos avaliados, demonstrando que o tratamento 

com a LQB 118 foi eficaz neste modelo.   

Abordando o sistema imunológico, Salustiano e colaboradores (2016) avaliaram 

os efeitos citotóxicos da LQB 118 no sistema imune de camundongos, onde o 

tratamento com a molécula não causou alterações significativas no peso ou celularidade 

da medula óssea, timo, baço, linfonodos axilares, principais órgãos do sistema 

imunológico, independente da idade dos animais e do tempo de tratamento empregado.   

Além da capacidade em reduzir os níveis de TNF-α em PBMC estimuladas com 

LPS, mais tarde, também foi reportado que a LQB 118 possui efeito anti-inflamatório em 

modelo de inflamação pulmonar induzida por LPS, onde o tratamento de camundongos 

C57BL\6 com a molécula em diferentes doses (1, 10 e 100 mg/kg) reduziu o infiltrado 

de neutrófilos, os níveis de mediadores pró-inflamatórios como a citocina TNF-α e a 

quimiocina CXCL1, além dos níveis de ativação do NF-κB, um importante fator de 

transcrição relacionado com a produção de diversos mediadores (RIÇA et al., 2016).   

Adicionalmente, dados recentes do nosso grupo demonstraram que o tratamento 

com a LQB 118 em diferentes concentrações é capaz de reduzir os níveis das citocinas 

pró-inflamatórias TNF-α, L-1β e IL-6, os níveis de expressão do receptor TLR2, da 

molécula de ativação CD69 e a fosforilação da MAPK p38, além de não apresentar 

citotoxicidade em macrófagos peritoneais estimulados ou não por zimosan nas 

concentrações avaliadas. Esses resultados corroboram o potencial anti-inflamatório da 

LQB 118, no entanto, ainda pouco se sabe sobre os mecanismos de ação envolvidos 

no efeito dessa molécula in vitro e in vivo (LIMA et al., 2020).   

 
1.2 Inflamação 

 
A inflamação é uma resposta fisiológica do sistema imune, o qual é formado por 

uma complexa rede de células e moléculas, a estímulos lesivos ou prejudiciais, como 

a presença de microrganismos patogênicos, danos celulares, substâncias tóxicas e 

estresse metabólico (WILSON; TRUMPP, 2006; ANTONELLI; KUSHNER, 2017). Em 

condições normais, essa resposta elimina os estímulos danosos e promove o 

restabelecimento da homeostase perdida (NATHAN; DING, 2010). Existem 5 sinais
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característicos (ou cardinais) na inflamação: a dor, que resulta da estimulação das 

terminações nervosas por mediadores; o edema, que resulta do acúmulo de leucócitos 

no sítio inflamado e do aumento do fluido intersticial; o calor e o rubor (ou vermelhidão), 

que são resultantes da vasodilatação; e a perda da função, que é resultado da inibição 

do reflexo muscular e do rompimento da estrutura do tecido (SEDGWICK; LEES, 

1986;SCOTT et al., 2004; ALLER et al., 2007; SERHAN, 2010).   

Didaticamente, a inflamação pode ser dividida em fase aguda e fase crônica 

(WEISS, 2008). A fase aguda caracteriza-se por ser de curta duração (no máximo 

alguns dias) e desencadeada por diferentes estímulos, como infecções e lesões 

teciduais (RAI; AGRAWAL, 2017; RAJAEE; BARNETT; CHEADLE, 2018). Nessa fase, 

as células residentes no local inflamado, como macrófagos e células dendríticas 

produzem vários mediadores solúveis, como as citocinas, os radicais livres, as 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, as quimiocinas, dentre outros, iniciando uma 

série de eventos complexos e coordenados que levam a várias mudanças moleculares, 

celulares e fisiológicas (BUCKLEY et al., 2015; FULLERTON; GILROY, 2016).   

As principais alterações envolvidas na fase aguda são as vasculares, ocorrendo 

vasodilatação, exsudação de líquido plasmático rico em proteínas e ativação do 

endotélio, que passa a expressar mais moléculas de adesão celular, o que favorece a 

migração de leucócitos (principalmente polimorfonucleares) do sangue para o sítio 

inflamado (POBER, 2007; SESSA, 2007; NOURSHARGH; ALON, 2014; 

KAMERITSCH; RENKAWITZ, 2020). Os leucócitos polimorfonucleares mais 

abundantes nessa fase são os neutrófilos, as primeiras células a migrarem para o sítio 

inflamado, onde utilizam diferentes mecanismos na tentativa de eliminar o agente lesivo 

e restabelecer a homeostase perdida (NATHAN, 2006; APPELBERG, 2007; OLIVEIRA; 

ROSOWSKI; HUTTENLOCHER, 2016; CASTANHEIRA; KUBES, 2019). Os principais 

mecanismos efetores são a produção de citocinas, de espécies reativas de oxigênio 

e de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) (CURI et al., 2020).   

Quando o processo de eliminação do estímulo lesivo ocorre de maneira 

satisfatória ou quando este se esgota, a resposta inflamatória aguda é prontamente 

resolvida, ocorrendo o restabelecimento da homeostase perdida e um processo de 

cicatrização. No entanto, se os mecanismos imunológicos não conseguem fazer essa 

eliminação e o estímulo persiste, a inflamação pode se tornar crônica (HEADLAND;
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NORLING, 2015; ROCK et al., 2010; ZHONG; SHI, 2019). A inflamação crônica, por sua 

vez, se caracteriza por apresentar duração mais longa (pode durar anos) e um infiltrado 

leucocitário constituído por uma mistura de células mononucleares, principalmente 

macrófagos e linfócitos (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). Além disso, outras 

características diferenciais da fase crônica são a angiogênese (proliferação de novos 

vasos sanguíneos), fibrose e necrose tecidual (SHERWOOD; TOLIVER- KINSKY, 

2004). Essa divisão do processo inflamatório em fases é apenas didática, visto que a 

progressão da inflamação combina eventos presentes nas duas fases.   

 
1.2.1 As citocinas e o óxido nítrico como mediadores da inflamação 

 
Vários tipos de células participam da resposta inflamatória. Estas produzem uma 

infinidade de substâncias que medeiam a inflamação de várias formas distintas e 

através de mecanismos diferentes (ABDULKHALEQ et al., 2018). As citocinas são 

pequenas proteínas produzidas por vários tipos celulares, como neutrófilos e 

macrófagos, que podem atuar na mesma célula que a produziu (ação autócrina), em 

células vizinhas (ação parácrina) ou em células distantes (ação endócrina) 

(BERRAONDO et al., 2019; CHAPLIN, 2010). Determinadas citocinas atuam 

estimulando a resposta inflamatória, sendo, portanto, denominadas, de citocinas pró- 

inflamatórias; outras atuam a suprimindo e são denominadas de citocinas anti- 

inflamatórias (DINARELLO, 2007; SOMMER; WHITE, 2010).   

O Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) foi inicialmente caracterizado pela sua 

capacidade de induzir necrose em tumores (CARSWELL et al., 1975). Essa citocina é 

produzida tanto por células mononucleares como por polimorfonucleares e exerce 

potentes efeitos inflamatórios como a indução da febre por sua ação no hipotálamo, 

aumento na síntese de proteína C reativa e outros mediadores no fígado, estimula a 

expressão de moléculas de adesão no endotélio, aumenta a permeabilidade vascular 

e facilita a infiltração de neutrófilos, monócitos e linfócitos para sítios inflamados (EL 

ALWANI et al., 2006; GRIFFIN et al., 2012; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). 

O TNF-α é uma citocina que está amplamente relacionada com o desenvolvimento e 

manutenção de várias condições patológicas, como a artrite reumatoide, psoríase, 

câncer, asma, COVID-19, dentre outras (MONTAZERSAHEB etal., 2022; PROPPER; 

BALKWILL, 2022; SOZZANI et al., 2014).   

A interleucina 1 β (IL-1β) é uma das citocinas primeiro descritas, sendo produzida   
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por células imunológicas, como fagócitos mononucleares ativados e neutrófilos, e por 

células não imunológicas, como células endoteliais e fibroblastos, e sua função 

primordial é coordenar os eventos pró-inflamatórios. Além disso, essa citocina está 

entre os mais importantes marcadores de indução da resposta inflamatória 

(DINARELLO; GOLDIN; WOLFF, 1974; FERRERO-MILIANI et al., 2006; GALOZZI et 

al., 2021). A IL-1β tem uma ação bastante ampla, agindo sobre vários tipos celulares, 

induzindo a produção de moléculas de adesão pelas células endoteliais (favorecendo a 

migração de células para o sítio da inflamação), de IL-17 por linfócitos T diferenciados, 

de óxido nítrico (ativando a enzima NO sintetase), o aumento da expressão de 

ciclooxigenase-2 (COX-2), a síntese de proteínas de fase aguda pelo fígado e a 

elevação da temperatura corporal por sua ação no hipotálamo (DINARELLO, 2018; 

WITKAMP; MONSHOUWER, 2000; YAZDI; GHORESCHI, 2016).   

A interleucina 6 (IL-6) age em muitos tipos celulares e possui diferentes e 

importantes ações (UCIECHOWSKI; DEMPKE, 2020). Essa citocina é produzida por 

quase todas as células imunológicas, em especial monócitos e macrófagos, e possui 

efeitos locais e sistêmicos, como a promoção da maturação de macrófagos, proliferação 

de linfócitos B produtores de anticorpos, ativação de neutrófilos, indução da síntese de 

mediadores inflamatórios hepáticos (como por exemplo, a proteína C reativa) e age no 

hipotálamo causando a febre (HUNTER; JONES, 2015; LIN; CALVANO; LOWRY, 2000; 

SOMMER; WHITE, 2010). Devido à ampla gama de funções que a IL-6 possui, seus 

níveis sistêmicos estão relacionados com a gravidade de doenças, como diabetes, 

obesidade e vários tipos de câncer (DMITRIEVA et al., 2016).   

A interleucina 12 (IL-12) é uma citocina produzida, principalmente, por células 

apresentadoras de antígenos ou fagocíticas (monócitos/macrófagos e células 

dendríticas), que possui capacidade de estimular células da imunidade inata e 

adaptativa (D’ANDREA et al., 1992; LIU et al., 2005; MACATONIA et al., 1995). Essa 

citocina é secretada em resposta à infecção por patógenos e atua induzindo a produção 

de IFN-γ em células NK, o que aumenta sua citotoxicidade; a diferenciação de células 

T CD4+ em efetoras Th1; ativando diretamente células T CD8+, aumentando seu 

potencial citolítico através da síntese de granzimas e perforinas; estimulando a 

produção de imunoglobulinas citotóxicas por células B (GUO et al., 2019; 

KOBAYASHI et al., 1989; LIU et al., 2005).  Além  disso,  o IFN-γ  produzido  a partir do 

estímulo da IL-12 aumenta a capacidade fagocítica e a atividade bactericida dos 
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macrófagos (MASUDA et al., 2010). 

A interleucina 10 (IL-10), diferente das demais citocinas citadas anteriormente, é 

responsável por potentes efeitos anti-inflamatórios e imunossupressores, sendo uma 

das mais importantes na regulação da dinâmica da resposta inflamatória 

(FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989; IYER; CHENG, 2013). Os receptores da IL-

10 estão expressos amplamente entre os leucócitos, por isso sua ação anti- inflamatória 

pode se estender a diversos tipos celulares (BURMEISTER; MARRIOTT, 2018; 

MOORE et al., 2001; WOLK et al., 2002). Essa citocina age suprimindo a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, como a IL-12 e TNF-α, e de moléculas relacionadas com a 

ativação de linfócitos e apresentação de antígenos (MOORE et al., 2001). 

Adicionalmente, impede a ativação de polimorfonucleares, a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), a indução de moléculas de adesão e suprime a enzima 

ciclo-oxigenase 2 (COX-2) (HUET et al., 2013; MARTIRE-GRECO et al., 2013). Apesar 

da IL-10 ser produzida por muitas células imunológicas, esta é uma citocina chave 

secretada pelos macrófagos nas fases de reparação e remodelação tecidual, limitando 

danos causados por respostas inflamatórias exacerbadas (JUNG et al., 2017; 

NOVAK, 2013; KOH, 2013). Por suas funções imunossupressoras, desordens na 

produção de IL-10 podem aumentar o risco de desenvolvimento de muitas doenças 

autoimunes (IYER, 2013; CHENG, 2013).   

Além das citocinas, o óxido nítrico (NO) é outro importante mediador inflamatório. 

O NO é um radical livre produzido a partir da conversão da arginina em L-citrulina 

pelas enzimas denominadas sintases do óxido nítrico (NOS) (CINELLI et al., 2020) 

(Figura 2).   

Figura 2. Mecanismo simplificado de produção do NO.   
 

Fonte: Autor, 2023.   
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Existem três isoformas de NOS: a óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), a óxido 

nítrico sintase neuronal (nNOS) e a óxido nítrico sintase induzível (iNOS) 

(TENOPOULOU, 2020; DOULIAS, 2020). Dentre elas, a iNOS é a responsável pela 

produção do NO durante o processo inflamatório, sendo expressa, principalmente, em 

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

1997). Uma diversidade de estímulos podem promover a expressão de iNOS, a 

exemplo do zimosan e de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1β (AJUEBOR 

et al., 1998; GÜHRING et al., 2001; MACMICKING, 1997; XIE, 1997; NATHAN, 1997; 

CINELLI et al., 2020).   

O NO é um dos mediadores capazes de aumentar a atividade citotóxica dos 

macrófagos, contribuindo para a eliminação de microrganismos patogênicos 

(CHAKRAVORTTY, 2003; HENSEL, 2003). No entanto, por se tratar de um gás, se 

difunde livremente pelas membranas celulares e tem efeitos vasculares, ocasionando 

vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular (CLANCY; ABRAMSON, 1995). 

Outro efeito, quando em altas concentrações, é sua associação ao superóxido para 

formar peroxinitrito, o que pode gerar danos ao DNA e à respiração mitocondrial, 

contribuindo para o seu efeito citotóxico (CHANNON, 2002; GUZIK, 2002; GUZIK 

et al., 2002; ISCHIROPOULOS, 1995; AL-MEHDI, 1995). Além disso, o NO pode atuar 

em muitas proteínas relacionadas à vias de sinalização essenciais para sobrevivência 

celular, como p38, ERK, JAK/STAT e NF-κB (BROWNING et al., 2000; CASTELLANO, 

2000; ERCOLESI, 2000; PALUMBO, 2014; DORONZO et al., 2011).   

 
1.2.2 O papel dos macrófagos na inflamação 

 
Os macrófagos são células pertencentes à família dos fagócitos mononucleares 

e têm sua origem na medula óssea, se distribuindo nos tecidos linfoides e não linfoides 

por todo o corpo e exercem diferentes funções, como fagocitose, apresentação de 

antígeno e imunomodulação, participando de respostas imunes inatas e adaptativas 

e da manutenção da homeostase nos tecidos (GORDON, 2003; POLLARD, 2009; 

GORDON, 2017; PLÜDDEMANN, 2017; ZHANG, 2021; YANG, 2021; ERICSSON, 

2021). Desde a primeira identificação destas células por Metchnikoff em 1892 houve 

várias tentativas de classificação dos fagócitos mononucleares. Atualmente, eles 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=G%C3%BChring%2BH&cauthor_id=11289658
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podem ser classificados em três tipos celulares: os monócitos sanguíneos, macrófagos 

teciduais e macrófagos teciduais residentes de vida longa (HUME, 2019; IRVINE, 2019; 

PRIDANS, 2019; MCGRATH, 2015; FRAME, 2015; PALIS, 2015). 

Na homeostase em adultos e durante as reações inflamatórias, os macrófagos 

teciduais derivam 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). Já os 

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

as células de Kupffer (fígado), os osteoclatos (tecido ósseo), as células de Langerhans 

(epiderme) e os macrófagos alveolares (pulmão), se originam a partir de precursores 

presentes no saco vitelínico, no fígado fetal e no baço durante o desenvolvimento 

inicial e são mantidos por autorrenovação (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014; 

GINHOUX; GUILLIAMS, 2016).   

Os macrófagos são células que apresentam considerável plasticidade a depender 

dos sinais do ambiente extracelular, como dieta e citocinas, mudando constantemente 

seu estado funcional (LIU et al., 2019; SÁRVARI et al., 2020). Fenotipicamente, existem 

duas populações de macrófagos bem descritas: os macrófagos M1, também 

conhecidos como classicamente ativados ou pró- inflamatórios e os macrófagos M2, 

também designados como alternativamente ativados ou anti-inflamatórios (MOSSER; 

EDWARDS, 2008; GEISSMANN et al., 2010). Os macrófagos M1 são ativados por 

citocinas como IFN-γ, TNF-α, LPS, receptores TLRs (GORDON, 2003) e desencadeiam 

a produção de mais TNF-α, IL-1, IL-12, IL-23, CXCL10, ROS e NO, adquirindo uma 

potente atividade microbicida e de apresentação de antígenos (CLARK et al., 2007). Já 

os macrófagos M2, ou alternativamente ativados, são ativados pelas citocinas IL-4, IL-

10, IL-13, TGF-β e PGE2, o que leva á produção de IL-10 e IL- 1RA (um antagonista 

dos receptores de IL-1), de quimiocinas como CCL17 e CCL22 atribuindo a esses 

macrófagos baixa capacidade de promover apresentação de antígenos, cicatrização e 

produção de NO a partir de arginina (MOSSER; EDWARDS, 2008; SOLINAS et al., 

2009). Macrófagos M2 subdividem-se ainda em 4 subgrupos: M2a, M2b, M2c e M2d, 

de acordo com os estímulos que os ativam, padrão de citocinas secretadas e funções 

biológicas (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018). 

A fagocitose é uma das funções efetoras mais importantes dos macrófagos e 
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consiste no processo de detecção e absorção de partículas maiores que 0,5 µM, 

incluindo microrganismos e células apoptóticas (HIRAYAMA; IIDA; NAKASE, 2017). 

Esse processo requer a ativação de receptores de superfície celular que reconhecem e 

se ligam às células-alvos diretamente ou por meio de produtos intermediários, como as 

opsoninas. Os principais receptores fagocíticos são os receptores scavenger, 

receptores de manose e os receptores semelhantes ao toll (TLRs) (FU; HARRISON, 

2021). Dentre os receptores da superfamília TLR, TLR2, TLR4 e TLR5 são 

considerados receptores fagocíticos em macrófagos (MCDONALD et al., 1999). Os 

heterodímeros formados por TLR2 (TLR2/TLR1, TLR2/TLR6) reconhecem diferentes 

tipos de moléculas, incluindo o zimosan, um componente da parede celular de fungos 

(KAWAI; AKIRA, 2010; KAWASAKI; KAWAI, 2014). A estimulação desses receptores 

induz uma forte resposta inflamatória em macrófagos e modula a expressão de citocinas 

quando outros receptores fagocíticos são concomitantemente estimulados pelo mesmo 

alvo, um exemplo é a interação do zimosan com o TLR2 e os receptores Dectina-1 

(BROWN et al., 2003; GANTNER et al., 2003).   

A fagocitose é um processo que ocorre em uma série de etapas (Figura 3).   
 

 
Figura 3. Visão simplificada das etapas da fagocitose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MAGALHÃES, 2023. 
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Inicialmente, as partículas se ligam aos receptores de membrana e são 

internalizadas no fagossomo (formado por extensões do citoplasma que recobrem o 

microrganismo e, em seguida, se fecham em torno dele). O fagossomo passa por um 

processo de maturação e, por fim, se funde com lisossomos, formando o fagolisossomo. 

Essa fusão permite que a partícula ingerida seja degradada a partir da ação das 

enzimas lisossomais e de ROS (CANTON, 2014; LEVIN; GRINSTEIN; CANTON, 2016; 

ROSALES; URIBE-QUEROL, 2017). Além disso, o macrófago produz NO, que por 

atravessar livremente as membranas plasmáticas penetra no fagolisossomo e aumenta 

ainda mais a sua toxicidade (MÖLLER et al., 2005). Adicionalmente, durante a 

fagocitose, o patógeno é degradado, seus antígenos expressos via MHC e 

apresentados aos linfócitos T via TCR, o que leva também ao desenvolvimento da 

imunidade adquirida (HARDING; CANADAY; RAMACHANDRA, 2010; PARHAM, 2005; 

UNANUE, 1984, 2002).   

Várias vias de sinalização podem ser ativadas nos macrófagos durante uma 

resposta inflamatória a partir da interação de ligantes nos TLRs, incluindo a via das 

MAPKs, compreendendo as quinases reguladas por sinal extracelular (ERKs) (ERK1/2 

ou p42/p44), as quinases N-terminal c-Jun (JNKs) (JNK/SAPK) e a p38 (COHEN, 2002). 

Uma vez ativadas, essas MAPKs podem fosforilar outros substratos e fatores de 

transcrição, como o NF-κB, que pode ativar a transcrição de genes de mediadores pró-

inflamatórios e proteínas do citoesqueleto (IMAJO; TSUCHIYA; NISHIDA, 2006), os 

quais são capazes de regular a atividade fagocítica.   

Dada a importância dos macrófagos na manutenção da homeostase e nos 

processos inflamatórios/infecciosos, uma desregulação na atividade dessas células 

pode ser responsável pelo surgimento e manutenção de doenças, tais como a asma 

e a artrite reumatoide (ROSS; DEVITT; JHONSON, 2021). Além disso, muitos 

processos patológicos dão origem a um maior número de células apoptóticas e 

necróticas, gerando, por tanto, uma depuração fagocitária aumentada e prejuízos a 

homeostase (GORDON, 2016).   

 
1.2.3 Os neutrófilos no processo inflamatório 

 
Os neutrófilos são leucócitos polimorfonucleares produzidos na medula óssea que 
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possuem funções diversificadas no processo inflamatório, além de participarem da 

manutenção da homeostase do sistema imunológico. Em humanos, os neutrófilos são 

os leucócitos circulantes mais abundantes, constituindo em torno de 50-70% do sangue 

periférico total, já em camundongos esse número é bem menor, variando de 10-25% 

das células sanguíneas totais (HIDALGO et al., 2019; LIEW; KUBES, 2019; NÉMETH; 

SPERANDIO; MÓCSAI, 2020). No geral, são leucócitos que possuem tempo de meia 

vida curto na circulação sanguínea, sobrevivendo em torno de 8h em humanos e 10h 

em camundongos (BASU et al., 2002), embora já tenha sido relatado um tempo médio 

de circulação de 12,5h e 5,4 dias para neutrófilos de camundongos e humanos, 

respectivamente (BONAVENTURA; MONTECUCCO, 2019).   

Os neutrófilos respondem aos estímulos inflamatórios deixando a circulação 

através de um complexo processo de migração celular, o qual é regulado por sinais 

intra e extracelulares (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; MÓCSAI; WALZOG; 

LOWELL, 2015). O recrutamento clássico de neutrófilos ocorre em algumas etapas 

como a captura, rolamento, adesão, rastejar e posterior transmigração 

(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013) (Figura 4). 

 

Figura 4. Etapas da migração neutrofílica.   

Fonte: CAVALCANTE-SILVA, 2020.   
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A primeira etapa da migração dos neutrófilos é o rolamento, promovido pela 

interação com o endotélio, que passa a expressar moléculas de P-selectina e E- 

selectina, as quais interagem com ligantes presentes na membrana dos neutrófilos 

(como por exemplo, a glicoproteína ligante de P-selectina 1, PSGL-1), favorecendo o 

rolamento dessas células ao longo do vaso sanguíneo. A interação entre as selectinas 

e seus ligantes é de baixa afinidade (IVETIC; HOSKINS GREEN; HART, 2019). 

Concomitante a isso, a sinalização de quimiocinas nos neutrófilos promove a ativação 

de moléculas de adesão denominadas integrinas, como a LFA-1 (CD11a/CD18 ou 

αLβ2) e MAC-1 (CD11bCD18 ou αMβ2), que se ligam firmemente aos seus ligantes 

presentes na membrana das células endoteliais, como a molécula de adesão 

intercelular-1 (ICAM-1 ou CD45). A interação entre as integrinas e seus ligantes é de 

alta afinidade e favorece a diapedese ou transmigração, ou seja, a passagem dos 

neutrófilos do sangue para o sítio inflamado (KOURTZELIS et al., 2017; MAYADAS et 

al., 2013; SIGAL et al., 2000). Essa passagem dos neutrófilos através do endotélio pode 

ocorrer por via paracelular (entre as células endoteliais) ou transcelular (através das 

células endoteliais) (MULLER, 2011;NOURSHARGH; ALON, 2014).   

Após a transmigração, os neutrófilos se dirigem ao local da inflamação por 

quimiotaxia. As principais moléculas quimioatraentes são as quimiocinas, citocinas, 

produtos bacterianos, proteínas do complemento, dentre outras. Esse processo 

quimiotático é regulado por vias que incluem a sinalização da PI3K e das MAPK p38 

e ERK (LIEW; KUBES, 2019). No sítio inflamatório os neutrófilos utilizam diversos 

mecanismos, incluindo a fagocitose; a liberação de moléculas microbicidas contidas em 

grânulos citoplasmáticos; a produção de citocinas, como TNF-α, IL-12, IL-23, dentre 

outras; de quimiocinas, como CXCL-1, CCL-2, dentre outras; de ROS, etc 

(MANTOVANI et al., 2011; YANG et al., 2017).   

Os receptores de membrana nos neutrófilos têm fundamental importância para 

ativação de mecanismos antimicrobianos e da fagocitose, a exemplo dos receptores 

Fc e receptores do complemento, que permitem englobar patógenos opsonizados 

desencadeando a maquinaria fagocítica (VAN KESSE; BESTEBROER; VAN STRIJP, 

2014). Durante a fagocitose, os grânulos presentes nos neutrófilos se fundem com o 

fagossomo, previamente formado, e liberam conteúdo antimicrobiano ao mesmo tempo 

em que ocorre a produção de ROS, que são direcionadas ao vacúolo fagocítico e 

também contribuem para a morte de patógenos (SEGAL, 2005). Além disso, os   



  
  

  
31     

  
  
  

 

receptores do tipo Toll (TLRs) também são de grande importância na resposta dos 

neutrófilos. Esses receptores são ativados por padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs), tais como o lipopolissacarídeo (LPS), presente na superfície de 

membranas de bactérias gram-negativas, e o zimosan, presente na superfície de 

fungos, iniciando uma cascata de sinalização intracelular que culmina na ativação de 

proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) e fatores de transcrição, como o 

fator de transcrição nuclear kappa B (NFκB) (KAWASAKI; KAWAI, 2014; TAKEDA; 

AKIRA, 2005). Uma vez ativado, esse fator de transcrição induz a expressão de genes 

de vários mediadores pró-inflamatórios, como as citocinas, quimiocinas, moléculas de 

adesão, dentre outras (TAKADA, 2009).   

Apesar de ser a primeira linha de defesa do organismo contra infecções 

bacterianas e fúngicas, os neutrófilos também contribuem para danos teciduais durante 

respostas inflamatórias exageradas, doenças autoimunes e progressão do câncer 

(COFFELT; WELLENSTEIN; DE VISSER, 2016; DENSON et al., 2018; MISHALIAN; 

GRANOT; FRIDLENDER, 2017; OCANA et al., 2017; TALBOT et   

al.,2012). Nesses casos, ocorre uma desregulação na ativação/migração dessas 

células fazendo com que a inflamação seja prejudicial (HIDALGO et al., 2019).     
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2. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO 

 
 

A LQB 118 é uma molécula híbrida sintética com estrutura baseada em dois 

grupos de moléculas naturais: os pterocarpanos e as naftoquinonas (NETTO et al., 

2010). A LQB 118 possui várias atividades biológicas relatadas na literatura, como 

atividade anti- leishmania (RIBEIRO et al., 2013; COSTA et al., 2014), uma marcante 

atividade citotóxica para linhagens de células de câncer humano e murino (MAIA et al., 

2010; BACELAR et al., 2013; MORAES et al., 2014; SALUSTIANO et al., 2016) e 

atividade anti- inflamatória em modelo de de inflamação pulmonar induzida por LPS 

(RIÇA et al., 2016). Além disso, recentemente nosso grupo demonstrou a atividade 

anti-inflamatória da LQB 118 in vitro, utilizando macrófagos peritoneais estimulados 

por zimosan, onde o tratamento com essa substância modulou negativamente os 

níveis de citocinas pró- inflamatórias e moléculas que podem estar envolvidas nas vias 

de sinalização celular desse processo (LIMA et al., 2020).   

Embora a inflamação seja uma resposta fisiológica considerada benéfica ao 

organismo, esta pode se tornar patológica quando desregulada, sendo um fator 

determinante para o desenvolvimento e manutenção de diversas doenças, como 

obesidade, asma, hipertensão, câncer, dentre outras (NATHAN; DING, 2010; NETTO 

et al., 2010; RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2015). Considerando ainda que 

pouco se sabe sobre as vias de sinalização envolvidas nos efeitos desencadeados pela 

LQB 118, este trabalho tem como hipótese o envolvimento de mecanismos 

intracelulares relacionados ao desencadeamento da inflamação e para tal realizamos 

experimentos in vitro e in vivo. Desta forma, o presente trabalho visou contribuir com 

novas substâncias com potencial terapêutico contra a inflamação, além de gerar mais 

entendimento sobre a LQB 118 e a sua capacidade em atuar em processos fisiológicos.     
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3. OBJETIVOS 

 
 

3.1 Objetivo Geral 

 

 
Avaliar os mecanismos de ação envolvidos no efeito anti-inflamatório da LQB 

118 em modelo experimental murino in vitro e in vivo.   

 
3.2 Objetivos específicos 

 
3.2.1 In vitro, em macrófagos peritoneais murinos: 

 
 

• Quantificar os níveis das citocinas IL-10 e IL-12.   

• Analisar o efeito da LQB 118 na produção de NO e ROS.   

• Avaliar o efeito da LQB 118 na atividade fagocítica   

• Determinar o efeito da LQB 118 quanto à expressão da enzima iNOS e do 

NF-kB total e fosforilado.   

• Analisar o efeito da LQB 118 nos níveis de fosforilação das quinases Akt e 

mTOR.   

 
3.2.2 In vivo, em modelo de peritonite induzida por zimosan: 

 
• Avaliar o efeito da LQB 118 na migração de leucócitos encontrados no 

lavado peritoneal, quanto ao número de células e as subpopulações.   

• Analisar os efeitos da administração da LQB 118 na produção das citocinas 

pró-inflamatórias IL-1β, TNF-α e IL-6 e anti-inflamatória IL-10 no peritônio.   

• Investigar o efeito da LQB 118 nos níveis de fosforilação da MAPK p38 nas 

células do infiltrado inflamatório.   
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4. METODOLOGIA 

 
4.1 Animais 

 
Para a realização dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss fêmeas 

com idade entre 6-8 semanas e peso entre 25-30 g. Os animais foram provenientes do 

Biotério Prof. Thomas George localizado na Universidade Federal da Paraíba e do 

Biotério de Criação SPF da Universidade Estadual da Paraíba e mantidos com livre 

acesso a água e dieta balanceada à base de ração tipo pellets (Purina), com ventilação 

e temperatura (25 ± 1°C) controladas e constantes e submetidos a um ciclo claro-escuro 

de 12h. Todos os procedimentos adotados neste trabalho foram aprovados pelo Comitê 

de Ética no Uso de Animais sob o número de protocolo 1278190820 (ID 001216) 

(ANEXO A).   

 
4.2 Obtenção e preparo da LQB 118 

 
A LQB 118 foi sintetizada no Laboratório de Química Bio-orgânica, do Instituto de 

Pesquisas de Produtos Naturais da UFRJ segundo a metodologia descrita por Netto et 

al., 2010 e sob a coordenação do professor titular da UFRJ, colaborador desse 

trabalho, Dr. Paulo Roberto Ribeiro Costa.   

Na Universidade Federal da Paraíba (UFPB), a amostra foi solubilizada em 

dimetilsulfóxido (DMSO) em uma concentração de 196 mM e armazenada no freezer (-

20°C). Para a realização dos experiementos in vitro, a partir da solução mãe de LQB 

118 foram feitas soluções intermediárias (em diferentes concentrações) em meio de 

cultura Royal Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) imediatamente antes do uso. 

Já para a realização dos experimentos in vivo, as soluções intermediárias (em 

diferentes doses) foram feitas utilizando água para injeção. A concentração máxima 

de DMSO utilizada nos experimentos in vitro foi 0,025% e nos experimentos in vivo foi 

0,05%. Estas concentrações não induzem efeito tóxico (DA SILVA, 2016).   
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4.3 Experimentos in vitro 

 
4.3.1 Tratamento com a LQB 118 para os testes in vitro 

 
Para a realização dos experimentos foram utilizadas as seguintes concentrações 

de LQB 118: 0.1 µM, 0.5 µM, 1 µM ou 5 µM, contidas em um volume final de 200 µL, 

500 µL ou 2 mL. Para isso, foi preparada uma solução intermediária na concentração 

de 50 mM em meio RPMI-1640 estéril, seguindo-se sucessivas diluições até chegar 

às concentrações utilizadas.   

 
4.3.2 Obtenção e cultura de macrófagos peritoneais 

 
Para a execução dos experimentos foram utilizados macrófagos obtidos da 

cavidade peritoneal de camundongos swiss fêmeas. No entanto, o número de 

macrófagos obtido do peritôneo de um animal não-elicitado é insuficiente para alguns 

estudos. Para aumentar esse número, o tioglicolato pode ser injetado nessa cavidade, 

induzindo o processo de migração dos monócitos do sangue para o sítio peritoneal. 

Esse processo de elicitação aumenta em até 10 vezes o rendimento de macrófagos 

para o estudo (LEIJH et al, 1984). Inicialmente, esses animais foram elicitados com 2 

mL de tioglicolato de sódio por via intraperitoneal (Figura 5); quatro dias após essa 

injeção, foram eutanasiados por deslocamento cervical, suas cavidades peritoneais 

foram expostas e lavadas com 5 mL de PBS gelado e o lavado foi recuperado após 

30 segundos de massagem.   

O lavado peritoneal foi centrifugado a 1500 rpm e 4°C durante 5 minutos e as 

células ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI completo (estreptomicina: 10 mg/mL, 

penicilina: 100 U.I./ml e soro fetal bovino:10%). Em seguida, a viabilidade celular foi 

determinada utilizando o corante azul de tripan e a câmara de Neubauer. As células 

peritoneais tiveram suas concentrações ajustadas e foram cultivadas em placas de 6, 

24 ou 96 poços a uma concentração de 1,5x106, 5x105 e 2x105, respectivamente, em 

um volume final de 2 mL, 500 μL e 200 μL, respectivamente, e incubadas em estufa 

de CO2 (atmosfera de 5% de CO2 a 37°C) por 2 horas para permitir a aderência dos 

macrófagos. Após isso, as células não aderentes foram removidas por aspiração com 

pipeta e os macrófagos aderidos foram submetidos a diferentes protocolos 

experimentais.   
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Figura 5. Resumo do protocolo de isolamento dos macrófagos peritoneais.   

 
Fonte: Autor, 2023. BioRender. 

De forma resumida, foi elicitado um exsudato peritoneal nos camundongos com uma injeção 

intraperitonealde tioglicolato de sódio. Após 4 dias, as células 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.   

 

 
4.3.3 Cultura de macrófagos para análise da capacidade fagocítica às 

partículas de zimosan 

 
Macrófagos peritoneais murinos foram obtidos como descrito anteriormente (item 

4.3.2), plaqueados em placas de 24 poços contendo uma lamínula redonda de 13 mm 

de diâmetro e, após a adesão, foram incubados durante um período de 24 horas com 

a concentração de 5 µM de LQB 118. Após isso, o conteúdo dos poços foi aspirado e 

adicionou-se o zimosan na concentração de 0,2 mg/mL, sendo a placa novamente 

incubada durante 40 minutos. Depois da incubação, os poços foram novamente lavados 

com PBS para remover o excesso de partículas não fagocitadas e adicionou- se 500 

µL de paraformaldeido 4% overnight para permitir a fixação dos macrófagos às 

lamínulas para posterior coloração e análise.   

No dia seguinte, as lamínulas foram retiradas cuidadosamente dos poços e 

coradas utilizando o método de panótico rápido. As lamínulas coradas foram então 

montadas em lâminas de microscopia com o auxílio do Bálsamo do Canadá e 

visualizadas por microscopia óptica, utilizando para isso a objetiva de imersão (100X) 

(Figura 6). O percentual de fagocitose foi estimado pela contagem de partículas de   
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zimosan fagocitadas em 100 macrófagos, sendo consideradas células com atividade 

fagocítica aumentada aquelas que apresentavam pelo menos 3 partículas de zimosan 

internalizadas (ZULIANI; GUTIÈRREZ; TEIXEIRA, 2018).  

 
Figura 6. Resumo do protocolo de análise da capacidade fagocítica dos macrófagos.   

 
 

Fonte: Autor, 2023. BioRender. 

De forma resumida, as células foram plaqueadas e tratadas por 24 h com a concentração de 5 µM da 
LQB 118. Após isso, foram estimuladas com 0,2 mg/mL de zimosan por 40 minutos. Os poços foram 
lavados, as lamínulas removidas e coradas pelo corante panótico rápido e por fim visualizadas em 
microscópio óptico no aumento de 100x.   

 

 
4.3.4 Cultura de macrófagos para quantificação dos níveis de IL-10, IL-12 e 
NO 

 
Os macrófagos peritoneais murinos foram obtidos como descrito anteriormente 

(item 4.3.2) e após a etapa de adesão em placas de 96 poços foram incubados 

overnight em estufa de CO2 com meio RPMI completo na presença ou ausência de 

diferentes concentrações de LQB 118 (0.1 µM, 0.5 µM, 1 µM ou 5 µM) e com adição 

ou não de zimosan na concentração de 0,2 mg/mL (Tabela 1) Após o tempo em cultura, 

o sobrenadante foi coletado para dosagem das citocinas IL-10 e IL-12 e do NO (Figura 

7).     
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Tabela 1. Distribuição dos grupos durante cultura de macrófagos peritoneais murinos   
 

GRUPOS TRATAMENTOS Estímulo 

Controle (CTR)     -     -     

LQB 118 0.1 µM     LQB 118 0.1 µM     -     

LQB 118 0.5 µM     LQB 118 0.5 µM     -     

LQB 118 1 µM     LQB 118 1 µM     -     

LQB 118 5 µM     LQB 118 5 µM     -     

Zimosan (ZIM)     -     Zimosan 0,2 mg\mL     

LQB 118 0.1 µM + ZIM     LQB 118 0.1 µM     Zimosan 0,2 mg\mL     

LQB 118 0.5 µM + ZIM     LQB 118 0.5 µM     Zimosan 0,2 mg\mL     

LQB 118 1 µM + ZIM     LQB 118 1 µM     Zimosan 0,2 mg\mL     

LQB 118 5 µM + ZIM     LQB 118 5 µM     Zimosan 0,2 mg\mL     

    Fonte: AUTOR, 2023.     

 

 
Figura 7. Resumo do protocolo de cultura para quantificação de citocinas e NO.   

 

Fonte: Autor, 2023. BioRender. 
De forma resumida, após incubação, os macrófagos foram tratados com diferentes concentrações da 
LQB118 e posteriormente o sobrenadante foi coletado para análise dos níveis das citocinas e do NO.   

 

 
4.3.5 Quantificação dos níveis de NO 

 
A produção do óxido nítrico foi quantificada indiretamente pela reação de Griess 

(GREEN et al., 1982), que dosa o produto mais estável da degradação do NO, o nitrito. 

Para isso, resumidamente, adicionou-se 50 µL do sobrenadante da cultura com 50 µL 
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da solução de Griess (ácido orto-fosfórico: 5%, N-[1-naftil] etilenodiamina: 0,1% e 

sulfanilamida: 1%) e após 10 min de reação à temperatura ambiente a densidade óptica 

foi determinada em espectrofotômetro utilizando comprimento de onda de 540 nm. A 

preparação da curva padrão foi feita com nitrito de sódio. Por ser um ensaio 

colorimétrico, quanto maior a intensidade da cor maior será a concentração de nitrito na 

amostra.     

 
4.3.6 Quantificação dos níveis das citocinas IL-10 e IL-12 

 
A produção das citocinas IL-10 e IL-12 foi quantificada por ELISA sanduíche de 

acordo com protocolo especificado pelos fabricantes dos kits. De forma resumida, 

placas de 96 poços de fundo plano foram sensibilizadas com anticorpos de captura anti- 

IL-10 e anti-IL-12 e incubadas overnight a 4°C (Figura 8). Após isso, as placas foram 

lavadas 5 vezes com tampão de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween 20) e os 

sítios inespecíficos foram bloqueados com o diluente ELISA\ELISPOT (1x) durante 1 

h. Novamente, as placas foram lavadas 5 vezes, o sobrenadante da cultura foi 

adicionado aos poços e as placas foram incubadas overnight a 4°C.   

Após novas lavagens os anticorpos de detecção biotinilados para cada citocina 

foram adicionados e as placas permaneceram em temperatura ambiente durante 1 h. 

Posteriormente, as placas foram lavadas 5 vezes e adicionou-se a enzima 

estreptavidina- HRP e 30 min após foi adicionado o substrato tetrametilbenzidina e as 

placas permaneceram por mais 15 min em temperatura ambiente. Por fim, foi 

adicionada a solução de parada (ácido orto-fosfórico 1M). A densidade óptica foi 

determinada utilizando um comprimento de onda de 450 nm em espectrofotômetro de 

microplacas.   
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Figura 8. Resumo do protocolo de ELISA para determinação dos níveis das citocinas.   
 

 

Fonte: SALES NETO, 2022.  BioRender. 

Resumidamente, as placas foram sensibilizadas overnight com o anticorpo de captura, que se liga 
especificamente a um determinado epítopo do antígeno. Após isso, foram adicionados overnight os 
sobrenadantes da cultura para imobilização dos antígenos na superfície dos poços da placa para ELISA. 
Em seguida, foram adicionados os anticorpos de detecção biotinilados, que se liga especificamente a 
outro determinado epítopo do antígeno. Após 1 h, foi adicionada a enzima estreptavidina-HRP. Após 30 
min, foi adicionado o 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, foi adicionada solução 
de parada (ácido orto-fosfórico: 1 M) e a densidade óptica foi determinada a 450 nm em 
espectrofotômetro de microplaca.   

 

 
4.3.7 Análise da expressão de iNOS, NFκB, P-NFκB, P-Akt e P-mTOR 

 
 

Os macrófagos obtidos como descrito anteriormente (item 4.3.2) foram cultivados 

em placas de 6 poços e tratados com a concentração de 5 µM da LQB 118 overnight 

na presença ou ausência de 0,2 mg/mL (5% CO2, 37°C). As placas foram retiradas da 

estufa, o sobrenadante foi descartado e os poços lavados com PBS.   

As placas foram mantidas no gelo durante 40 minutos (Figura 9) e as células foram 

dissociadas e contadas com o auxílio da câmara de Neubauer e corante azul de 

tripan, as concentrações ajustadas para 1x106 e então foram transferidas para placas 

de 96 poços de fundo U. Após isso, a placa foi centrifugada a 300 g por 6 min e as 

células foram bloqueadas com o anticorpo anti-CD16\32 durante 10 minutos para 

prevenir interações inespecíficas mediadas por Fc. Em seguida, o sobrenadante foi
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descartado e adicionou-se 100 µL de Cytofix (BD CytofixTM) para fixar as células. Depois 

de 30 min em estufa de CO2, a placa foi novamente centrifugada, o sobrenadante 

desprezado e foram adicionados 150 µL de Perm Buffer (BD PhosflowTM) a fim de 

permeabilizar as células e a placa permaneceu 30 min no gelo. Passado este tempo, 

a placa foi novamente centrifugada e as células marcadas separadamente com os 

anticorpos anti-iNOS, anti-NFκB, anti-P-NFκB, anti-P-Akt e anti-P-mTOR. Após mais 

30 min no gelo, a placa foi novamente centrifugada e por fim, as células foram 

ressuspendidas em PBS e analisadas em citômetro de fluxo BD  

FACSCantoTM II.   

 
Figura 9. Resumo do protocolo de citometria de fluxo para avaliação da expressão de iNOS, NFκB, 

P- NFκB, P-Akt e P-mTOR   
 

 

Fonte: Autor, 2023. BioRender. 
De forma resumida, após a cultura as placas foram colocadas no gelo e dissociadas com o auxílio de um 
raspador de células. Posteriormente, as células tiveram as concentrações ajustadas, foram bloqueadas, 
fixadas, permeabilizadas e por fim marcadas com os respectivos anticorpos para análise em citômetro 
de fluxo.   

 
 

4.3.8 Análise da capacidade fagocítica às partículas de zimosan por 

citometria de fluxo 

 
Os macrófagos obtidos como descrito anteriormente (item 4.3.2) foram 

cultivados em placas de 6 poços e tratados com a concentração de 5 µM da LQB 
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118 overnight. As placas foram retiradas da estufa, o sobrenadante foi descartado e 

os poços lavados com PBS. As placas foram mantidas no gelo durante 40 minutos 

e as células foram soltas e contadas com o auxílio da câmara de Neubauer e 

corante azul de tripan, as concentrações ajustadas para 1x106 e então foram 

transferidas para placas de 96 poços de fundo U. Após isso, a placa foi centrifugada 

a 300 g por 6 min e as células foram incubadas com o reagente fluorogênico Red 

zimosan A durante 40 min (5% CO2, 37°C). Esse reagente consiste em partículas 

de zimosan conjugadas com o corante pHrodo™,que aumenta sua fluorescência 

conforme o pH do ambiente se torna mais ácido. Por fim, as células foram 

ressuspendidas em PBS e analisadas em citômetro de fluxo BD FACSCantoTM II.   

 
Figura 10. Resumo do protocolo para análise da capacidade fagocítica às partículas de zimosan por 

citometria de fluxo.   
 
 
 

 
 

Fonte: Autor, 2023. BioRender. 
Resumidamente, após a cultura as placas foram colocadas no gelo e soltas com o auxílio de um raspador 
de células. Posteriormente, as células tiveram as concentrações ajustadas e foram incubadas com o Red 
Zimosan A por 40 min para posterior análise em citômetro de fluxo.   

 

 
4.3.9 Análise da expressão de ROS 

 
 

Os macrófagos obtidos como descrito anteriormente (item 4.3.2) foram cultivados 

em placas de 6 poços e tratados com a concentração de 5 µM da LQB 118 overnight. 

Após isso, adicionou-se o zimosan (0,2 mg/mL) durante 40 minutos (5% CO2, 37°C). As 

placas foram retiradas da estufa, o sobrenadante foi descartado e os poços lavados 
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com PBS.   

As placas foram mantidas no gelo durante 40 minutos e as células foram soltas  

e contadas com o auxílio da câmara de Neubauer e corante azul de tripan,as 

concentrações ajustadas para 1x106 e então foram transferidas para placas de 96 poços 

de fundo U. Após isso, as células foram marcadas com CellRoxTM Green durante 

30 minutos em estufa de CO2. A placa foi centrifugada e adicionados 100 µL de Cytofix 

(BD CytofixTM) por 15 minutos. Passado este tempo, a placa foi novamente centrifugada 

e por fim, as células foram ressuspendidas em PBS e analisadas em citômetro de fluxo 

BD FACSCantoTM II.   

     

Figura 11. Resumo do protocolo para análise da expressão de ROS.   

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

Fonte: Autor, 2023. BioRender. 

 
 

4.4 Experimentos in vivo 

 

4.4.1 Tratamento com a LQB 118 para os testes in vivo 

 
 

Inicialmente, os animais foram divididos em 6 grupos: Salina; Zimosan; LQB 118 

10 mg/kg; LQB 118 20 mg/kg; LQB 118 10 mg/kg + Zimosan; LQB 118 20 mg/kg   

+ Zimosan (Tabela 2). Cada grupo tinha um n total de pelo menos 7 animais (n=7), o 

que totalizou 49 animais por experimento. Os camundongos dos grupos LQB 118 10 e 

20 mg/kg e LQB 118 10 e 20 mg/kg + zimosan foram pré-tratados 1 h antes do desafio 

com o zimosan através de injeções intraperitoneais (i.p) contendo 500 µL de LQB 118 
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nas doses de 10 mg/kg e 20 mg/kg. Os animais do grupo controle, por sua vez, foram 

tratados apenas com salina, com o objetivo de sofrerem o mesmo estresse causado 

pela injeção dos grupos tratados. 

 

Tabela 2. Distribuição dos grupos para protocolo experimental de peritonite induzida por zimosan.   
 

GRUPOS TRATAMENTOS   DESAFIO 

Salina   Salina (0,9%)   -   

Zimosan   -   Zimosan 2 mg\mL   

LQB 118 10 mg\kg   LQB 118 10 mg\kg   -   

LQB 118 20 mg\kg   LQB 118 20 mg\kg   -   

LQB 118 10 mg\kg +  
ZIM   

LQB 118 10 mg\kg   Zimosan 2 mg\mL   

LQB 118 20 mg\kg + 
ZIM   

LQB 118 20 mg\kg   Zimosan 2 mg\mL   

Fonte: Autor, 2023. 

 

4.4.2  Peritonite induzida por zimosan 

 
 

Com o objetivo de avaliar o efeito imunomodulador da LQB 118 no processo 

inflamatório agudo os animais foram submetidos ao protocolo experimental de peritonite 

induzida por zimosan (DOHERTY et al., 1985). Após 1 h do tratamento com a LQB 

118, os camundongos foram desafiados com uma dose de 2 mg\mL de zimosan 

preparado em 500 µL de salina (0,9%) estéril. O esquema de tratamento e indução 

da peritonite podeser observado na figura 12.  

 
Figura 12. Esquema do protocolo experimental de peritonite induzida por zimosan.     

 
Fonte: Modificado de Carvalho, 2018   
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4.4.3 Coleta e contagem total de células do lavado peritoneal 

 
Após 4 h do desafio com o zimosan foi feita a coleta do lavado peritoneal, onde 

os animais foram submetidos à eutanásia por deslocamento cervical, e em seguida foi 

realizado o lavado do peritônio através da injeção de 3 mL de PBS gelado nessa 

cavidade. Após 30 segundos de massagem, o conteúdo foi recuperado e transferido 

para tubos do tipo eppendorf de 2 mL e centrifugado durante 5 min a 1.500 rpm e 4°C. 

Após a centrifugação, o sobrenadante foi coletado e congelado a -20°C para posterior 

dosagem de citocinas. Já os pellets foram ressuspendidos, uma alíquota foi corada com 

o corante azul de turk (0,01% de cristal violeta em 3% de ácido acético) na proporção 

de 1:10 e a contagem de células totais foi realizada com o auxílio da câmara de 

Neubauer e do microscópio óptico utilizando objetiva de aumento 40X (BX40, 

OLYMPUS).   

 
4.4.4  Contagem diferencial de células do lavado peritoneal 

 
Para realização da contagem diferencial das células, centrifugou-se 50 µL da 

suspensão celular proveniente do lavado peritoneal na citocentrífuga do tipo citospin 

(FANEN, São Paulo, SP, Brasil Mod 2400) por 10 min a 1500 rpm. As lâminas obtidas 

foram fixadas e coradas pelo método panótico (Kit Panótico, Renylab) e a contagem 

diferencial foi realizada por microscopia óptica, utilizando objetiva de imersão (100X). 

As lâminas foram percorridas até a contagem de 100 células. Mononucleares e 

polimorfonucleares foram identificados segundo características morfológicas e de 

coloração.  

 
4.4.5  Determinação dos níveis das citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 

 
As citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 foram quantificadas a partir do 

sobrenadante proveniente do lavado peritoneal dos camundongos utilizando o ensaio 

imunoenzimático ELISA sanduíche de acordo com as especificações do fabricante, 

conforme descrito anteriormente no item 4.3.6.   
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4.4.6  Análise da fosforilação da MAPK p38 

 
 

As células provenientes do lavado peritoneal tiveram sua concentração ajustada 

para 1x106 e foram transferidas para placas de 96 poços de fundo U. Após isso,a placa 

foi centrifugada e as células foram bloqueadas, fixadas e permeabilizadas conforme 

descrito no item 4.3.8. Por fim, as células foram marcadas com o anticorpo anti- P-p38 

por 30 min e as células foram ressuspendidas em PBS e analisadas em citômetro de 

fluxo BD FACSCantoTM II.   

 
4.5 Anticorpos monoclonais 

 

Os anticorpos utilizados neste trabalho estão listados na tabela 3.   

 
Tabela 3. Anticorpos utilizados nos protocolos experimentais   

        
ANTICORPOS 

 FLUORÓFOROS FABRICANTE 

Anti-CD16/32     
     -     eBioscience     

Anti-iNOS     
     PE     Santa Cruz Biotechnology  

Anti-NFκB     
     PerCP-Cy 5.5     Santa Cruz Biotechnology  

Anti-P-NFκB     
     PE     Invitrogen     

Anti-P-p38     
     PerCP- eFluor     Invitrogen     

Anti-P-Akt     
     PE     Invitrogen     

Anti-P-mTOR     
     

PE     Invitrogen     

Fonte: Autor, 2023.   

 

4.6 Aquisição e análise de dados da citometria de fluxo 

 
 

O citômetro de fluxo utilizado para todas as análises foi o BD FACSCantoTM II, que 

possui três lasers: o azul (488 nm), o violeta (405 nm) e o vermelho (633 nm). Nas 

análises da expressão dos diferentes marcadores em macrófagos peritoneais murinos 

todos os dados foram gerados a partir da aquisição de 10.000 eventos e a análise foi 

baseada na obtenção de um gráfico de tamanho (FSC) vs. Granulosidade (SSC), 
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fazendo-se um gate na população de macrófagos e excluindo-se a maioria dos debris 

celulares. Posteriormente, as células foram analisadas quanto à intensidade de 

fluorescência e a % de células marcadas, obtendo-se um gráfico do tipo histograma 

(Figura 13).     

 
Figura 13. Esquema representativo da estratégia de análise dos dados da citometria de fluxo   

 

Fonte: Autor, 2023.   
Os macrófagos foram visualizados em um gráfico de tamanho vs. granulosidade (FSC vs. SSC) e foi 
feitoum gate. Em seguida, foi feito um gráfico histograma, onde pode ser observada a intensidade de 
fluorescência e a % de células marcadas (neste caso, histograma representativo de um controle 
autofluorescência).   

 

4.7 Análise estatítica 
 

Todos os resultados foram expressos como média ± e.p.m e analisados 

estatisticamente empregando-se a análise de variância (ANOVA one-way) seguida de 

pós-teste de Tukey. As diferenças entre as médias foram consideradas significativas 

quando p < 0,05. As análises dos dados foram feitas utilizando o programa GraphPad 

Prism versões 5.0 e 7.0 para Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, 

EUA). Para as análises dos dados de citometria de fluxo utilizou-se o software FlowJo 

versão 10.   
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação do efeito anti-inflamatório da LQB 118 in vitro 

 

 
5.1.1 Níveis das citocinas IL-12 e IL-10 no sobrenadante da cultura de 

macrófagos peritoneais estimulados por zimosan 

 
Os macrófagos estimulados com zimosan apresentaram aumento significativo dos 

níveis das citocinas, IL-12 e IL-10 em comparação ao grupo controle. O tratamento 

apenas com a LQB 118 em diferentes concentrações (0.1 µM, 0.5 µM, 1 µM ou 5 µM) 

não alterou os níveis de produção basal dessas citocinas.   

O tratamento com todas as concentrações da LQB 118 em associação com o 

zimosan foi capaz de reduzir os níveis de IL-12 (0.1 µM em 28,7%; 0.5 µM em 31%; 

1 µM em 36,8% e 5 µM em 57,6%), já os níveis de IL-10 não foram alterados quando 

comparados ao grupo estimulado com zimosan, como mostrado no gráfico 1.   

     
Gráfico 1: Efeito da LQB 118 sobre os níveis das citocinas IL-12 (a) e IL-10 (b) na cultura de 

macrófagos peritoneais   

 

 

  

(a)   
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As células foram tratadas com a LQB 118 em diferentes concentrações, na ausência ou presença de 
zimosan por 24h. Após esse período de incubação, o sobrenadante foi coletado e os níveis das citocinas 
foram quantificados pelo ensaio imunoenzimático ELISA. (a): IL-12. (b): IL-10. Os dados numéricos foram 
apresentados em média ± e.p.m. de 3 experimentos em duplicata, e foi feita a análise de variância 
(ANOVA) one-way, seguido de pós-teste de Tukey. #(p<0,05) significativo em relação ao grupo 
controle e aos grupos LQB 118 nas diferentes concentrações. *(p<0,05) significativo em relação ao grupo 
ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.   

     
5.1.2 Produção de óxido nítrico na cultura de macrófagos peritoneais 

estimulados por zimosan 

 
Como mostrado no gráfico 2, o zimosan foi capaz de estimular a produção de NO 

pelos macrófagos em relação ao grupo controle. O tratamento apenas com a LQB 118 

nas diferentes concentrações (0.1 µM, 0.5 µM, 1 µM ou 5 µM) não alterou os níveis de 

produção basal desse mediador. O tratamento com a concentração de 5 µM da LQB 

118 na presença do zimosan, por sua vez, foi capaz de reduzir os níveis de NO 

(60,2%), em comparação ao grupo zimosan.   

(b)   
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Gráfico 2: Efeito da LQB 118 sobre os níveis de óxido nítrico   
 
 

     
As células foram tratadas com a LQB 118 em diferentes concentrações, na ausência ou presença de 
zimosan por 24h. Após esse período de incubação, o sobrenadante foi coletado para análise da produção 
do NO pelo método de Griess. O gráfico representa as concentrações de nitrito de acordo com os grupos 
de tratamento. Os dados numéricos foram apresentados em média ± e.p.m. de 3 experimentos em 
duplicata, e foi feita a análise de variância (ANOVA) one-way, seguido de pós-teste de Tukey. #(p<0,05) 
significativo em relação ao grupo controle e aos grupos LQB 118 nas diferentes concentrações.. *(p<0,05) 
significativo em relação ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.   

     

5.1.3 Capacidade fagocítica dos macrófagos às partículas de zimosan 

 
 

Como pode ser analisado no gráfico 3 (a), o índice de fagocitose analisada por 

microscopia aumentou no grupo zimosan (97%), em relação ao grupo controle, como 

esperado. O pré-tratamento apenas com a LQB 118 (5 µM – dose escolhida para as 

próximas análises por apresentar melhor resultados na diminuição de IL-12 e NO) não 

alterou significativamente o índice de fagocitose, já a associação dessa substância com 

o zimosan, foi capaz de reduzir em 24,1% a fagocitose das partículas de zimosan.   

No gráfico 3 (b) e (c), avaliamos o uso de partículas de zimosan fluorescentes 

por citometria de fluxo. Os resultados demosntraram que a fagocitose foi maior no grupo 

zimosan, como esperado. O pré- tratamento com a LQB 118 (5 µM) foi capaz de 

reduzir em 64,4% a fagocitose das partículas de zimosan.   
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Gráfico 3: Efeito da LQB 118 na capacidade fagocítica dos macrófagos   

 

 

  

 

(a)   
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As células foram pré-tratadas overnight com a LQB 118 na concentração de 5 μM e expostas ao zimosan 
durante 40 min. A fagocitose do Red zimosan A foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando as 
partículas de zimosan fluorescentes. (a): ANOVA one-way seguido pelo pós teste de Tukey (n = 5) do 
percentual de fagocitose. (b): Histograma representativo das células marcadas com Red zimosan A. 
(c): ANOVA one-way seguido pelo pós teste de Tukey (n = 4) da fagocitose do Red zimosan. #(p<0,05) 
significativo em relação ao grupo controle e ao grupo LQB 118 5 µM. *(p<0,05) significativo em relação 
ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.   

 
5.1.4 Níveis de expressão da enzima iNOS em macrófagos peritoneais 

estimulados por zimosan 

 
O zimosan, como esperado, induziu aumento da expressão da enzima iNOS 

quando comparado ao grupo controle. O tratamento apenas com a LQB 118 (5 µM) não 

alterou a expressão basal da enzima nos macrófagos peritoneais e em associação com 

o zimosan a LQB 118 não reduziu a expressão de iNOS, como pode ser observado no 

gráfico 4.   

(c)   
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Gráfico 4: Efeito da LQB 118 sobre os níveis de expressão da iNOS   

 
 
 
 
 

As células foram tratadas com a LQB 118 na concentração de 5 μM, na ausência ou presença de 
zimosan por 24h. A expressão da iNOS foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos anti-   

(a) 

(b)   
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NOS2. (a): Histograma representativo das células marcadas com anti-NOS2. (b): ANOVA one-way 

seguido pelo pós teste de Tukey (n = 4). #(p<0,05) significativo em relação ao grupo controle e ao 
grupo LQB 118 5 µM.  *(p<0,05) significativo em relação ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; 
LQB=LQB 118.   

 

5.1.5 Níveis de expressão de NFκB e de P-NFκB em macrófagos peritoneais 

estimulados por zimosan 

 
Conforme mostrado no gráfico 5, o grupo controle apresentou expressão basal 

de NFκB e de P-NFκB enquanto o zimosan induziu uma superexpressão dessas 

proteínas nos macrófagos peritoneais. Por outro lado, a LQB 118 (5 µM) reduziu a 

expressão do NFκB (21,7%) e do P-NFκB (59,4%) na presença do zimosan.   

 
Gráfico 5: Efeito da LQB 118 sobre os níveis de expressão de NFκB e de P-NFκB   

 
 

(a)   
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As células foram tratadas com a LQB 118 na concentração de 5 μM, na ausência ou presença de zimosan 
por 24h. A expressão do NFκB e do P- NFκB foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos 
anti- NFκB e anti- P-NFκB. (a): Histogramas representativos das células marcadas com anti- NFκB e anti- 
P- NFκB. (b) e (c): ANOVA one-way seguido pelo pós teste de Tukey (n = 4). #(p<0,05) significativo em 
relação ao grupo controle e ao grupo LQB 118 5 µM. *(p<0,05) significativo em relação ao grupo ZIM. 
CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.   

 
 

5.1.6 Níveis de ROS em macrófagos peritoneais estimulados por zimosan 

     

Como pode ser analisado no gráfico 6, o grupo controle apresentou níveis basais 

de expressão de ROS, enquanto o zimosan induziu um aumento de mais de 3 vezes 

dessas espécies reativas nos macrófagos peritoneais. O tratamento apenas com a LQB 

118 (5 µM) não alterou os níveis basais de ROS. Por outro lado, a LQB 118 (5 µM), 

em associação com o zimosan, reduziu a expressão de ROS na presença do zimosan 

em torno de 23,4%.   

     

 
(c)   
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Gráfico 6: Efeito da LQB 118 sobre os níveis de expressão de ROS    
    

 
 

 
 

 
 

 
 
 

As células foram tratadas com a LQB 118 na concentração de 5 μM overnight. Após isso, o zimosan foi   

(b)   

(a)   
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adicionado por 40 minutos. A expressão de ROS foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando o reagente 
CellRox Green. (a): Histogramas representativos das células marcadas com CellRox Green. (b): ANOVA 
one-way seguido pelo pós teste de Tukey (n = 5). #(p<0,05) significativo em relação ao grupo controle 
e ao grupo LQB 118 5 µM. *(p<0,05) significativo em relação ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; 
LQB=LQB 118.   

 
 

5.1.7 Níveis de expressão de P-Akt em macrófagos peritoneais estimulados 

por zimosan 

 
O zimosan induziu aumento de aproximadamente 3 vezes na expressão de Akt 

fosforilada quando comparado ao grupo controle. O tratamento apenas com a LQB 

118 (5 µM) não alterou a fosforilação basal dessa quinase nos macrófagos peritoneais 

e em associação com o zimosan, a LQB 118 não interferiu na fosforilação de Akt, como 

pode ser observado no gráfico 7.   

 
Gráfico 7: Efeito da LQB 118 sobre os níveis de expressão de P-Akt   

(a) 
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As células foram tratadas com a LQB 118 na concentração de 5 μM, na ausência ou presença de zimosan 
por 24h. A expressão de P-Akt foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos anti- P-Akt. (a): 

Histogramas representativos das células marcadas com anti-P-Akt. (b): ANOVA one-way seguido pelo 
pós teste de Tukey (n = 4). #(p<0,05) significativo em relação ao grupo controle e ao grupo LQB 118 5 
µM.  *(p<0,05) significativo em relação ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.   

     
 

5.1.8 Níveis de expressão de P-mTOR em macrófagos peritoneais 

estimulados por zimosan 

 
Como pode ser analisado no gráfico 8, o zimosan induziu aumento de quase 2 

vezes na expressão de mTOR fosforilada quando comparado ao grupo controle. O 

tratamento apenas com a LQB 118 (5 µM) não alterou a fosforilação basal dessa 

quinase nos macrófagos peritoneais, já em associação com o zimosan, a LQB 118 

reduziu a fosforilação de mTOR em 20,2%.   

(b)   



  
  

  
64     

 

 
 
 

 

Gráfico 8: Efeito da LQB 118 sobre os níveis de expressão de P-mTOR   

 
 

 

As células foram tratadas com a LQB 118 na concentração de 5 μM, na ausência ou presença de   

(a)   

(b)   
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zimosan por 24h. A expressão de P-mTOR foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos 
anti-P-mTOR. (a): Histogramas representativos das células marcadas com anti-P-mTOR. (b): 
ANOVA one-way seguido pelo pós teste de Tukey (n = 4). #(p<0,05) significativo em relação 
ao grupo controle e ao grupo LQB 118 5 µM. *(p<0,05) significativo em relação ao grupo ZIM. 
CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.   

 

 
5.2 Avaliação do efeito anti-inflamatório da LQB 118 in vivo 

 

5.2.1 Efeito da LQB 118 na migração de células para o peritônio 

 
Os animais desafiados com zimosan (grupo zimosan) apresentaram aumento na 

migração de células para o peritônio em relação aos animais que receberam apenas o 

veículo (grupo salina), demonstrando a funcionalidade do modelo experimental. Essa 

migração foi reduzida com o pré-tratamento dos animais com a LQB 118 nas doses 

de 10 mg/kg (redução de 32,6%) e 20 mg/kg (redução de 51,1%), como pode ser visto 

no gráfico 9a. Além disso, os animais apenas pré-tratados com a LQB 118 e com o 

solvente (DMSO) não apresentaram diferenças no número de leucócitos totais em 

comparação ao grupo salina (dados do DMSO não mostrados).   

Em relação à análise das células diferenciais, nos animais desafiados com o 

zimosan, após quatro horas de estímulo as células polimorfonucleares predominaram 

no exsudato peritoneal com 99% em relação aos animais do grupo salina. O pré-

tratamento com a LQB 118 nas doses de 10 mg/kg ou 20 mg/kg reduziu em 56,7% ou 

80,4%, respectivamente, a migração dos polimorfonucleares para o peritônio em 

relação ao grupo zimosan (gráfico 9b). Já em relação às células mononucleares, 

observou-se que os animais desafiados com o zimosan apresentaram uma redução 

no número dessas células em relação ao grupo salina, o que é esperado nesse modelo 

experimental. Adicionalmente, os animais que foram pré-tratados com a LQB 118 e 

subsequentemente desafiados com o zimosan não apresentaram alteração quanto ao 

número de mononucleares quando comparados com o grupo salina (gráfico 9c). 
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Gráfico 9: Efeito da LQB 118 na migração de leucócitos totais e diferenciais para o peritônio    
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Camundongos Swiss foram pré-tratados com diferentes doses de LQB 118 ou salina. Uma hora após, os 
animais foram estimulados com zimosan (i.p.) na concentração de 2 mg/mL. Quatro horas após o desafio 
com zimosan, o exsudato peritoneal foi coletado e o número de leucócitos totais e diferenciais foi 
avaliado. (a). Número de leucócitos totais. (b). Número de leucócitos polimorfonucleares. (c). Número 
de leucócitos mononucleares. Os dados numéricos foram apresentados em média ± e.p.m de dois 
experimentos com n=5, e foi feito a análise de variância (ANOVA) one-way, seguido de pós-teste de 
Tukey. #(p<0,05) significativo em relação ao grupo salina e aos grupos LQB 118 10 e 20 mg/kg. 
*(p<0,05)significativo em relação ao grupo zimosan. ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.   

 

 
5.2.2 Efeito da LQB 118 nos níveis das citocinas IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL- 

10 no peritônio 

 
Os animais do grupo zimosan apresentaram aumento significativo das quatro 

citocinas avaliadas (gráfico 10) em relação ao grupo controle, como esperado e descrito 

na literatura (CARVALHO et al., 2019; FRANÇA et al., 2021). O pré- tratamento com a 

LQB 118 em animais desafiados com o zimosan reduziu os níveis de IL-1β (81,1% ou 

78,3% para as doses de 10 mg/kg ou 20 mg/kg, respectivamente). Além disso, a dose 

de 20 mg/kg reduziu em 56,2% os níveis de TNF-α e em 71,6% os níveis de IL-10. 

Em contrapartida, os níveis de IL-6 não foram alterados pelo pré- tratamento com 

nenhuma das duas doses avaliadas.   

(c)   



  
  

  
68     

 

Gráfico 10: Efeito da LQB 118 nos níveis das citocinas pró e anti-inflamatórias   
 

 

  

 

 

(b)   

(a)   



  
  

  
69     

 

  

 
 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

   

Camundongos Swiss foram pré-tratados com diferentes doses de LQB 118 ou salina. Uma hora após, os 
animais foram estimulados com zimosan (i.p.) na concentração de 2 mg/mL. Quatro horas após o desafio 
com zimosan, o exsudato peritoneal foi coletado e centrifugado. Os níveis das citocinas foram 
quantificados a partir do sobrenadante do exsudato pelo ensaio imunoenzimático (ELISA sanduíche). 
(a). IL-1β. (b.) TNF-α. (c). IL-6. (d). IL-10. Os dados numéricos foram apresentados em média ± e.p.m. de um 
experimento com n=4, e foi feito a análise de variância (ANOVA) one-way, seguido de pós-teste de Tukey. 
#(p<0,05) significativo em relação ao grupo salina e aos grupos LQB 118 10 e 20 mg/kg. *(p<0,05) 
significativo em relação ao grupo zimosan. ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.   

     
     

(c)   
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5.2.3 Efeito da LQB 118 nos níveis de fosforilação da MAPK p38 

 

O zimosan induziu aumento de duas  vezes na fosforilação da p38 nos 

granulócitos, quando em comparação ao grupo controle. O tratamento apenas com a 

LQB 118 (20 mg/kg – dose escolhida para análise do mecanismo de ação por 

apresentar melhores resultados nos níveis das citocinas e migração de células) 

manteve a fosforilação basal dessa MAPK. Já em associação com o zimosan, o 

tratamento com a molécula foi capaz de reduzir a fosforilação da p38 em 51,6% 

quando comparado ao grupo zimosan (gráfico 11).     

 
Gráfico 11: Efeito da LQB 118 nos níveis de fosforilação da MAPK p38   
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Os animais foram pré-tratados com a dose de 20 mg/kg da LQB 118 e 1   h depois estimulados com 
o zimosan. A expressão da P-p38 foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos anti- P- p38. 
(a): Histograma representativo das células marcadas com anti-P-p38. (b): ANOVA one-way seguido pelo 
pós teste de Tukey (n = 4). . #(p<0,05) significativo em relação ao grupo salina. *(p<0,05) significativo em 
relação ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.   

(b)   
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6. DISCUSSÃO 

 
Nesse trabalho, utilizamos como modelo experimental a cultura de macrófagos 

peritoneais murinos estimulados por zimosan, que constitui um modelo utilizado há mais 

de 50 anos para a avaliação in vitro da ação imunomoduladora e anti- inflamatória de 

novas drogas. Além disso, também foi utilizado o modelo de peritonite induzida por 

zimosan, o qual se caracteriza pelo aumento da permeabilidade vascular e produção 

de mediadores que levam ao acúmulo de leucócitos no peritônio (KOLACZKOWSKA et 

al., 2008).   

Inicialmente, a fim de dar continuidade à investigação do efeito anti-inflamatório 

da LQB 118 in vitro, em macrófagos peritoneais de camundongos, avaliamos se essa 

molécula é capaz de interferir nos níveis das citocinas IL-12 e IL-10. A IL-12 é uma 

citocina produzida por células fagocíticas, incluindo os macrófagos, capaz de ativar 

células NK a produzir IFN-γ, o qual age sobre os macrófagos os ativando e aumentando 

sua capacidade fagocítica e microbicida (MASUDA et al., 2010). Já a IL- 10 é 

considerada uma citocina anti-inflamatória, por suprimir a produção de citocinas pró-

inflamatórias, de moléculas relacionadas com a ativação de linfócitos, apresentação de 

antígenos (MOORE et al., 2001), ativação de polimorfonucleares, a produção de ROS, 

de moléculas de adesão e COX-2 (HUET et al., 2013; MARTIRE- GRECO et al., 2013).   

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com a LQB 118 é capaz de 

diminuir os níveis de IL-12, sem alterar os níveis de IL-10. Vale ressaltar que essa 

diminuição é independente de morte celular, visto que já foi previamente demonstrado 

que as concentrações utilizadas nesse trabalho não possuem efeito tóxico para os 

macrófagos peritoneais (LIMA et al., 2020). Esses resultados estão em desacordo com 

Souza (2011), que demonstrou um decréscimo nos níveis de IL-10 mediante tratamento 

com a LQB 118 em macrófagos peritoneais infectados por Leishmania braziliensis. 

Além disso, Oliveira e colaboradores (2010) observaram uma redução nos níveis de 

IL-10 em macrófagos THP-1 quando estimulados com um agonista de TLR2 mediante 

o tratamento com o lapacol, uma naftoquinona. No entanto, resultado diferente foi obtido 

em linhagem de macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS, onde o tratamento com 

os pterocarpanos cristacarpina e gliceolinas I, II e III promovem o aumento da citocina 

anti-inflamatória IL-10 (HWANG et al., 2022; YOON et al., 2012). Também foi observado 
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por Souza (2011) que os níveis de IL-12 aumentaram com o tratamento com a LQB 118 

nos macrófagos peritoneais infectados por L. braziliensis, o que pode ser um evento 

chave na eliminação desse parasita. Adicionalmente, há vários relatos que demonstram 

a capacidade dessa molécula em reduzir os níveis de outras citocinas pró-inflamatórias 

como IL-1β, IL-6 e TNF-α in vitro (CHAE et al., 2016; LEEet al., 2015; LIMA et al., 2020; 

NETTO et al., 2010; PINHO et al., 2011; RIÇA et al., 2016).   

Além das citocinas, o NO é outro importante mediador inflamatório produzido por   

macrófagos sob estímulo do zimosan (LI et al., 2022). Esse mediador possui vários 

efeitos biológicos e nos macrófagos atua aumentando sua atividade citotóxica 

(CHAKRAVORTTY; HENSEL, 2003), mas por se tratar de um gás, se difunde livremente 

pelas membranas biológicas e pode ter efeitos deletérios no organismo quando 

produzido em grandes quantidades, causando dano tecidual (GUZIK, 2003). Nesse 

trabalho, constatou-se que o tratamento de macrófagos peritoneais estimulados pelo 

zimosan com a LQB 118 reduziu os níveis de NO. Esses resultados corroboram os 

obtidos por Yoon e colaboradores (2012), que demonstraram que o tratamento com as 

gliceolinas I, II e III em RAW 264.7 é capaz de reduzir a produção de NO estimulada por 

LPS. Chae e colaboradores (2016) e Hwang e colaboradores (2022) também 

demonstraram o efeito de pterocarpanos, o maackia pterocarpano B e a cristacarpina, 

em reduzir os níveis desse mediador utilizando o mesmo modelo experimental. Além 

disso, os pterocarpanos sophotokin, maackiain e medicarpin reduzem os níveis de NO 

produzidos por linhagem de células de microglia BV-2 estimuladas por LPS (XIA et al., 

2019). Adicionalmente, o tratamento de macrófagos infectados por L. braziliensis com 

LQB 118 também é capaz de reduzir os níveis de NO produzidos por essas células 

(SOUZA, 2011). 

O NO é produzido a partir da conversão de L-arginina em L-citrulina a partir da  
ação da enzima NOS, que possui três isoformas, sendo a responsável pela produção 

de NO nos processos inflamatórios a iNOS (FÖRSTERMANN; SESSA, 2012; 

STUEHR; HAQUE, 2019). Corroborando a literatura e como demonstrado nesse 

trabalho, o agonismo de TLR2 por zimosan resulta em um aumento da iNOS. O 

tratamento com a LQB 118 não reduziu a expressão dessa enzima nos macrófagos 

peritoneais. De forma contrária, o tratamento com maackia pterocarpano B, 

cristacarpina e gliceolinas I, II e III reduz a expressão de iNOS em macrófagos RAW 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=F%C3%B6rstermann%20U%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Stuehr%20DJ%5BAuthor%5D
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264.7 estimulados por LPS (CHAE et al., 2016; HWANG et al., 2022; YOON, 2012). 

Além disso, outros pterocarpanos como os sophotokin, maackiain e medicarpin 

reduzem os níveis de iNOS em linhagem de células de microglia BV-2 estimuladas 

por LPS (XIA et al., 2019). Em macrófagos THP-1 resultados semelhantes são 

observados mediante o tratamento com a naftoquinona lapacol (OLIVEIRA et al., 

2010). O fato de a LQB 118 não reduzir a expressão da iNOS nos macrófagos pode 

indicar que essa molécula age em outros alvos para promover a redução da produção 

do NO, ou ainda, interfere em eventos pós traducionais, a exemplo da fosforilação de 

iNOS pela quinase Src, desestabilizando e diminuindo a meia vida da enzima 

(TYRYSHKIN et al., 2009). 

A partir dos resultados obtidos e tendo em vista que a IL-12 e o NO estão 

diretamente envolvidos com a fagocitose dos macrófagos, o próximo passo foi avaliar 

a atividade fagocítica de macrófagos peritoneais frente às partículas de zimosan. A 

concentração de 5 µM foi selecionada para dar continuidade aos experimentos, visto 

que essa foi a única a interferir nos níveis de NO e apresentou maior redução nos níveis 

de IL-12. Nossos resultados demonstraram que o pré- tratamento dos macrófagos com 

a LQB 118 foi capaz de reduzir a capacidade fagocítica dos macrófagos às partículas 

de zimosan utilizando tanto a metodologia de observação ao microscópio óptico como 

a citometria de fluxo. Esse é o primeiro relato de ação da LQB 118 na capacidade 

fagocítica de macrófagos peritoneais e indica que essa molécula é capaz de interferir 

nas atividades efetoras dessas células. 

A ativação de células imunes pelo zimosan atráves de receptores de 

reconhecimento de padrão aumenta a formação de ROS intracelular (DAHLGREN et 

al., 1999). ROS causam danos celulares e necrose através de vários mecanismos, 

como desnaturação de proteínas e danos ao DNA (CUZZOCREA et al., 2002), apesar 

de serem mediadores chave na destruição de patógenos durante a fagocitose 

(MOGHADAM; HENNEKE; KOLTER, 2021). Avaliamos o efeito da LQB 118 nos níveis 

de ROS e observou-se que essa molécula reduz os níveis de ROS nos macrófagos 

peritoneais estimulados por zimosan. Em acordo com nossos resultados, o tratamento 

com o pterocarpano maackiain em células RAW 264.7 estimuladas por LPS reduz os 

níveis de ROS (BAI et al., 2022). Martino e colaboradores (2018), de forma contrária, 

observaram um aumento na produção de ROS em células de câncer de próstata 
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mediante o tratamento com a LQB 118, o que pode ser benéfico nesse caso, pois 

altos níveis de ROS podem induzir à apoptose (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL- 

BATES, 2016). Adicionalmente, o tratamento com a molécula induziu a produção de 

ROS em promastigotas de L. amazonensis (RIBEIRO et al., 2013).   

Para que a fagocitose ocorra são necessárias modificações no citoesqueleto dos 

macrófagos. O citoesqueleto é constituído por actina, microfilamentos e filamentos 

intermediários, com a actina desempenhando um papel central nesse processo 

(LEMIEUX et al., 2014). A via de sinalização PI3k-mTOR tem sido descrita como uma 

das envolvidas no rearranjo do citoesqueleto de macrófagos (FREEMAN et al., 2014; 

BAO et al., 2015). A quinase Akt, por sua vez, está a montante de PI3k e a jusante de 

mTOR, nesse sentido, resolve-se avaliar se a LQB 118 interfere na fosforilação de Akt 

e de mTOR. 

Observou-se que o tratamento com a molécula não alterou os níveis de 

fosforilação de Akt, mas reduziu a fosforilação de mTOR. Ressalta-se que não existem 

dados na literatura que demonstrem o efeito da LQB 118 na fosforilação de Akt e mTOR 

em outras células imunológicas. No entanto, em linhagem de células leucêmicas K562 

e K562-Lucena, já foi demonstrado que o tratamento com a molécula aumentou a 

fosforilação de Akt (DE FARIA et al., 2015). Esses diferentes efeitos podem ocorrer em 

função dos diferentes tipos de células, protocolo experimental ou ainda pela presença 

de estímulo inflamatório. Já diminuição da fosforilação de mTOR pode indicar que há 

uma redução na ativação direta da PI3k tipo I sobre o complexo mTOR 2 (mTORC2) 

(GAN et al., 2020), o que pode levar à regulação negativa de RhoA (membro A da 

família homóloga de Ras), uma proteína de baixo peso molecular presente a jusante 

de mTOR que afeta as funções fagocíticas das células, regulando a montagem dos 

filamentos de actina e miosina, diminuindo a capacidade dos macrófagos em fagocitar 

(JHANWAR-UNIYAL et al., 2017). Além disso, já foi demonstrado que a inibição de 

mTOR leva a diminuição da produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias por 

macrófagos (XIE et al., 2014), corroborando os resultados de diminuição das citocinas 

IL-1β, IL-6 e TNF-α previamente relatados pelo nosso grupo (LIMA et al., 2020) e 

também da IL-12 observada nesse trabalho. 

O zimosan ao se ligar ao TLR2 inicia uma cascata de sinalização intracelular que   

culmina na ativação de proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) e fatores 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Redza-Dutordoir%2BM&cauthor_id=27646922
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Averill-Bates%2BDA&cauthor_id=27646922
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Averill-Bates%2BDA&cauthor_id=27646922
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de transcrição, como o fator de transcrição nuclear kappa B (NFκB) (KAWASAKI; 

KAWAI, 2014; TAKEDA; AKIRA, 2005). O NFκB, uma vez fosforilado, se liga a regiões 

específicas do genoma e induz a expressão de genes de vários mediadores pró- 

inflamatórios, como as citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigênio, moléculas 

de adesão, dentre outros (TAKADA, 2009).   

Nossos resultados demonstraram que o tratamento dos macrófagos peritoneais 

com a LQB 118 reduziu os níveis totais assim como a fosforilação do NFκB. Esses 

resultados corroboram os de Riça e colaboradores (2016), que demonstraram uma 

redução na fosforilação desse fator de transcrição em modelo de lesão pulmonar 

induzida por LPS mediante o tratamento com a LQB 118. Em linhagem de células de 

leucemia mieloide aguda e crônica, o tratamento com a molécula reduziu a ativação 

do NFκB (FARIA et al., 2015; REIS et al., 2013). Além disso, vários pterocarpanos, como 

cristacarpina, maackiain, sophotokin, maackia pterocarpano B e as gliceolinas I, II e III 

também apresentam a capacidade de reduzir os níveis de ativação do NFκB em diferentes 

modelos experimentais (CHAE et al., 2016; GUO et al., 2020; HWANG et al., 2022; XIA 

et al., 2019; YOON et al., 2012). Essa habilidade em reduzir os níveis de 

ativação/fosforilação do NFκB pode estar relacionada com a porção pterocarpano da 

LQB 118.   

A diminuição da fosforilação do NFκB pode estar diretamente relacionada com a 

redução da IL-12, uma vez que a ativação do TLR2 pelo zimosan de levedura leva à 

produção dessa citocina (GORIELY et al., 2008; QI; DENNING; SOONG et al., 2003). 

Além disso, o NO e ROS também podem ser produzidos via ativação do NFκB 

(ARIAS-SALVATIERRA et al., 2010) e esses mediadores estão diretamente 

relacionados com a capacidade fagocítica dos macrófagos peritoneais, que também 

foi diminuída pelo tratamento com a LQB 118.   

Considerando os resultados obtidos até agora, que demonstram que a LQB 118 

interfere em vários aspectos do processo inflamatório agudo in vitro, decidiu-se avaliar 

os efeitos da LQB 118 no processo inflamatório agudo in vivo, utilizando o modelo de 

peritonite induzida por zimosan. Esse modelo foi primeiramente descrito por Doherty 

em 1985 e desde então vem sendo utilizado para testar compostos anti- inflamatórios 

e entender seus mecanismos de ação (CASH; WHITE; GREAVES, 2009).   

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Arias-Salvatierra%2BD&cauthor_id=20955790
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Arias-Salvatierra%2BD&cauthor_id=20955790
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O zimosan, quando administrado intraperitonealmente em camundongos, induz 

um processo inflamatório com extravasamento de neutrófilos para a cavidade 

peritoneal, detectáveis após duas horas e com pico máximo após quatro horas de 

estímulo (CASH; WHITE; GREAVES, 2009).   

No modelo de peritonite induzida por zimosan, o pré-tratamento com a LQB 118 

nas doses de 10 mg/kg ou 20 mg/kg foi capaz de reduzir a migração de leucócitos, 

especialmente de neutrófilos, para o peritônio. Esses dados corroboram com os 

resultados observados por Riça e colaboradores (2016), onde o pré-tratamento com 

diferentes doses da LQB 118 reduziu a migração de neutrófilos para o fluido do lavado 

broncoalveolar (BALF) em modelo de inflamação pulmonar induzida por LPS. Também 

foi observado nesse mesmo trabalho que os níveis de KC (CXCL-1), uma quimiocina 

quimioatraente de neutrófilos, são reduzidos mediante o tratamento com a LQB 118, 

o qual pode ser o mecanismo associado ao efeito dessa molécula em reduzir a migração 

neutrofílica. Além disso, a naftoquinona β-lapachona inibiu a migração de neutrófilos 

induzida por carragenina para o peritônio (SITÔNIO et al., 2013). 

A injeção de zimosan é responsável por causar uma redução inicial no número 

de macrófagos peritoneais, um fenômeno descrito como reação de desaparecimento 

dos macrófagos (RDM), causado, possivelmente, devido à ativação dessas células e 

consequente aumento de sua aderência nas camadas internas do peritônio (AJUEBOR, 

1998). A reação de desaparecimento dos macrófagos é um fenômeno já descrito pela 

literatura, sendo observado também após 24 h de estímulo i.p. com ovalbumina (KOOL 

et al., 2008) e após 12 h de estímulo i.p. com amido. Nelson (1963) demonstrou que a 

RDM poderia ser revertida utilizando-se heparina, a qual possui ação anticoagulante e 

antiadesiva (WOODS et al., 1986). Além disso, o bloqueio da ativação de integrinas 

também reverte parcialmente a RDM e exame físico da cavidade peritoneal revelou a 

presença de agregados de tamanhos milimétricos dentro dessa cavidade de 3-5h após 

a administração i.p. do zimosan. Esses agregados apresentavam fibrina, indicando se 

tratar de coágulos, que apresentavam macrófagos e poucas células B peritoneais, além 

de alguns neutrófilos, que são rapidamente recrutados para o peritônio após a injeção 

do zimosan, indicando que os coágulos são um local proeminente para o 

desaparecimento dos macrófagos em resposta aos estímulos inflamatórios. Dessa 
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forma, fatores de coagulação, como o fator V, estão diretamente relacionados com a 

RDM (ZHANG et al., 2019).   

A RDM foi observada em nosso resultado, onde os animais do grupo zimosan 

apresentaram uma redução no número de células mononucleares presentes no 

exsudato peritoneal e o pré-tratamento com a LQB 118 nos animais estimulados foi 

capaz de reverter esse processo, o que sugere a habilidade dessa molécula em 

interferir na dinâmica de ativação de integrinas e fatores de coagulação.   

No modelo de peritonite induzida por zimosan, citocinas pró-inflamatórias, como 

IL-1β, IL-6 e TNF-α participam do recrutamento de neutrófilos e manutenção da 

inflamação (KOLACZKOWSKA; SELJELID; PLYTYCZ, 2001; KOLACZKOWSKA et   

al., 2010). Quanto aos níveis de citocinas presentes no lavado peritoneal, observou- 

se que o tratamento com 10 mg/kg da LQB 118 reduziu os níveis de IL-1β, enquanto a 

dose de 20 mg/kg reduziu tanto os níveis de IL-1β quanto os níveis de TNF-α e IL- 10. 

No entanto, os níveis de IL-6 não foram alterados mediante tratamento com a molécula 

em nenhuma das doses avaliadas. Esses resultados estão de acordo com resultados 

anteriores do nosso grupo, que demonstrou que o tratamento de macrófagos 

peritoneais com a LQB 118 em diferentes concentrações na presença do zimosan é 

capaz de reduzir os níveis de IL-1β e TNF-α. Riça e colaboradores (2016) também 

demonstraram que o pré-tratamento com a LQB 118 reduz os níveis TNF-α no BALF 

após desafio com LPS. Em modelo experimental de sepse em camundongos foi 

observado que o tratamento com o maackiain pterocarpano B foi capaz de reduzir os 

níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α (BAI et al., 2022). Ademais, a 

naftoquinona 6-metóxi-7- hidróxi-α-dunniona administrada sistemicamente diminui os 

níveis das citocinas TNF-α, IL-1β e, em oposição aos nossos resultados, IL-6, em 

modelo de febre induzida por LPS (LOMBA et al., 2017). De forma semelhante, a 1,4- 

naftoquinona ou o tratamento com β-lapachona diminui os níveis de TNF-α e IL-6 

produzidos na inflamação peritoneal induzida por LPS e na peritonite induzida por 

carragenina (KOBAYASHI et al., 2011; SITÔNIO et al., 2013).   

Uma vez que foram obtidos melhores resultados na redução da migração dos 

leucócitos e níveis das citocinas com a dose de 20 mg/kg, esta foi utilizada para a 

análise do mecanismo de ação envolvido no efeito anti-inflamatório da LQB 118 in vivo. 
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O receptor TLR2 ao ser ativado por ligante inicia uma cascata de sinalização 

intracelular recrutando a proteína adaptadora MyD88, que sinaliza para outras proteínas 

intracelulares e induz fosforilação com consequente ativação de MAPKs, como a p38 

(ADEREM; ULEVITCH, 2000; TAKEDA; AKIRA, 2005). A sinalização da p38 regula a 

expressão de citocinas como TNF-α, IL- 1β e IL-6, das enzimas COX-2 e iNOS, assim 

como a expressão de moléculas de superfície, a exemplo do CD69 (LOMBA et al., 2001; 

TURPEINEN et al., 2010; LI et al., 2011). Nossos resultados demonstraram que o 

tratamento dos animais com a LQB 118 foi capaz de reduzir os níveis de expressão da 

P-p38. Esse resultado corrobora os resultados obtidos anteriormente por nosso grupo, 

onde o tratamento dos macrófagos peritoneais com a substância reduziu os níveis de 

fosforilação dessa MAPK. Em linhagem de células de glioblastoma, o tratamento com 

a LQB 118 também foi capaz de reduzir os níveis de expressão da P-p38 assim como 

da P-ERK1/2 (BERNARDO et al., 2020). Além disso, o tratamento de células BV-2 

estimuladas por LPS com a LQB 118 reduziu os níveis de expressão das três mapk: 

P-p38, P-ERK1/2 e P-JNK (XIA et al., 2019). Em oposição, recentemente, Hwang e 

colaboradores (2022) demonstraram o efeito do maackia pterocarpano em reduzir a 

expressão de P-JNK, P-ERK1/2, mas sem efeito na P-p38. Nesse contexto, nossos 

dados demonstram que a LQB 118 afeta diretamente a fosforilação da p38 e isso pode 

explicar a redução da produção de citocinas observada.   

Por fim, uma vez que Riça e colaboradores (2016) demonstraram através de 

docking molecular que a LQB 118 pode ser um potencial ligante de receptores de 

estrogênio e que estes receptores estão relacionados com a modulação de genes 

inflamatórios (HARDING; HEATON, 2022; VEGETO et al., 2001; VILLA et al., 2015) 

pode-se sugerir que as propriedades anti-inflamatórias deste composto estejam 

diretamente ligadas à sua interação com os receptores estrogênicos.   

Considerando todos os resultados, o presente trabalho avaliou pela primeira vez 

o efeito da LQB 118 em modelo murino de peritonite induzida por zimosan, além de 

demonstrar, de forma inédita, o efeito dessa molécula na atividade fagocítica de 

macrófagos peritoneais, investigando ainda os mecanismos de ação envolvidos no 

seu efeito anti-inflamatório.   
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7. CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, nossos resultados demonstraram pela primeira vez a atividade 

anti-inflamatória da LQB 118 em modelo de peritonite induzida por zimosan, onde o 

tratamento com a molécula reduziu a migração celular e a produção de citocinas, 

possivelmente pela inibição da via MAPK p38. Adicionalmente, a LQB 118 modulou 

a função fagocitária dos macrófagos, alterando diferentes parâmetros, com 

envolvimento da inibição da via mTOR-NFκB. Em conjunto, esses dados demonstram o 

potencial anti-inflamatório da LQB 118 , que pode se tornar um protótipo de novos 

fármacos para doenças imunomediadas.   

 
Figura 14. Ações da LQB 118 in vitro e in vivo 

 
 

 

Fonte: Autor, 2023.   

 

 
1. Inibição de P-p38 em neutrófilos e da migração de neutrófilos.   

2. Redução de citocinas.   

3. Inibição de P-NFκB e P-mTOR.   

4. Inibição de fagocitose e ROS.   

5. Redução de IL-12 e NO.   
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ANEXO D – Comprovantes de depósitos de patentes 

 

1. Ouabaína como inibidor da migração de neutrófilos 
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2. Utilização do aduto de Morita-Baylis-Hillman derivado da Isatina ISACN para 
o tratamento da inflamação 
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3. Patulina para o tratamento da inflamação 
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1.Cardiac autonomic dysfunction and blunted morning cortisol concentration 
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ANEXO F – Parecer do pedido de patente submetido à INOVA-UFPB 
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