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   Resumo 
 

 

O óxido nítrico (NO) é uma molécula versátil com efeitos tanto tóxicos quanto 

regulatórios. Em macrófagos, o papel antimicrobiano do NO é, até a data, o mecanismo 

letal ou inibitório mais evidente, descrito para um grande número de microrganismos, 

devido aos seus efeitos diretos e indiretos. O papel do TLR4 na transcrição de iNOS 

induzida por LPS está relacionado à inicialização de um complexo de sinalização celular 

que induz a produção da citocina IFN-β, a síntese de IRF-1 e a ativação de NF-kB e STAT-

1, fatores de transcrição necessários para a síntese de iNOS. A absorção de uma 

concentração elevada de LPS (1 ug/ml) é mediada pelo receptor Scavenger (SR-A), com a 

participação de CD14, atuando em conjunto com o receptor TLR4 nas respostas 

inflamatórias ao LPS. A literatura sobre a sinalização de SR-A em macrófagos é restrita e 

muitas vezes contraditória. Os mecanismos pelos quais o LPS promove a interação do SR-

A com TLR4 e suas vias de sinalização precisam ser melhor compreendidos.  O principal 

objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do estímulo de LPS na via de TLR4 associada ao 

SR-A para a produção de NO em macrófagos peritoneais de camundongos C57BL/6. 

Nossos experimentos confirmam que os camundongos TLR4 knockout não produzem NO 

quando estimulados apenas com LPS, mas a adição conjunta de LPSe IFN-β restaura a 

capacidade destes macrófagos de expressar iNOS e produzir NO. Estes resultados sugerem 

que o LPS pode estimular os macrófagos por outro receptor diferente do TLR4. A inibição 

de SR-A usando DSS ou anticorpo neutralizante anti-SR-A mostrou que a associação entre 

SR-A e TLR4 é essencial para a expressão de iNOS e a produção de NO. Os nossos 

resultados comprovam que TLR4 e SR-A atuam em conjunto principalmente na ativação 

da via TLR4-TRIF para a produção de IFN-β e, consequentemente, promovendo a síntese 

de STAT-1 e de IRF-1, que agem em conjunto para ativar a produção de NO em 

macrófagos.  
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Abstract  

  

Nitric oxide (NO) is a versatile molecule with both toxic and regulatory effects. In 

macrophages, the antimicrobial role of NO is, to date, the most evident, and several lethal 

or inhibitory mechanisms for a number of microorganisms, due to both direct and indirect 

effects, have been described. The role of TLR4 in the LPS-induced transcription of iNOS 

is due to the initiation of a complex cellular signaling that leads to production of the 

cytokine IFN-β, synthesis of IRF-1 and activation of NF-κB and STAT-1, transcription 

factors required for iNOS synthesis. The uptake of a high concentration of LPS (1 μg/ml) 

is mediated by Scavenger Receptor A (SR-A) with participation of CD14 and this receptor 

acts in concert with TLR4 to mediated LPS inflammatory responses. The literature on 

signaling SR-A in macrophages is small and often contradictory. Mechanisms by which 

LPS promotes SR-A interaction with TLR4 and her pathways need to be better understood. 

Then, our main goal in this study is evaluate the effect of LPS stimulus on TLR4 signaling 

pathway associated with SR-A to NO production by peritoneal macrophages from 

C57BL/6 mice. Our experiments confirm that TLR4 knockout mice don’t make NO when 

stimulated with LPS only, but the addition of IFN-β to the LPS stimulus restores the ability 

of these macrophages to express iNOS and produce NO. These results suggest that LPS 

could stimulate macrophages by another receptor different from TLR4.  The inhibition of 

SR-A using DSS and neutralizing antibody shows that SR-A associated with TLR4 is 

essential for the expression of iNOS and NO production. Our results reinforce that TLR4 

and SR-A acts in concert activating mainly TLR4-TRIF pathway for the production of 

IFN-β and consequently stimulating the synthesis of STAT-1 and IRF-1, they all together 

activate the NO production by macrophages.  
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Requerimento de receptores scavenger na sinalização via TLR4 para a produção de óxido 

nítrico por macrófagos estimulados com LPS: papel na ativação de IRF-3 e STAT-1  
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1. INTRODUÇÃO 

  

1.1.  A importância do óxido nítrico na resposta imune  

O óxido nítrico (NO) é uma molécula gasosa produzida por quase todas as células 

de mamíferos, especialmente aquelas do sistema imune (células dendríticas, células 

natural killers - NK, mastócitos e fagócitos incluindo monócitos, macrófagos, microglia, 

células de Kupffer, eosinófilos e neutrófilos) e outras células envolvidas nas reações 

imunes (células endoteliais, epiteliais, fibroblastos, queratinócitos, condrócitos, 

hepatócitos, mesangliais e células de Schwann) (Bogdan, 2001). Esta molécula possui 

potenciais efeitos biológicos, envolvendo vasodilatação, agregação plaquetária, 

comunicação interneuronal, motilidade gastrointestinal, resposta imune contra 

microrganismos e regulação gênica (Bogdan, 2001; Gutierrez et al., 2009).  

A bioquímica do NO gira em torno do seu elétron não pareado, que o torna um 

radical livre. Em sistemas biológicos o NO tem uma meia vida curta (ordem de segundos) 

e sozinho não interage facilmente com proteínas ou ácidos nucleicos. Porém, NO reativo 

pode ser gerado pela perda de um elétron a partir do radical NO (Stamler, 1994; Wink & 

Mitchell, 1998). Em mamíferos, NO (.NO, NO+ ou NO-) são produzidos pela enzima 

óxido nítrico sintase (NOS), que catalisa a conversão de oxigênio molecular e L-arginina, 

na presença de NADPH (nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato), no intermediário 

L-hidroxi-arginina e posteriormente em citrulina, NO e duas moléculas de água. Na 

presença de oxigênio, o NO é rapidamente convertido em outros intermediários reativos 

de nitrogênio, incluindo NO2, NO2O3, NO2O4, NO2-, NO3-, S-NO e peroxinitrito (ONOO-

) (Santolini, 2011). Em condições normais de oxigênio, o NO pode ser rapidamente 

oxidado formando produtos estáveis como nitrito e nitrato, sendo que o nitrito pode 

facilmente se tornar fonte de NO de maneira não enzimática sob condições ácidas (ex: 

estômago e tecidos inflamados) ou por ação das nitrito redutases (Li et al., 2008; 

Lundberg et al., 2008).  O termo óxido nítrico – NO (sem um ponto para o elétron não 

pareado) será usado neste trabalho de maneira coletiva, para representar todos os 

intermediários reativos de nitrogênio, que são produtos imediatos da reação de NOS.   

Em mamíferos, o NO é sintetizado a partir de L-arginina por uma família de 

enzimas chamadas de NO sintases (EC 1.14.13.39), que existem em três principais 

isoformas e algumas variantes produzidas por splicing alternativos. As isoformas de NOS 

são provenientes de diferentes genes e também diferem quanto à localização, regulação, 



 

10 
 

propriedades catalíticas e sensibilidade a inibidores. Duas NOS são expressas 

constitutivamente, uma principalmente em células nervosas, músculo esquelético e 

músculo cardíaco (NOS1 ou nNOS – óxido nítrico sintase neuronal) e outra em células 

endoteliais (NOS3 ou eNOS - óxido nítrico sintase endotelial).  A expressão da terceira 

isoforma (iNOS ou NOS2) é induzida por citocinas pró-inflamatórias ou endotoxinas em 

várias células e tecidos como uma resposta do sistema imune (Alderton et al., 2001; Bredt, 

1999; Daff, 2010; Santolini, 2011). Alguns estudos propõem a existência de uma NOS 

mitocondrial em células de mamíferos, tendo sido demonstrada uma via de síntese de NO 

mitocondrial em cérebro de camundongos e em células endoteliais humanas. Além disso, 

a síntese de NO já foi observada em plantas, algas e leveduras (Poyton et al., 2009). O 

NO também pode ser gerado a partir de nitrito por certos sistemas redutores como a cadeia 

respiratória e xantina oxidase em condições de hipóxia ou anóxicas (Gao, 2010).   

Em condições homeostáticas, NO é produzido em baixas concentrações e age como 

mensageiro intracelular e fator antioxidante, regulando os processos fisiológicos. Porém, 

em condições patológicas, NO é produzido em altas concentrações e as espécies reativas 

de nitrogênio (RNS – reactive nitrogen species ou espécies reativas de nitrogênio) 

derivadas do NO, como o peroxinitrito (ONOO-), têm seus níveis elevados provocando 

danos à cadeia respiratória, inibição da síntese de ATP (adenosina trifosfato), liberação 

de citocromo c e indução ou inibição de apoptose dependente de caspases (Gao, 2010; 

Peter et al., 2002). Em contraste com as citocinas, a interação de NO não é restrita a um 

único receptor, podendo exercer sua ampla atividade biológica ativando uma sequência 

de sinalização via guanilatos ciclases solúveis ou através de reações com outras moléculas 

inorgânicas (como oxigênio, superóxidos e metais de transição), estruturas de DNA (bases 

de pirimidinas), grupos prostéticos (como heme) ou proteínas. A interação com centros 

metálicos e Snitrosilação é considerado o principal mecanismo pelo qual o NO exerce 

suas funções biológicas. A S-nitrosilação ocorre quando NO reage com tióis em resíduos 

de cisteína formando S-nitrosotiol, que caracteriza uma importante modificação estrutural 

das proteínas podendo modular sua função (Bogdan, 2001; Santolini, 2011).   

A atividade antimicrobiana do NO pode ser resultante da sua ação em muitos 

processos, desde a transdução de sinal, efeitos na mutação de DNA, inibição do reparo e 

síntese de DNA, inibição da síntese de proteínas, modificações em proteínas por S-

nitrosilação, ADP-ribosilação (ADP - ácido desoxirribonucleico) ou nitração de tirosinas, 

ativação ou inativação de enzimas por rompimento de clusters Fe-S (ferro-enxofre), dedos 

de zinco ou grupos heme e peroxidação de membranas lipídicas (Bogdan, 2001; Broillet, 
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1999; Marshall et al., 2000). Além disso, S-nitrosilação pode provocar modificações pós-

traducionais em importantes proteínas intracelulares incluindo Ras, ornitina 

descarboxilase, transglutaminase, c-Jun N-terminal cinases e especialmente caspases 

(Bauer et al., 1999;  Bernassola et al., 1999; Park et al., 2000; Peter et al., 2002; Teng et 

al., 1999).   

NO pode alterar o balanço homeostático das células pela regulação da ativação e 

atividade das caspases, que são os mediadores centrais da apoptose em processos 

biológicos e patológicos. Apesar da produção de NO se manter muito baixa nas células 

em repouso, estímulos apoptóticos frequentemente aumentam a atividade da NOS e a 

produção de NO. Em alguns casos, a maior estimulação de NOS resulta na Snitrosilação, 

que serve como um mecanismo de feed back negativo para inibir a apoptose 

(Chanvorachote et al., 2005; Hara et al., 2005). Em macrófagos, o NO inibe de maneira 

reversível a atividade da caspase-1 por S-nitrosilação da cisteína presente em seu sítio 

ativo, impedindo a maturação de IL-1β e IL-18.  Camundogos deficientes em iNOS 

apresentam altos níveis de IL-1β e IL-18 em resposta ao estímulo com lipopolissacarídeo 

(LPS), sugerindo que existe uma via de regulação de caspase-1 por NO (Dimmeler et al., 

1997; Kim et al., 1998; Peter et al., 2002). Em outros casos, os danos causados no DNA 

e os efeitos diretos do NO sobre a mitocôndria podem levar à liberação de citocromo c, 

componente chave do complexo apoptótico, que induz a clivagem e ativação da caspase-

9 e consequente apoptose celular (Hengartner, 2000).   

O óxido nítrico é uma molécula versátil com efeitos tanto tóxicos quanto 

regulatórios, atuando sobre cascatas de sinalização e diversos fatores de transcrição 

(Bogdan, 2001). Em macrófagos, o papel antimicrobiano de NO é o mais evidente 

mecanismo de morte ou inibição para um grande número de microrganismos, seja por 

seus efeitos diretos ou indiretos. NO pode inibir a respiração bacteriana, o que explica a 

indução de um estado persistente ou dormente em certos microrganismos, como o 

Mycobacterium tuberculosis. Além disso, vários patógenos são dependentes de arginina 

exógena para a síntese de poliaminas e proliferação celular, portanto, a depleção da 

arginina pela iNOS ou arginase nos macrófagos pode levar a inibição do crescimento e 

morte dos parasitas (Bogdan, 2001; Fang, 2004).   

O NO gerado em grandes quantidades nos macrófagos e outras células do sistema 

imune está envolvido na defesa contra organismos infecciosos incluindo vírus, bactérias, 

fungos e protozoários. Mais especificamente, NO protege contra infecções por 
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Trypanossoma cruzi, Toxoplasma gondii, Leishmania major, Leishmania amazonensis, 

Leishmania donovani, Plasmodium SP, Schistosoma mansoni, Salmonella e Escherichia 

coli. A eficácia do NO como agente antimicrobiano irá depender da sua concentração 

local e do ambiente redox, bem como da sensibilidade do microrganismo, que varia entre 

as diferentes cepas do patógeno (Gao, 2010; Gutierrez et al., 2009; Mukbel et al., 2007;  

Nairz et al., 2013; Vareille et al., 2007). Muitos microrganismos desenvolveram 

mecanismos de resistência ao stress oxidativo e também para escapar da morte por 

fagócitos ativados (Bogdan, 2015).  

Em vários modelos murinos de infecção, já foi demonstrado que a resistência 

mediada pelo NO é devido à resposta do macrófago ao IFN-γ produzido por linfócitos 

Th1, que induz à síntese da iNOS, e que uma resposta do tipo Th2, na ausência de IFNγ, 

não apenas não induz a iNOS como também inibe a síntese de iNOS, o que foi 

particularmente estudado no modelo de infecção por Leishmania major (Locksley & 

Scott, 1991; Liew et al., 1991). Estudos do nosso e de outros grupos em modelos murinos 

de resistência/susceptibilidade revelaram ainda que, independente da ativação de 

linfócitos Th1 e Th2, macrófagos de linhagens de camundongos resistentes (C57BL/6) a 

vários tipos infecção são mais sensíveis aos estímulos de IFNγ e/ou TNF-α ou LPS para 

a produção de NO quando comparados às linhagens de camundongos susceptíveis 

(BALB/c). Isto indica que, independente do patógeno, macrófagos de camundongos 

C57BL/6 e BALB/c apresentam mecanismos regulatórios inatos distintos, sugerindo que 

a resistência e a susceptibilidade destes camundongos deve ser também dependente da 

capacidade intrínseca do macrófago de produzir NO, independentemente do tipo de 

resposta adaptativa (Jardim et al., 1997; Liew et al., 1991; Mills et al., 2000; Oswald et 

al., 1992, Santos et al., 2006; Oliveira et al., 2014).  

Anteriormente, o NO era conhecido principalmente por seu papel antimicrobiano, 

tumoricida e por seus efeitos nos danos teciduais, operando como molécula essencial do 

sistema imune inato. Hoje já ficou claro que esta molécula afeta também as respostas do 

sistema imune adaptativo, exercendo seus efeitos protetores por sua capacidade de 

sinalização pleiotrópica e versátil (Bogdan, 2011; Bogdan, 2015; Niedbala et al., 2013; 

Yang et al., 2010).  
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 1.2.   Regulação da expressão e atividade da iNOS  

A síntese de iNOS se diferencia de maneira espécie-específica. Já foi observado 

que a expressão desta proteína e a síntese de NO é notavelmente menor em macrófagos 

humanos do que em roedores. Esta variação acontece mais em função das diferenças no 

promotor da iNOS humana e não propriamente da atividade da iNOS  (Ganster et al., 

2001; Weinberg, 1998; Wink et al., 2011). A dificuldade em detectar NO em macrófagos 

humanos ocorre devido a perda da tetrahidrobiopterina nas culturas in vitro, um cofator 

necessário para a atividade catalítica da iNOS, que não é constitutivamente expresso por 

monócitos e macrófagos humanos, e pela baixa sensibilidade dos testes colorimétricos 

padrões de detecção de NO. Entretanto, in vivo, macrófagos humanos podem obter a 

tetrahidrobiotepterina a partir de células vizinhas capazes de sintetizar esta molécula 

(Chan et al, 2001). A espécie humana sintetiza NO a partir do aumento da atividade de 

iNOS. Embora os níveis de produção de NO e da proteína iNOS em macrófagos humanos 

sejam menores, a indução desta proteína é dependente da combinação sinérgica de vários 

sinais imunes (Weinberg, 1998; Wink et al., 2011).  

A iNOS não é expressa em macrófagos em repouso, mas é rapidamente transcrita 

em resposta a estímulos de microrganismos e citocinas e tem grande capacidade 

imunoprotetora. Diferentemente das outras isoformas, a iNOS pode produzir grande 

quantidade de NO em um curto período de tempo (Tennyson & Lippard, 2011). A sua 

expressão é induzida principalmente por citocinas tais como IFN, IFNβ, TNF-α, IL-2, 

IL-1β ou produtos microbianos, como o LPS. Diferentemente de células de camundongos 

ou ratos, a indução da expressão da iNOS em células humanas requer uma combinação 

de várias citocinas incluindo IFNγ, IL-1β e TNF-α. Os indutores da expressão de iNOS 

ativam diferentes e complexas vias de sinalização que, de forma geral, levam à ativação 

ou inibição de JAKs (Janus cinase) e STATs (signal transducers and activators of 

transcription), por citocinas como os interferons (IFN) e/ou NF-κB (Kleinert et al., 2004). 

Outras citocinas podem exercer efeito oposto, como o TGF-β que atua como supressor da 

síntese de iNOS pela regulação das vias de IRF-3 (IRF- interferon regulatory factor) e 

STAT-1 (Sugiyama et al., 2012; Takaki et al., 2006; Vodovotz et al., 2004).  

As sequências publicadas de promotores da iNOS clonados de diferentes espécies 

mostram homologias a sítios de ligação para numerosos fatores de transcrição incluindo:  

NF-κB, AP-1 (activating protein-1), STAT1, IRF1 , NF-IL-6 (nuclear factor IL-6 ou fator 

nuclear IL-6), C/EBP (CCAAT-enhancer box binding protein ou proteína intensificadora 

de ligação a CCAAT), CREB (cAMP responsive element binding protein ou proteína 
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ligante ao elemento responsivo de cAMP), Oct-1 (octamer factor-1 ou fator octâmero-1) e 

proteínas do grupo-I (Y) de alta mobilidade. Todos os promotores da iNOS em mamíferos 

contem sítios de ligação para STAT1, que é essencial para a indução da expressão da iNOS 

ativada pela estimulação do TLR4 por LPS, seja pela ligação direta ao promotor da iNOS 

ou indiretamente pela indução de IRF1, fator de transcrição também essencial para a 

transcrição do seu gene (Bogdan, 2001; Kleinert et al., 2004; Martin et al., 1994; Xie et 

al., 1993). A indução da isoforma iNOS é principalmente regulada ao nível de sua 

expressão e envolve também mecanismos que regulam a modulação da atividade do 

promotor, estabilidade do mRNA e da proteína. O estímulo e as condições que determinam 

a expressão da iNOS são espécie-específicos (Pautz et al., 2010).  

O sistema interferon (IFN-γ e IFN-α/β) de camundongos e produtos de patógenos 

microbianos como por exemplo o LPS são indutores transcricionais de iNOS que 

efetivamente estimulam macrófagos para a liberação de grandes quantidades de NO. O 

estímulo via LPS ativa a expressão de IFN, que posteriormente irá induzir a dimerização 

de STAT1, a expressão do IRF-1 e a formação do ISGF (interferon stimulated gamma 

fator ou fator gama estimulador de interferon) complexo-3 (consituído por STAT1, 

STAT2 e IRF-9) ou a ativação de NF-kB, todos podendo se ligar a sítios de ligação no 

promotor de iNOS (Bogdan, 2015; Kleinert et al., 2004). A primeira etapa desta ativação 

compreende a interação de componentes bacterianos com PRR (pattern recognition 

receptors ) na membrana ou no citosol levando à ativação de NF-kB e a produção de IFN-

α/β endógeno, respectivamente. Na segunda etapa, a sinalização de IFN-α/β promove a 

formação e ligação do complexo ISGF3 ao promotor, permitindo a ligação e ativação da 

polimerase II. Assim, NF-kB e ISGF3 agem sequencialmente e cooperativamente para 

ativar a transcrição da iNOS (Bogdan, 2015; Farlik et al., 2010; Gao et al., 1998; 

Toshchakov et al., 2002).  

O fator de transcrição NF-κB parece ser o alvo central dos ativadores ou inibidores 

da expressão da iNOS. O LPS, IL-1β, TNF-α e até mesmo o estresse oxidativo induzem 

a expressão da iNOS em diferentes células por ativar o NF-κB. A inibição da expressão 

da iNOS por muitos agentes, tais como, glicocorticoides, TGF-β ou antioxidantes também 

parece ser resultado da inibição da ativação NF-κB (Kleinert et al, 2004, Pautz et al., 

2010). As proteínas da família do NF-κB são estruturalmente homólogas e formam vários 

homo ou heterodímeros que agem como ativadores ou repressores da transcrição. O 

heterodímero p50/p65 é a forma de NF-κB mais abundante na maioria das células e 

juntamente com os complexos p50/c-Rel, p65/p65 e p65/c-Rel são ativadores da 
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transcrição. Os complexos p50/p50 e p52/p52 funcionam como repressores da 

transcrição. O NF-κB no citosol está associado a uma proteína que impede a sua 

translocação para o núcleo, denominada IκB (α, β ou γ). O NF-κB é  então ativado após 

a degradação do IκB pelo proteassoma (Liang et al., 2004; Rothwarf & Karin, 1999; Sun 

& Ley, 2008; Xie et al., 1994).  

O STAT1 é essencial para a indução da expressão da iNOS. Na ativação por LPS 

apenas, o STAT1 é produzido pela estimulação da síntese autócrina/parácrina de IFNs do 

tipo I (IFN-α e IFN-β) que, assim como o IFN-γ, induzem a fosforilação de STAT1. As 

proteínas STAT fosforiladas se dimerizam e translocam ao núcleo onde ativam a expressão 

dos genes dependentes de STAT (Kleinert et al., 2004), como a iNOS. Na combinação dos 

estímulos LPS e IFN-γ há a indução da ativação do NF-κB e de STAT1 bem como a síntese 

de IRF1. Os homodímeros de STAT1 fosforilado também participam da trans-ativação do 

gene de IRF1 aumentando a sua expressão. O acúmulo desses três fatores de transcrição 

no núcleo, juntamente com um dos fatores de transcrição octâmeros constitutivamente 

presentes, levam à transcição do gene da iNOS.  Quando apenas LPS é estímulo para a 

produção de NO, outra cascata de sinalização é iniciada que culmina na ativação do NF-

κB e na indução de IFNs do tipo I (IFN-α/β) e IRF. Ao interagir com o seu receptor, o IFN-

β induz a ativação de STAT1, que da mesma forma que descrito para a estimulação 

simultânea com LPS e IFN-γ, ativa a expressão de IRF1 (Gao et al., 1998). Assim, STAT1 

está essencialmente envolvido na estimulação da iNOS, seja diretamente pela ligação ao 

promotor ou indiretamente pela indução de IRF1 (Kleinert et al., 2004).  

Outras citocinas e fatores de crescimento também foram identificados como 

indutores da iNOS em macrófagos. Resultados recentes mostraram que macrófagos de 

camundongo infectados com Leishmania amazonensis e estimulados com IL-1β liberam 

quantidades notáveis de NO, demonstrando que aproximadamente 40% da produção de 

NO é dependente da ativação do inflamassomo (caspase 1) e consequentemente da síntese 

de IFN-γ endógeno (Lima-Junior et al., 2013). Isto sugere que IL-1β pode conferir sinais 

para indução da iNOS, confirmando outros achados em diferentes tipos celulares de várias 

espécies (Bogdan, 2015). Outra descoberta inovadora relaciona os micro RNAs 

(miRNAs) na regulação dos níveis de mRNA de iNOS e da expressão desta proteína em 

vários tipos celulares, incluindo macrófagos de camundongo. Na maioria dos casos, os 

miRNAs identificados agem indiretamente bloqueando a expressão de sinalizadores ou 

fatores de transcrição (ex: SOCS-1, IRAK-1, NF-kB, Rheb), que podem regular positiva 
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ou negativamente a expressão de iNOS (Banerjee et al., 2013; Dai et al., 2008; Guo et al., 

2012; Huang et al., 2013; Yang, et al. 2014).  

A regulação da estabilidade do mRNA é importante na regulação da expressão da 

iNOS, especialmente em humanos. A inibição da expressão da iNOS por diferentes 

agentes tais como TGF-β1 em macrófagos murinos ou dexametasona em células 

mesangiais de ratos tem sido descrita como resultado da desestabilização do mRNA e da 

proteína iNOS (Kleinert et al., 2004; Pautz et al., 2010). Em macrófagos alveolares 

humanos estimulados com IFN-γ e LPS, a perda de iNOS mRNA e da expressão da 

proteína foram recentemente atribuídas a efeitos epigenéticos relacionados ao 

silenciamento gênico pela metilação CpG, modificações de histonas e compactação da 

cromatina (Gross et al., 2014).  

A expressão de iNOS também pode ser regulada, em parte, pelo próprio NO 

endógeno. Baixas quantidades de NO, como encontrado em concentração fisiológica, 

mantêm suprimida a expressão de iNOS por impedir a ativação do NF-κB. Se o nível de 

NO cai para um valor abaixo do threshold, a expressão de iNOS é facilmente ativada. 

Nesta perspectiva, citocinas pró-inflamatórias e LPS rapidamente diminuem o nível de 

NO na fase precoce da resposta inflamatória, para então permitir ativação de NF-κB e 

consequentemente a indução de iNOS (Colasanti et al., 1995; Persichini et al., 2006). 

Albakri e Stuehr (1996) demonstraram três mecanismos pelos quais NO pode regular a 

expressão de iNOS: 1) inibição direta da catálise pela ligação do NO ao ferro-heme da 

enzima formando um complexo ferro-nitrosil inativo; 2) aumento do mRNA e da proteína 

iNOS por promover a perda de ferro; 3) inibição da montagem pós-traducional da iNOS 

dimérica por sub-regular a inserção e disponibilidade do heme.  

A atividade da iNOS depende da disponibilidade, regulação do transporte ou do 

consumo do seu substrato por outras vias bioquímicas (Pautz et al., 2010). Em células de 

mamíferos, L-arginina é usada como substrato por NOS, arginase, argininaglicina 

transaminase e arginina descarboxilase. Entre essas enzimas, NOS e arginase 

desempenham papéis mais significativos no metabolismo de L-arginina em macrófagos 

citotóxicos (Chang et al., 1998; Hrabák et al., 1994).  A atividade de iNOS é um fator 

importante no mecanismo citotóxico de macrófagos para controlar o crescimento de 

patógenos. Por outro lado, atividade de arginase impede ativação excessiva do sistema 

imune e promove a resolução da inflamação. As citocinas pró-inflamatórias clássicas 

como IL-1, TNF-α, IFN- e IL-2 induzem a expressão de iNOS, enquanto citocinas anti-

inflamatórias humorais como IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-β, prostaglandinas (PGE) e 



  

17  
  

catecolaminas induzem a expressão de arginase I. As endotoxinas induzem tanto iNOS 

como arginase I. Sob indução, iNOS exerce um efeito regulador na atividade da arginase 

pela produção de hidroxi-L-arginina, um produto intermediário da síntese de NO, 

enquanto arginase I regula NO por meio da depleção da disponibilidade de arginina 

(Marathe et al., 2006; Popovic et al., 2007).  Como podemos observar, a atuação do óxido 

nítrico na resposta imune é altamente regulada pela expressão da iNOS, que irá depender 

da origem de cada célula, das condições de cultura e dos estímulos a que estão submetidas.   

 

1.3.    A sinalização celular induzida por LPS via TLR4  

 O sistema imune age de forma coletiva e coordenada, por meio de suas células e 

moléculas e associado a outros sistemas, na manutenção do equilíbrio fisiológico do 

organismo. Para garantir este equilíbrio o sistema imune identifica o que é próprio e, 

dentre os agentes externos, distingue ainda a microbiota benéfica dos agentes patogênicos 

ao organismo (Janeway & Medzhitov, 2002). Os componentes da imunidade inata são 

específicos para estruturas comuns aos grupos de microrganismos relacionados e muitas 

vezes não distinguem semelhanças discretas entre eles. A interação entre patógeno invasor 

e hospedeiro é geralmente iniciada via reconhecimento de estruturas moleculares 

conservadas e presentes em todos os estágios e ciclos de vida dos patógenos, conhecidas 

como Padrões Moleculares Associados aos Patógenos (PAMPs – Pathogen-Associated 

Molecular Patterns ou padrão molecular associado à patógeno), que são essenciais para 

a sobrevivência dos microrganismos. Estas estruturas são reconhecidas por meio dos 

Receptores de Reconhecimento de Padrão (PRRs – Pattern Recognition Receptors), que 

levam à ativação de diferentes componentes do sistema imune inato tanto humorais como 

celulares (Akira et al., 2006). Os PRRs também são capazes de interagir com estruturas 

próprias presentes em células em estresse ou lesadas, chamados de Padrões Moleculares 

Associados ao Perigo (DNA s – Danger Associated Molecular Patterns ou padrão 

molecular associado ao perigo), iniciando o processo de reparo tecidual. As células que 

estão diretamente infectadas ou na vizinhança de outras infectadas podem aumentar a 

expressão de DAMPs. Assim, a imunidade inata contribui para a eliminação de células 

não funcionais e/ou que contêm microrganismos patogênicos, mesmo se os produtos 

microbianos não forem expostos (Abbas et al., 2012; Villaseñor-Cardoso & Ortega, 

2011).  
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Os vários PAMPs reconhecidos pelo sistema imune inato estão presentes em 

diferentes microrganismos e, em sua maioria, essenciais à sua sobrevivência, o que 

garante que estes não sejam perdidos ao sofrerem mutações que evitariam o seu 

reconhecimento. Alguns exemplos comuns de alvos da imunidade inata e que são 

essenciais aos microrganismos são: RNA viral de fita dupla, sequencias de CpG não 

metiladas do DNA de bactérias, proteínas bacterianas cuja síntese é iniciada por 

Nformilmetionina, lipídios e carboidratos complexos, componentes estruturais de paredes 

bacterianas conhecidos como LPS e o ácido lipoteicoico (LTA) (Abbas et al., 2012). Por 

outro lado, os PRRs podem ser expressos na superfície celular e no interior da célula 

(associado com membranas de endossomos ou no citosol) ou ainda secretados como 

moléculas solúveis na circulação, fluidos intersticiais e/ou em secreções. Eles podem 

mediar várias funções tais como opsonização, ativação das cascatas do complemento ou 

da coagulação, fagocitose, citotoxicidade celular, secreção de citocinas e/ou mediadores 

pró-inflamatórios pela célula e indução de apoptose (Teixeira et al., 2002; Villaseñor-

Cardoso & Ortega, 2011). Vários tipos de PRRs já foram descritos, como os Receptores 

semelhantes ao Toll (TLRs – Toll-like receptors), os receptores semelhantes a NOD 

(NLRs – NOD-like receptors ou receptores semelhantes a NOD), Helicases semelhantes 

a RIG (RLRs – RIG-like receptors ou receptores semelhantes ao RIG), lectina ligadora de 

manose (MBL – Mannose-binding lectin ou lectina ligadora de manose) receptores 

citosólicos de DNA e receptores scavenger (SR - scavenger receptors) (Kumar et al., 

2011; Villaseñor-Cardoso & Ortega, 2011).   

Os PRRs mais estudados são os TLRs, principalmente expressos em células 

apresentadoras de antígenos (APCs – Antigen-Presenting Cells), tais como células 

dendríticas e macrófagos. Além destas, os membros da família dos TLR podem ser 

expressos também em linfócitos T e B, outras células do sistema imune e células que não 

pertencem ao sistema imune (Egan et al., 2009; Kumar et al., 2011; VillaseñorCardoso & 

Ortega, 2011). Até o momento foram descritos 13 TLRs, sendo TLR1 ao TLR9 

conservados em camundongos e humanos, TLR10 não funcional em camundongos devido 

a uma inserção de retrovírus e TLR11, TLR12 e TLR13 não expressos em humanos. Os 

TLRs são glicoproteínas integrais de membrana tipo I caracterizados por um domínio N-

terminal de ligação extracelular contendo motivos ricos em repetições de leucina (LRR – 

leucin-rich repeat ou rico em repetições de leucina) e um domínio de sinalização 

citoplasmático homólogo ao receptor de interleucina-1 denominado de domínio TIR 

(Toll-Interleukin-1 Receptor). A sequência LRR do domínio N-terminal é responsável por 



  

19  
  

mediar o reconhecimento dos TLRs aos seus respectivos ligantes e a região TIR permite 

a interação entre TLRs e as proteínas adaptadoras, para iniciar a cascata de transdução de 

sinais (Jin & Lee, 2008).  

A família de TLR é dividida de acordo com a sua localização (Figura 1), sendo 

TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR11 descritos como membros da subfamília que 

é expressa na superfície celular e os TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 fazendo parte da 

subfamília localizada em compartimentos intracelulares tais como endossomos, 

lisossomos ou retículo endoplasmático, com o domínio LRR no lado interno da membrana 

endossômica onde eles reconhecem e respondem a seus ligantes derivados de 

microrganismos internalizados (Egan et al., 2009; Kawai & Akira, 2009). Os TLRs 

reconhecem uma grande faixa de moléculas microbianas que incluem: lipopeptídeos de 

bactérias (heterodímeros TLR 1/2 e 2/6) (Jin et al., 2007), RNA fita dupla extracelular 

(TLR3) (Alexopoulou et al., 2001), LPS de bactérias gram-negativas e outros (TLR4), 

flagelina (TLR5) (Hayashi et al., 2001), RNA fita simples extracelular (TLR7/8) (Diebold 

et al., 2004) e CpG DNA (TLR9) (Hemmi et al., 2000). TLR4 é o único TLR que não se 

liga diretamente ao ligante, porque é dependente de uma associação nãocovalente com o 

co-receptor MD2, que permite a associação com o ligante e o início da dimerização de 

TLR4 (Kumar et al., 2011; O'Neill et al., 2013).  

O LPS é o componente principal da membrana externa das bactérias 

gramnegativas e consiste do lipídeo A, do centro polissacarídico e do antígeno O. O 

lipídeo A, ou endotoxina, é o padrão molecular conservado do LPS, sendo a região 

reconhecida pelo sistema imune inato. Um exemplo é o lipídeo A do patógeno 

Escherichia coli, que é altamente imunogênico mesmo em baixas concentrações (Miller, 

2005). O excesso de LPS em infecções descontroladas pode levar a uma resposta tão 

vigorosa que resulta em choque séptico.   

O mecanismo mais conhecido pelo qual LPS é detectado pelas células do sistema 

imune inato é mediado pelo complexo TLR4/MD2. No entanto, outras moléculas da 

superfície celular como os SRs de macrófagos, CD11/b/CD18 e canais iônicos já foram 

descritos como receptores de LPS (Cohen, 2002).  

A sinalização induzida por TLR4 resulta na expressão de genes importantes em 

inflamação, resposta antimicrobiana direta (NO e ROS - espécies reativas de oxigênio), 

apresentação de antígenos, sobrevivência, proliferação ou morte celular. As citocinas 
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induzidas por TLR4 são moléculas-chave na regulação dos processos inflamatórios 

podendo ter funções anti ou pró-inflamatórias. O padrão de expressão de citocinas 

mediado pela estimulação do TLR4 é diferente entre os vários tipos celulares, bem como 

entre camundongos e humanos. Porém, algumas citocinas tais como TNF-α, IL-1β, IL-6, 

IL-10 e IL-12 são expressas em macrófagos tanto humanos quanto de camundongos após 

estimulação por LPS (Rossol et al., 2011). O LPS modula a expressão de milhares de 

genes por mecanismos que incluem regulação transcricional direta ou indireta, via 

expressão de genes induzíveis, regulação pós-transcricional, estabilidade do mRNA e 

mecanismos tardios para a modulação da transcrição de genes. Por exemplo, o IFN-β 

induzido por LPS age de forma autócrina para direcionar uma “segunda onda” de 

expressão de genes inflamatórios de maneira dependente de STAT1 (Rossol et al., 2011).   

  

Figura 1. Os receptores TLR, respectivos ligantes e suas principais vias de sinalização 
(O'Neill et al., 2013).  
 
 

O reconhecimento celular do LPS acontece principalmente pelo complexo 

TLR4/MD2/CD14 presente em vários tipos celulares incluindo as APCs. O 

reconhecimento do lipídeo A requer uma proteína acessória, a proteína de ligação a LPS 

(LBP – LPS binding protein), que converte as micelas oligoméricas de LPS em 
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monômeros que serão reconhecidos pelo CD14. O CD14, que é uma proteína de 

membrana de alta-afinidade ancorada por GPI (glicosil fosfatidil inositol), concentra o 

LPS para a ligação ao complexo TLR4/MD2 (Miller et al., 2005; Kim et al., 2007). Não 

há interação direta entre TLR4 e LPS, sendo a proteína MD2, associada ao domínio 

extracelular de TLR4, o componente de ligação ao LPS no complexo TLR4MD2 (Kawai 

& Akira, 2009). Após o reconhecimento do LPS, TLR4 se dimeriza e sofre mudanças 

conformacionais que levam ao recrutamento de moléculas adaptadoras. Quatro moléculas 

adaptadoras diferentes participam da transdução do sinal dos TLRs e apresentam em 

comum um domínio denominado TIR: 1) MyD88, 2) TIRAP (TIR domain- containing 

adaptor protein ou proteína adaptadora contendo o domínio TIR) ou MAL (MyD88-

adaptor-like ou adaptador semelhante a MyD88), 3) TRIF (TIR domain-containing 

adaptor protein inducing IFN) ou TICAM1 (TIR-containing adaptor molecule 1 ou 

molécula adaptadora contendo o domínio TIR), 4) TRAM (TRIF-related adapator 

molecule ou molécula adaptadora relacionada à TRIF) ou TICAM2 (TIR-containing 

adaptor molecule 2). Após o recrutamento de proteínas adaptadoras, proteínas cinases 

fosforilam de fatores de transcrição, que se translocam ao núcleo e possibilitanto a 

transcrição de genes de várias citocinas (Fitzgerald et al., 2004; Villaseñor-Cardoso & 

Ortega, 2011).   

A molécula adaptadora MyD88, aliada a outra proteína adaptadora MAL, 

desempenha um papel central na sinalização desencadeada pela ativação de TLR4 na via 

dependente de MyD88. Porém, TLR4 pode recrutar também TRIF, por meio da molécula 

adaptadora TRAM e iniciar outro tipo de sinalização independente de MyD88. O TLR4 

primeiro recruta MAL ou TIRAP que facilita o recrutamento de MyD88, para iniciar a 

primeira fase de ativação do NF-κB e MAP cinases. Na sinalização dependente de TRIF, 

há a formação de um complexo com TRAM e TRIF (Kagan et al., 2008; Zanoni et al., 

2011), que  inicia a sinalização dependente  necessária para a ativação de IRF3, com 

consequente indução de interferon do tipo I (IFNα/β), predominando IFN-β.   
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1.4.    IFN-β e a produção de NO  

Os IFNs são citocinas com grandes propriedades imunomodulatórias antivirais e 

antibacterianas, que atualmente se dividem em 3 famílias: IFNs do tipo I, II e III. A família 

do IFN tipo I, em humanos e camundongos, é composta por 16 membros, sendo 12 

subtipos de IFNα, IFNβ, IFNε, IFNκ e IFNω6. Por outro lado, a família do IFN II inclui 

apenas o IFNγ. O IFN tipo III é a família IFNλ, que inclui as citocinas IFNλ1 (conhecida 

como IL-29), IFNλ2 (IL-28A) e IFNλ3 (IL-28B). Em relação à base da sequência de 

proteínas e de sua estrutura, IFN III é bastante diferente dos IFNs I e II e similar à família 

das interleucinas-10 (IL-10), mas eles também provocam respostas antivirais e induzem 

a ativação dos genes estimulados por IFN (González-Navajas et al., 2012; Sin et al., 

2012).   

Focaremos aqui no IFN-β, por seu envolvimento direto neste trabalho. Esta citocina, 

que foi purificada e caracterizada entre 1970-1980 (Friesen et al., 1981; Pestka, 2007; 

Rubinstein et al., 1979),  exerce atividades biológicas importantes para o sistema imune, 

incluindo a iniciação da síntese de proteínas anti-virais, promoção da atividade citotóxica 

e a direção da diferenciação e maturação de linfócitos (Chiang et al., 2009; González-

Navajo et al., 2012; Ito et al., 2001; Kito et al., 2002; Nguyen et al., 2002; Sin et al., 

2012). IFN-β tem funções regulatórias autócrinas e parácrinas fundamentais na resposta 

ao LPS, seja em macrófagos peritoneais recrutados por tioglicolato ou em outros tipos de 

macrófagos. Macrófagos, perdem a sua capacidade de sintetizar iNOS sob a ação de 

anticorpos neutralizantes para IFN-β, demonstrando sua importância na produção de NO 

(Zhang et al., 1994; Khouri et al., 2009; Oliveira et al., 2014).  

IFNs do tipo I podem ser produzidos por quase todos os tipos celulares, incluindo 

macrófagos, leucócitos, fibroblastos e células endoteliais. A via de sinalização que leva à 

indução de IFN I difere de acordo com o estímulo, o receptor TLR envolvido e o tipo 

celular que está respondendo. TLR3 e TLR4 induzem IFN-β ativando IRF-3. TLR9 induz 

IFN-α/β pela ativação do IRF-7 quando reconhece oligonucleotídeos (CpG) em células 

dendríticas plasmocitóides, células dendríticas mieloides e macrófagos, além de poder 

recrutar IRF-1 por intermédio da molécula adaptadora MyD88 (Colllona, 2007).  Os IRFs 

exercem variadas funções, sendo o IRF-1 responsável por induzir a síntese de IFN-β e da 

iNOS (Kröger et al., 2002). IRF-3 e IRF-7 são muito semelhantes e podem agir formando 

dímeros ou criando mecanismos de sinergismo transcricional, para ativar mais fortemente 
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o promotor do gene de IFN-β (Yang et al., 2004). Existem ainda fatores de regulação 

negativo como IRF-4 e IRF-2, sendo IFR-2 inibidor competitivo do IRF-1, porque se liga 

na mesma região promotora do gene (Yim et al., 2003). Assim, para cada via de 

sinalização de TLR teremos a ativação de fatores de transcrição particulares para a síntese 

do IFN I (Colllona, 2007; Taniguchi et al., 2001).  

A via independente de MyD88 e dependente de TRIF (Figura 2), que se inicia após 

a interação do LPS com o receptor de membrana TLR4, por intermédio das moléculas 

acessórias CD14 e MD2, estimula a produção de IFN-β e apresenta também um crosstalk 

importante com a via dependente de MyD88 por intermédio do NF-κB (Akira & Takeda, 

2004). TRIF é o mediador crítico desta via, mas para que ele se ligue ao receptor TLR4 e 

inicie a sinalização, é preciso que o complexo TLR4/MD2/CD14 seja endocitado, de 

forma dependente de dinamina e de CD14 (Fig. 3), no endossomo, forme um complexo 

com TRAM e TRIF (Jonathan et al., 2008; Kagan et al., 2008; Kumar et al, 2011; Zanoni 

et al., 2011). TRAM e TBK1 são moléculas adaptadoras do citoplasma, sendo a cinase 

TBK1 responsável pela fosforilação do fator de transcrição IRF-3 (Fitzgerald et al., 2003).   

O IRF-3 é um membro com características próprias da família dos IRFs, porque está 

presente constitutivamente em altos níveis dentro da célula em sua forma inativa 

(monômero). Portanto, a sua regulação acontece pela dimerização e posterior formação 

de um complexo entre o dímero de IRF-3 e a proteína CBP/p300. Esta subunidade permite 

o direcionamento preciso do IRF-3 para o núcleo e a sua ligação ao gene ISRE (interferon 

stimulated responsive element), para induzir a expressão de IFN-β (Yoneyama et al., 

2002). O IFNβ é secretado no meio extracelular, podendo induzir a segunda onda de 

ativação do NF-κB e MAP cinases, que culminará na indução de citocinas inflamatórias 

(Kumar et al., 2011). A ligação do IFN-β ao seu receptor induz a a fosforilação de STAT-

1 (Figura 2), essencialmente envolvidos na expressão de iNOS, seja pela ligação direta ao 

seu promotor ou indiretamente pela indução de IRF1, também essencial à transcrição de 

iNOS (Kleinert et al., 2004; Yamamoto et al, 2004). Esta cascata de sinalização 

proporciona um movimento de feedback positivo para amplificar a produção de IFN-I.  

Em macrófagos murinos, a produção de NO induzida por LPS como único 

estímulo é dependente da síntese autócrina/parácrina de IFN-α/β (Fujihara et al., 1994; 

Zhang et al., 1994), que atua como o segundo estímulo fundamental para a transcrição 

ideal do gene da iNOS. O gene de IFN-β é constitutivamente transcrito em macrófagos 

peritoneais, entretanto seus mRNAs são instáveis e por isso, estão presentes em baixas 
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quantidades nas células não estimuladas. Ambos os IFNs tipo I e II induzem a fosforilação 

de STAT-1α, sendo a ativação deste fator de transcrição necessária para a indução por 

LPS do gene da iNOS. O STAT-1 fosforilado induz a transcrição do gene de IRF-1. Com 

o acúmulo no núcleo de NF-κB, homodímeros de STAT-1α, IRF-1 e dos fatores de 

transcrição Oct-1 e Oct-2, que estão constitutivamente presentes no núcleo, ocorre a trans-

ativação do gene da iNOS (Gao et al., 1998).   

Resultados anteriores do nosso grupo mostraram que a maior expressão de iNOS 

nos macrófagos de camundongos C57BL/6 em relação aos de BALB/c é devida a uma 

maior produção de IFNβ em C57BL/6. O enfoque no estudo de algumas moléculas da 

imunidade inata, como a iNOS e o IFNβ, nos permitiram compreender que macrófagos 

de BALB/c produzem menos NO que C57BL/6 devido uma deficiência na sinalização 

mediada por TLR4, que leva à menor produção de IFN-β e consequentemente à reduzida 

ativação de STAT-1 para produção de iNOS (Oliveira et al., 2013). A relevância do IFN-

β para produção ótima de óxido nítrico nos faz sustentar o interesse na sinalização desta 

citocina após estímulo com LPS via TLR4, o seu papel na produção de iNOS e na 

regulação da resposta imune inata em macrófagos.  

  

1.5. Os Receptores Scavenger (SR) na resposta imune  

Além do TLR4, outras moléculas presentes nas células do hospedeiro também 

podem reconhecer o LPS e ativar células do sistema imune, como é o caso dos SR (van 

Amersfoort et al., 2003; van Berkel et al., 1998).  

Brown e Goldstein (1979) descreveram pela primeira vez os SR e, a princípio, 

associaram sua atividade com o metabolismo do colesterol. A capacidade desses 

receptores de membrana em se ligar e internalizar lipoproteínas de baixa densidade 

oxidadas (oxLDL - oxidized low-density lipoprotein ou lipoproteína de baixa densidade 

oxidada) seria fundamental para a diferenciação entre moléculas próprias inalteradas e 

outras modificadas (DAMPs), tendo sido o oxLDL relacionado à patogênese da 

ateroscleose (Hartvigsen et al., 2008; Kzhyshkowska ET AL., 2002; Miller et al., 2011; 

Moore & Tabas, 2011). Nos últimos anos, vários SRs foram identificados e amplia-se 

cada vez mais o entendimento sobre a diversa gama de ligantes que podem ser 

reconhecidos por eles, incluindo proteínas endógenas não modificadas e lipoproteínas, 
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além de outras estruturas microbianas conservadas como LTA e LPS (Areschoug & 

Gordon, 2009; Krieger et al., 2002; Plüddemann et al., 2006; Plüddemann et al., 2007).  

  

  

Figura 2. Sinalização de LPS via TLR4 dependente e independente de MYD88 
(Adaptado de Yamamoto et al, 2004).   
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Figura 3. Processo de endocitose do TLR4 dependente de CD14 (Zanoni et al., 2011)  

  
Os SR compreendem uma grande família de glicoproteínas transmembranas que 

agem como PRRs contra diversos patógenos e podem funcionar como co-receptores dos 

TLRs (Peiser et al., 2002; Stewart et al. 2010), modulando a resposta inflamatória  e 

funcionando como mecanismo de desintoxicação e prevenção de inflamações vigorosas e 

sepsis (Hampton et al., 1991; Haworth et al., 1997; Ozment et al., 2012). SR são 

estruturalmente muito heterogêneos e foram divididos em classes e, embora os membros 

de cada classe compartilhem características estruturais, existe pouca ou nenhuma 

homologia entre elas (Figura 4). Atualmente, os SRs são divididos em diferentes classes 

(A-I), de acordo com sua estrutura global de multidomínios (Murphy et al., 2005; Canton 

et al., 2013).  Eles podem ser agrupados também por suas propriedades funcionais 

semelhantes, que permitem reconhecer moléculas próprias modificadas (ex: células 

apoptóticas, debris e proteínas danificadas) e também elementos estranhos ao organismo, 

como microrganismos e outras partículas (Areschoug & Gordon, 2009; Canton et al., 

2013; Suzuki, H. et al., 1997). As diferentes funções possibilitam aos SRs atuarem tanto 

na manutenção da homeostase como na patogênese de diversas doenças, exercendo 

importante papel na imunidade inata (Feng, H. et al. 2011; Kzhyshkowska, 2010; 

Mukhopadhyay & Gordon, 2004; Silverstein & Febbraio, 2009).  
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Figura 4. Arquitetura dos domínios que constituem as diferentes classes de receptores 
scavenger (Canton et al., 2013).  

  

A classe A dos SRs (SR-A) é expressa em quase todas as subpopulações de 

macrófagos e células dendríticas, sendo constituída por glicoproteínas transmembranas 

triméricas tipo II com vários domínios: cauda citoplasmática, região transmembrana, 

espaçadores, α-hélices, região rica em colágeno e o domínio C-terminal rico em cisteína 

(SRCR - SR cystein-rich). Existem duas variantes funcionais de SR-A (SR-AI e SR-AII), 

sendo que SR-AII não possui a maioria do SRCR (Areschoug & Gordon, 2009; Murphy 

et al., 2005). Nos receptores SR-AI (também conhecidos como SR-A1 ou MSR1) o 

domínio SRCR não está envolvido com o reconhecimento do ligante, mas ao invés disto 

medeia interações com outras proteínas de membrana, sendo o domínio de colágeno 

responsável pela interação com o ligante (Canton et al, 2013; Ojala et al., 2007). Estes 

receptores podem mediar o reconhecimento e internalização de LPS associado a 

lipoproteínas, como no caso de 90% do LPS que é incubado com soro humano e se associa 

com lipoproteínas e quilomícrons (Harris et al.,1993; de Haas et al., 2000). A ligação do 

LPS circulante às lipoproteínas do plasma é crucial para prevenir respostas inflamatórias 

exacerbadas após infecções com bactérias gramnegativas (Andra et al., 2010; Triantafilou 

et al., 2012). No entanto, SR-A-I/II e outros SR podem reconhecer LPS sem o 

envolvimento com lipoproteínas (Hampton et al.,1991; Vishnyakova et al., 2003).   
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Os primeiros relatos relacionados ao envolvimento de SR na defesa do hospedeiro 

foram apresentados por Hampton et al. (1991), que demonstraram a ligação de SR-A ao 

LPS purificado de bactérias gram-negativas Escherichia coli. Logo após, demonstrou-se 

que SR-A era capaz de se ligar também ao LTA de bactérias grampositivas (Dunne et al., 

1994) e atualmente, estudos indicam que proteínas da superfície bacteriana são os maiores 

ligantes para SR-A (Areschoug & Gordon, 2009; Peiser et al., 2006; Areschoug et al., 

2008; Plüddemann et al., 2009), além de poderem se ligar a CpG bacterianos (Zhu et al., 

2001) e RNAs de fita dupla (Limmon et al., 2008). Estudos com camundongos deficientes 

em SR-A demonstraram que estes animais são mais susceptíveis à infecções 

intraperitoneais com Staphylococcus aureus, bactérias intracelulares como Listeria 

monocytogenes, Clostridium sordellii, herpes vírus entre outras infecções (Suzuki et al., 

1997; Thomas et al., 2000; Thelen et al., 2010).   

Os mecanismos de reconhecimento do LPS que envolvem a associação entre 

TLR4, CD14 e SR ainda não estão bem compreendidos, mas alguns estudos demonstram 

que esta atuação conjunta é essencial para a internalização de altas concentrações de LPS 

e para a regulação da produção de citocinas inflamatórias (Borzwcka et al.. 2013; 

Czerkies et al.. 2013; Dunzendorfer et al., 2004; Poussin et al., 1998; Zanoni et al., 2011), 

que poderiam estar relacionadas também à ativação de óxido nítrico em macrófagos. A 

literatura relacionada à sinalização celular de SR-A em macrófagos é pequena e, muitas 

vezes, contraditória.  Os mecanismos pelos quais o LPS promove a interação do TLR4 

com SR-A e suas vias de sinalização precisam ser melhor compreendidos. Assim, nosso 

ineresse principal com o presente estudo foi avaliar a importância dos SR e da sinalização 

por ele induzida na produção de NO via TLR4 em macrófagos peritoneais de 

camundongos C57BL/6.  
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Requerimento de receptores scavenger na sinalização via TLR4 para a produção de óxido 

nítrico por macrófagos estimulados com LPS: papel na ativação de IRF-3 e STAT-1  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.  Objetivo Geral  

Investigar a participação dos receptores scavenger (SR) em associação com o 

TLR4 na sinalização induzida por LPS para a produção de NO em macrófagos de 

camundongos C57BL/6   

  

2.2.  Objetivos específicos  

a) Investigar a contribuição de TLR4 na produção de NO induzido por LPS em 

macrófagos.  

b) Verificar se os SR estão envolvidos na produção de NO e na expressão da iNOS em 

macrófagos estimulados por LPS pela inibição dos mesmos com DSS ou anticorpo 

neutralizante específico para SR-AI/MSR de macrófagos murinos.  

c) Investigar se a inibição de SR-A influencia na expressão de IFN-β, essencial para a 

transcrição de iNOS.  

d) Analisar o envolvimento dos SR nas vias de sinalização dependentes de MyD88 e de 

TRIF, ativadas por LPS via TLR4:  

 Avaliar a expressão de IFN-β e do seu fator de transcrição IRF-3 após inibição de 

SR.  

 Avaliar a expressão das proteínas IκBα e fosfo-p65 NF-κB após inibição de SR.  

e) Verificar se SR atuam também na sinalização do receptor para IFN-β, avaliando a 

expressão de STAT-1 ativado via LPS e IFN-β após inibição de SR.  

 



 
 

31  
  

Requerimento de receptores scavenger na sinalização via TLR4 para a produção de óxido 

nítrico por macrófagos estimulados com LPS: papel na ativação de IRF-3 e STAT-1  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Animais  

Este estudo foi realizado de acordo com a Legislação Brasileira para 

Experimentação Animal e aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) com o número de permissão 

CETEA 109/2012, tendo sido feitos todos os esforços para minimizar o sofrimento dos 

animais. Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6 com idade entre 

8-12 semanas. Os animais foram produzidos no Centro de Bioterismo (CEBIO) do 

Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG e mantidos no biotério do Departamento 

de Bioquímica e Imunologia, ICB-UFMG. Os camundongos TLR4 knockout (TLR4 KO) 

foram mantidos no biotério coordenado pelo professor Dr. Sergio Costa Oliveira, que 

gentilmente nos cedeu os animais para a pesquisa. Antes de serem utilizados nos 

experimentos, os animais foram vermifugados com solução de ivermectina 1%, via oral, 

por uma semana. 

  

3.2.    Reagentes e Equipamentos  

Equipamentos, reagentes e softwares foram adquiridos de: Brasil: Cripion 

Biotecnologia Ltda, Andradina, SP; Life Technologies do Brasil, Vila Guarani, SP. 

Estados Unidos: BD Pharmigen, San Diego, CA; Bio-Rad laboratories, Inc., CA; Cell 

Signaling Technology Inc., Danvers, MA; Difco, Franklin Lakes, NJ; GE Healthcare, 

Waukesha, WI; GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA; Invitrogen, Carlsbad, CA; KPL, 

Gaithersburg, MD; Merck-Millipore, Billerica, MA; Molecular Devices, LCC, 

Sunnyvale, CA; National Institutes of Health - NIH, Bethesda, MD; Promega 

Corporation, Madison, WI; R&D Systems, Minneapolis, MN; Roche Diagnostics, 

Indianapolis, IN; Shering-Plough, Whitehouse Station, NJ; Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO; Thermo Fisher Scientific Inc., Whaltam, MA.  
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3.3. Obtenção de macrófagos peritoneais de camundongos  

 
Para obtenção dos macrófagos peritoneais, foram inoculados nos camundongos 2 

mL de meio tioglicolato (Difco) 3% por via intraperitoneal. Após quatro dias, os animais 

foram submetidos à eutanásia por deslocamento cervical. Os macrófagos foram 

recolhidos utilizando seringa contendo 10 mL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) pH 

7.2 gelado com antibiótico (50 mg/L de sulfato de gentamicina, Shering-Plough), que 

foram injetados na cavidade peritoneal e recolhidos de maneira estéril.  O lavado 

peritoneal foi centrifugado a 1200 x g por 10 minutos, o pellet celular foi lavado com meio 

RPMI e submetido à nova centrifugação a 1200 x g por 10 minutos, sendo posteriormente 

ressuspendido em meio RPMI com antibiótico. As células foram contadas em câmara 

hemocitométrica de Neubauer e crescidas, de acordo com a finalidade de cada 

experimento, em placas de 96 poços (1x105 células/poço), placas de 24 poços (3x105 a 

1x106 células/poço), placas de seis poços (1x106 células a 5x106/poço) e/ou em garrafas 

de 25 cm2 (5x106 a 1x107 células/garrafa) em meio RPMI com antibiótico e suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cripion Biotecnologia Ltda). As células foram 

incubadas por 2 h a 37°C em estufa de 5% de CO2 (dióxido de carbono) para adesão dos 

macrófagos. Em seguida, a cultura celular foi lavada com RPMI para remoção das células 

não aderentes e deixadas em repouso por 18 h, quando foram então estimuladas com 1 

μg/ml de LPS extraído de Escherichia coli 0127 (SigmaAldrich). Em alguns 

experimentos, foi adicionado à cultura com LPS também IFN-β recombinante de 

camundongo (rIFN-β, Merck-Millipore) em diferentes concentrações. Os sobrenadantes 

foram coletados para quantificação de NO e dosagem de citocina por ELISA, proteínas 

celulares totais foram extraídas para análises de Western Blot e mRNAs tiveram sua 

expressão determinada por Real Time-PCR.  

  

3.4.   Inibição da endocitose de TLR4  

Em alguns experimentos, as células foram pré-tratadas por 30 minutos a 37º C 

com Dynasore 80 μM (Sigma-Aldrich), que atua inibindo a dinamina, envolvida na 

endocitose de TLR4. A inibição foi feita em meio RPMI sem soro. Logo após, o Dynasore 
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foi removido por 3 lavagens sucessivas e a cultura estimulada em meio RPMI contendo 

SFB.  

3.5.     Neutralização dos Receptores Scavenger  

Os macrófagos foram estimulados exclusivamente por LPS (1 μg/mL) ou em 

associação com um dos seguintes reagentes neutralizantes dos Receptores Scavenger 

(SR): Dextran sulfato de sódio de Leuconostoc ssp. (DSS, m.m. 500.000, SigmaAldrich) 

ou anticorpo neutralizante anti-SR-AI/MSR de camundongo (R&D Systems). O DSS foi 

utilizado em diferentes concentrações e adicionado à cultura juntamente com LPS, 

durante o mesmo período de tempo. Em outro caso, os macrófagos foram neutralizados 

previamente com anticorpo anti-SR-AI/MSR por 2 h, logo após o anticorpo foi removido 

e adicionou-se LPS (1 μg/mL) por períodos de tempo determinados.   

  

3.6.     Quantificação da produção de NO por macrófagos  

O NO foi determinado indiretamente pela quantificação do nitrito (NO2-) 

resultante da sua oxidação no sobrenadante da cultura de macrófagos utilizando a reação 

colorimétrica de Griess. Para isso, 50 µL do reagente de Griess (solução 1:1 de 1% de 

sulfanilamida em 2,5% de H3PO4 (ácido fosfórico) e 0,1% de cloreto de N-(1-naftil)-

etileno-diamina (NED) em 2,5% de H3PO4 preparado no momento do uso) foram 

adicionados a 50 µL do sobrenadante da cultura de macrófagos. Após 5 minutos da adição 

do reagente de Griess a absorbância foi medida em 540 nm utilizando o espectofotômetro 

(SPECTRAmax 340, Molecular Devices). A curva padrão de concentração de nitrito foi 

feita com nitrito de sódio (NaNO2) diluído em meio RPMI em concentrações variando de 

1,56 a 200 μM.  

  

3.7.     Extrato proteico total e Western Blot  

As células para extrato proteico total foram cultivadas em placas de 24 poços  

(3x105, 5x105 ou 1x106 células/poço) e estimuladas com LPS (1μg/mL) e/ou rIFN-β por 

tempos determinados, de acordo com os experimentos. Após a retirada dos sobrenadantes, 

macrófagos aderidos foram lisados diretamente na placa com 40 µL de tampão de lise (50 



 

35  
  

mM Tris–HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 10 mM βglycerophosphate, 0.1 mM 

EDTA, 10% glycerol, 1% Triton X-100) suplementado com um mix de inibidores de 

proteases (Sigma-Aldrich) e inibidores de fosfatases PhosSTOP (Roche) . Os lisados 

celulares foram transferidos para tubos de 1,5 mL e incubados no gelo por 30 minutos. 

Após esse tempo, os tubos foram centrifugados a 8000 rpm por 10 minuto (4ºC) e os 

sobrenadantes (extratos proteicos) estocados a -20°C até o momento do uso. Os extratos 

proteicos totais foram quantificados utilizando o reagente para dosagem de proteína e o 

método de Bradford modificado para microplacas (Bio-Rad) de acordo com as 

recomendações do fabricante.  

Os extratos proteicos totais (em média 40 µg) foram aplicados com tampão de 

amostra (1% SDS, 5% de β-mercaptoetanol, 20% glicerol, 1 mM EDTA e  0,05%  de azul 

de bromofenol) em gel de SDS-PAGE e submetidos a eletroforese 100 V. As proteínas 

fracionadas por SDS-PAGE foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE 

Healthcare) ou PVDF Amersham Hybond-LFP (GE Healthcare) com amperagem 

constante de 300 mA por 2 h em tampão de transferência (25 mM Tris, 192 mM glicina 

e 20% v/v metanol) gelado e sistema refrigerado. Após a transferência, as membranas 

foram incubadas em tampão de bloqueio (TBS contendo 5% de leite em pó desnatado) 

por 2 h à temperatura ambiente sob agitação ou por 18 h a 4ºC. A seguir, elas foram 

incubadas por 18 h a 4°C sob agitação ou por 2 h à temperatura ambiente, com os 

anticorpos primários diluídos em tampão para anticorpo (TBS contendo 0,1% de Tween 

20 e 5% de albumina bovina). Os anticorpos primários utilizados foram: anticorpo 

policlonal de coelho anti-iNOS de macrófago murino (Sigma-Aldrich) na diluição de 

1:5000 e monoclonais produzidos em coelho anti-IκBα, anti-fosfo-p65 NFκB (Ser536), 

anti-STAT-1 total, anti-fosfo-STAT-1 (Y701), anti-IRF-3 (D83B9), antifosfo-IRF-3 

(Ser396) (4D4G) e anti-β-actina de camundongo (Cell Signaling) na diluição de 1:1000. 

As membranas foram então lavadas com TBS-Tween 20 0,1% e incubadas por 1 h à 

temperatura ambiente e sob agitação com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho 

conjugado com peroxidase (KPL) diluído em tampão para anticorpo. Para a revelação foi 

utilizado o reagente Luminata Forte Western HPR Substrate (Merck-Millipore) conforme 

as recomendações do fabricante e a luminescência captada utilizando Amersham 

Hyperfilm MP (GE Healthcare) ou Gel Logic 1500 Imaging System (Kodak). A 

densitometria das bandas visualizadas foi realizada utilizando o programa ImageJ 1.44p 

(NIH).  
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3.8.     Extração de RNA e Real Time PCR  

O RNA total foi extraído de células cultivadas em placas de 24 poços (5x105 ou 

1x106 células/poço) e estimuladas com LPS (1μg/mL) e/ou rIFN-β por tempos 

determinados, de acordo com os experimentos. Após a retirada dos sobrenadantes, 

macrófagos aderidos foram lisados diretamente na placa com 200 μL de Trizol 

(Invitrogen) para cada poço, sendo esta mistura recolhida em tubos de 1,5 mL. Em cada 

amostra foram adicionados 200 μL de clorofórmio (Merck-Millipore), centrifugados a 

1200 rpm por 15 minutos a 4ºC, e a fase superior aquosa transferida para um novo tubo 

de 1,5 mL, onde foi adicionado o mesmo volume de isopropanol 100% (Merck-Millipore) 

e misturado por inversão. Logo após, foram incubados à temperatura ambiente por 10 

minutos, centrifugados a 1200 rpm por 20 minutos a 4ºC, o pellet foi lavado com etanol 

75% e ressuspendido em 60 μL de água ultrapura (livre de nucleases). O RNA extraído 

com Trizol foi tratado com DNase (Promega), para eliminar possíveis contaminações com 

DNA, e quantificado no espectrofotômetro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific).  

O cDNA foi produzido a partir de 300 a 500 ng de RNA total com illustra Ready-

To-Go RT-PCR Beads (GE Healthcare) ou com o Kit SuperScript III First-Strand 

Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), seguindo as recomendações dos fabricantes. 

O cDNA obtido foi diluído 1:10 em água ultrapura e utilizado como molde para o Real 

Time PCR.   

O Real Time PCR foi realizado em um volume final de 10 μL, contendo SYBR  

Green PCR Master Mix (Life Technologies), 2 ρM de cada primer e oligo-dT-cDNA. A 

reação ocorreu no aparelho 7500 v.2.0.6 Real Time PCR System (Life Technologies), 

seguindo os seguintes parâmetros de ciclos: 50º C por 2 min, 95º C por 10 min, 40 ciclos 

de 95º C por 15 segundos cada, 60º C por 1 min, e o estágio de dissociação de 95º C por 

15 segundos, 60º C por 1 min, 95º C por 30 segundos e 60º C por 15 segundos. Os primers 

utilizados para amplificar os fragmentos específicos correspondentes a um único gene 

foram: IFNβ - F: AGCTCCAAGAAAGGACGAACAT, R: 

GCCCTGTAGGTGAGGTTGATCT (Oliveira et al., 2014); IRF-1 - F:  

CGGAGCTGGGCCATTCACAC, R: GTACACCCGCACAGCAGAGC; β-actin - F:  

AGGTGTGCACCTTTTATTGGTCTCAA,  R:  TGTATGAAGGTTTGGTCTCCCT  

(Oliveira et al., 2014).   
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O primer para IRF-1 foi desenhado com o auxílio das ferramentas Primer-Blast 

disponível no site da NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) e GenScript 

Real-time PCR (TaqMan) Primer Design 

(http://www.genscript.com/sslhttp://www.genscript.com/sslbin/app/primerbin/app/prime

r), sendo posteriormente analisados com o auxílio de OligoAnalyzer 3.1 da IDT 

(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer). Os primers foram 

avaliados e apresentaram eficiência na faixa de 90-100%. Para a determinação do nível 

de expressão do mRNA foi utilizado o método do ΔCt relativo (Ct - do inglês threshold 

cycle) utilizando a βactina como normalizador endógeno e como referência a amostra 

obtida dos macrófagos de C57BL/6 sem estímulo.  

  

3.9.     Análise Estatística  

Os resultados apresentados neste trabalho são representativos ou a média de pelo 

menos três experimentos independentes e reprodutíveis. As análises foram feitas por meio 

do teste t de Student, utilizando o programa GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc). 

O nível de significância adotado nas análises foi p<0,05.   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
http://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer
http://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer
http://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer
http://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer
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4. RESULTADOS 

 

4.1.    A produção de NO induzida por LPS ocorre na ausência de TLR-4, desde 

que rIFN-β seja fornecido aos macrófagos  

A indução de STAT-1 mediada por IFN-β via TLR4 já está bem documentada 

como sendo essencial para a expressão plena de iNOS em macrófagos e, 

consequentemente, para ampla produção de NO após estímulo por LPS via TLR4 (Gao 

et al., 1998; Oliveira et al., 2014; Takahashi et al., 2013; Weinstein et al., 2000). No 

entanto, não existem relatos mostrando que a estimulação única de TLR4 por LPS é 

suficiente para os macrófagos produzirem NO. Nós utilizamos camundongos TLR4 KO 

para investigar a contribuição real do TLR4 na produção de NO induzido por LPS em 

macrófagos. Como esperado, macrófagos de camundongos TLR4 KO não produzem 

NO quando estimulados por LPS (Fig. 5A). O mesmo acontece com macrófagos TRIF 

KO (Fig. 5B), reforçando o fato de que a via TLR4-TRIF é responsável pela produção 

de IFN-β e consequentemente de óxido nítrico. Surpreendentemente, a adição de rIFN-

β à cultura de macrófagos TLR4 KO e TRIF KO estimulados com LPS restaurou a 

capacidade destas células de produzir NO. Como nós podemos notar, rIFN-β sozinho é 

incapaz de estimular a produção de NO tanto em camundongos WT quanto em TLR4 

KO e TRIF KO (Fig. 5A e B). Estes resultados mostram que, em macrófagos de 

camundongos, o estímulo de LPS pode suplantar a via dependente de TLR4 para a 

produção de NO, desde que seja fornecido rIFN-β. Isto indica que LPS liga-se a 

receptores diferentes do TLR4, que parecem ativar todos os componentes necessários 

para produção da iNOS, à exceção do IFN-β.  Além disso, estes resultados demonstram 

que o principal papel do TLR4 é produzir IFN-β e que camundongos deficientes em 

TLR4 mantém o restante da maquinaria necessária para a transcrição da iNOS.  

É sabido que a produção de IFN-β estimulada por LPS requer a endocitose do 

complexo LPS/TLR4/MD2, que é essencial para induzir a via TRIF responsável pela 

ativação de IRF-3, fator de transcrição necessário para a síntese de IFN-β (Fitzgerald 

et al., 2003; Günel, 2012). Assim, o pré-tratamento de macrófagos WT com Dynasore, 

que inibe a endocitose de TLR4 dependente de dinamina, reduz drasticamente (Fig. 5C) 

ou totalmente (experimentos não mostrados) a produção de NO por macrófagos 

estimulados com LPS. Esta inibição é plenamente restaurada pela adição de IFN-β à 

cultura (Fig. 5C). Esses resultados confirmam que a endocitose de TLR4 é essencial 
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para a produção de NO induzida por LPS via IFN-β, além de  reforçar a existência de 

um ou mais receptores que respondem ao LPS, diferentes de TLR4 e independentes de 

dinamina, que atuam em conjunto com TLR4 para produção de NO.  
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Figura 5. A importância do IFN-β e da endocitose na produção de NO via TLR4 
estimulado por LPS. Macrófagos peritoneais (1x105) de C57BL/6 WT, TLR4 KO (A) 
e Trif KO (B) estimulados por 48h com 1 μg/mL LPS na presença ou ausência de 10 
U/ml IFN-β recombinante (rIFN-β). Macrófagos peritoneais (1x105) de C57BL/6 pré-
tratados por 30 min a 37º C com 80 μM/ml Dynasore e depois estimulados por 48h com 
1 μg/mL LPS e/ou 10 U/ml IFN-β (C). Os sobrenadantes das culturas celulares foram 
analisados para a concentração de NO-2 usando a reação de Griess, como descrito no 
Material e Métodos. Os valores correspondem à média e desvio padrão entre pelo 
menos três experimentos independentes e reprodutíveis.  
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4.2.      Inibição dos Receptores Scavenger (SR) impede a produção de NO induzido 

por LPS   

Os Receptores Scavenger contribuem para o reconhecimento e a remoção de 

microrganismos, agindo em associação com TLR4, para modular a resposta 

inflamatória dos macrófagos estimulados por LPS em altas concentrações (Chen et al., 

2010; Peiser et al., 2002). Para verificar se SR são os receptores envolvidos na produção 

de NO em macrófagos estimulados por LPS via TLR4, nós utilizamos DSS, inibidor 

ligante de receptores scavenger classe A (SR-A) e possivelmente outros SRs (Peiser 

and Gordon, 2001), ou um anticorpo neutralizante específico anti-SR-AI/MSR em 

macrófagos estimulados por LPS. Os resultados indicam que DSS (Fig. 6A) inibe a 

produção de NO de maneira dose dependente tanto em macrófagos de camundongos 

WT quanto em TLR4 KO (acrescidos de IFN-β) e o mesmo acontece com anti-SR-AI 

em camundongos WT (Fig. 6B). Estes resultados confirmam que SR-AI e 

possivelmente outros SR são essenciais para a produção completa de NO induzida por 

LPS em macrófagos.  
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Figura 6. Associação dos receptores Scavenger ao TLR4 para produção de NO 
estimulado por LPS. Macrófagos peritoneais (1x105) de C57BL/6 WT e TLR4 KO 
estimulados por 48h com 1 μg/mL LPS e/ou 10 U/ml IFN-β recombinante (rIFN-β) na 
presença ou ausência de DSS em suas variadas concentrações indicadas no gráfico (A). 
Macrófagos peritoneais (1x105) de C57BL/6 inibidos por 2h com diferentes 
concentrações do anticorpo neutralizante de camundongo anti-SR-AI/MSR e depois 
estimulados por 48h com 1 μg/mL LPS e/ou 10 U/ml IFN-β (B). Os sobrenadantes das 
culturas celulares foram analisados para a concentração de NO-2 usando a reação de 
Griess, como descrito no Material e Métodos. Os valores correspondem à média e 
desvio padrão das triplicatas dos poços e os dados são representativos de experimentos 
independentes.  
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4.3.     A produção de NO e a expressão de iNOS inibidas por anti-SR-AI, mas não 

por DSS, são totalmente restauradas pela adição de IFN-β exógeno  

Uma vez que a produção de IFN-β, crucial para a síntese de NO pela ativação 

de STAT-1, é fornecido através da  indução da via TLR4/TRIF dependente da 

endocitose do complexo LPS/TLR4/CD14, e que  os SRs são candidatos à mediação 

da internalização de LPS (Hampton et al., 1991; Haworth et al., 1997; Mukhopadhyay 

et al., 2011; Vishnyakova et al., 2003), nós decidimos investigar se a participação dos 

SRs na ativação de NO estava ocorrendo pela indução da produção de IFN-β. Para 

confirmar esta hipótese, nós decidimos avaliar se as inibições da produção de NO por 

meio dos dois tipos de ligantes de SR são consequencia da diminuição na produção de 

IFN-β. Para isto, buscamos restaurar a produção de NO suplementando a cultura destas 

células (inibidas por DSS ou anti-SR-AI) com rIFN-β. Nós observamos que a adição 

de rIFN-β aos macrófagos, que tiveram SR-AI inibido com anticorpo antes do estímulo 

por LPS, conseguiu reestabelecer completamente a capacidade destas células de 

produzir NO tanto em WT quanto em  TLR4 KO (Fig. 7A), indicando que SR-AI é 

essencial e age em conjunto com TLR4 para a produção de IFN-β induzido por LPS. 

No entanto, macrófagos que tiveram SR inibido por DSS são incapazes de recuperar 

completamente sua capacidade de produzir NO quando suplementados com rIFN-β, 

mesmo em células WT, onde TLR4 está completamente ativo (Fig. 7A). Estes 

resultados demonstram que SR, em geral, são essenciais para a produção de um ou mais 

elementos além  do IFN-β, enquanto SR-AI é especificamente importante na síntese 

dessa citocina. Eles também corroboram com os resultados anteriores, que mostraram 

que o papel primordial da indução de LPS via TLR4 na produção de NO é fornecer 

IFN-β e, consequentemente, ativar STAT-1, fator requerido para transcrição da iNOS. 

Efeitos idênticos são observados na expressão da iNOS por Western blot de extratos 

proteicos totais extraídos destas mesmas células, identificada por anticorpo específico 

anti-iNOS, indicando que os resultados observados na produção de NO são 

consequência dos efeitos na expressão da iNOS (Fig. 7B).  
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Figura 7. Scavenger Receptor e TLR4 agem em conjunto para ativar a expressão 
de iNOS e consequente a produção de NO. Macrófagos peritoneais de C57BL/6 WT 
e TLR4 KO estimulados com 1 μg/mL LPS e/ou 10 U/ml IFN-β recombinante (rIFN-
β) na presença ou ausência de 100 μg/ml DSS ou 1 μg/ml anti-SR-AI/MSR 
neutralizante. Os sobrenadantes das culturas de macrófagos (1x105) estimulados por 
48h foram analisados para a concentração de NO-2 usando a reação de Griess, como 
descrito no Material e Métodos (A). Extratos de proteínas totais de macrófagos (1x106) 
estimulados por 24h foram analisados por Western blot usando os anticorpos 
específicos anti-iNOS e anti-βactina (B). Os valores correspondem à média e desvio 
padrão entre pelo menos três experimentos independentes e reprodutíveis (A) ou são 
dados representativos de experimentos independentes (B).  
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4.4.    Inibição de SR-AI diminui a ativação de IRF-3 e a produção de IFN-β  

Para confirmar se SR-AI é requerido na expressão de IFN-β em macrófagos 

estimulados por LPS, as células foram tratadas com anticorpo neutralizante anti-SR-AI 

antes de serem estimuladas com LPS e a expressão de  IFN-β foi avaliada por real time 

PCR. Como mostrado na figura 8 A, a neutralização de SR-AI inibe severamente a 

expressão de IFN-β. A utilização de DSS seria interessante para confirmar se outros SR 

interferem também na síntese de IFN-β, mas já está bem documentado (Kerr et al., 

2012; Viennois et al., 2013) e confirmado no presente trabalho que o DSS inibe a 

transcriptase reversa e a Taq polimerase, impedindo assim a amplificação por Real 

Time PCR. Como esperado, camundongos TLR4 KO expressam níveis insignificantes 

de mRNA de IFN-β quando estimulados por LPS, sendo que nenhum vestígio de 

mRNA é detectado após neutralização do SR-AI.  

Para verificar como o SR-AI estaria envolvido na produção de IFN-β, nós 

investigamos se esse receptor estaria dirigindo a transcripção do IFN-β. Uma vez que 

o IRF-3 é essencial para a transcrição do IFN-β, nós observamos que a neutralização 

do SR-AI inibiu consideravelmente a ativação do IRF-3, como verificado por Western 

blot utilizando anticorpo específico anti-fosfo-IRF-3 (Fig. 8 B). DSS, um ligante para 

SR de mais amplo espectro, também inibe a ativação de  IRF3.  Como esperado, 

macrófagos de camundongos TLR4 KO não fosforilam IRF-3 e expressam níveis 

negligíveis de mRNA de IFN-β quando estimulados com LPS e nenhum traço de 

mRNA quando SR-AI é neutralizado. Esses resultados confirmam que, de fato, esses 

eventos são totalmente dependents de  TLR4, mostrando que o TLR4 é necessário, mas 

não suficiente para a ativação de IRF-3 e, consequentemente para a transcrição de  IFN-

β, requerendo a participação de SR-AI.  
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Figura 8. Scavenger Receptor inibe a produção de IFN-β por diminuir a ativação 
de IRF-3. Macrófagos peritoneais de C57BL/6 WT e TLR4 KO estimulados por 1h 
com 1 μg/mL LPS e/ou 10 U/ml IFN-β recombinante (rIFN-β) na presença ou ausência 
de 100 μg/ml DSS ou 1 μg/ml anti-SR-AI/MSR neutralizante. (A) Quantificação 
relativa de mRNA de IFN-β por Real Time  PCR utilizando RNA total extraído de 
macrófagos peritoneais (5x106 células). Utilizamos  SYBR Green como fluorescência, 
mRNA de β-actina como normalizador e o método de ΔCt relativo para comparação 
entre as amostras de cada linhagem celular. Os dados de Real Time PCR representam 
experimento único. (B) Extratos de proteínas totais de macrófagos (1x106) foram 
analisados por Western blot utilizando anticorpos específicos anti-pIRF-3, anti-IRF-3 
e anti-βactina. O resultado de WB é representativo de experimentos independentes.  
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4.5.    Inibição de SR diminui a ativação de STAT-1 e a expressão de IRF-1  

STAT-1 e IRF-1 são fatores de transcrição fundamentais para a síntese de iNOS, 

sendo que STAT-1 é também essencial para a transcrição de IRF-1. Portanto, decidimos 

avaliar se a inibição de SRs interferiria na ativação e/ou síntese desses fatores de 

transcrição (STAT-1 e IRF-1), alterando assim a síntese de IFNβ e a produção da iNOS. 

Nós verificamos por Western blot que, tanto o DSS como o anticorpo neutralizante anti-

SR-AI, inibem a fosforilação de STAT-1 (Fig. 9 A) e anti-SR-AI inibi a síntese de IRF-

1 (Fig. 9 B) induzidas por LPS, mesmo em camundongos TLR4 KO, nos quais a 

ativação de STAT-1 e a síntese de IRF-1 são bem menores. Esses resultados eram 

esperados uma vez que inibindo a transcrição de IFN-β, se inibiria também a 

fosforilação de STAT-1 e, consequentemente, a expressão de IRF-1. Contudo, a adição 

de IFN-β exógeno, restaura a ativação de STAT-1 inibida pelo anticorpo específico 

anti-SR-AI, mas não a ativação de STAT-1 inibida por DSS. A restauração da ativação 

de STAT-1 por IFN-β exógeno em macrófagos que tiveram o SR-AI inibido, também 

foi resultado esperado, uma vez que havíamos verificado que o SR-AI é importante na 

transcrição de IFN-β e que, portanto, se o IFN-β fosse fornecido às células, STAT-1 

seria ativado. No entanto, foi surpreendente verificar que STAT-1 não era ativado por 

IFN-β em células cujos SRs foram inibidos com DSS. Esses resultados demonstram 

que outro(s) SR(s) diferente(s) do SR-AI é(são) importante(s) na transcrição de iNOS 

por participar da sinalização induzida pelo receptor de IFN-β em uma etapa posterior à 

estimulação do seu receptor. Podemos concluir que a inibição de SR diminui a ativação 

de STAT-1 e a expressão de IRF-1, sendo que a inibição da ativação de STAT-1 por 

anti-SR-AI, mas não por DSS, é restaurada pela adição de IFN-β exógeno. 
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Figura 9. Scavenger Receptor diminui a expressão de IRF-1 e a ativação de 
STAT1. Macrófagos peritoneais de C57BL/6 WT e TLR4 KO estimulados com 1 
μg/mL LPS e/ou 10 U/ml IFN-β recombinante (rIFN-β) na presença ou ausência de 100 
μg/ml DSS ou 1 μg/ml anti-SR-AI/MSR neutralizante. (A) Extratos de proteínas totais 
de macrófagos (1x106) estimulados por 24h foram analisados por Western blot usando 
os anticorpos específicos anti-pSTAT1, antiSTAT1 e anti-βactina. Os valores são dados 
representativos de experimentos independentes.  (B) Quantificação relativa de mRNA 
de IRF-1 por Real Time  PCR utilizando RNA total extraído de macrófagos peritoneais 
(5x106 células) estimulados por 1h. O SYBR Green foi utilizado como fluorescência e 
o método de ΔCt relativo. O mRNA de β-actina foi utilizado como normalizador e a 
amostra C57BL/6 não estimulado como referência. Os dados representam experimento 
único.  
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5. DISCUSSÃO 

 

A interação patógeno-hospedeiro demonstra que a imunidade inata co-evoluiu 

com os microrganismos, agindo de forma coordenada para a identificação do que é 

próprio e dos agentes patogênicos ao organismo, permitindo a manutenção do equilíbrio 

fisiológico (Janeway & Medzhitov, 2002). Os macrófagos contribuem para o início dos 

processos inflamatórios nos tecidos e são cruciais para a resolução da inflamação (Zanoni 

& Granucci, 2010). O macrófago reconhece o patógeno e desencadeia uma série de 

eventos que incluem: ligação do patógeno a receptores, invaginação da membrana da 

célula hospedeira ao redor do patógeno levando à formação do fagossomo, separação do 

fagossomo e sua maturação ao longo da via endocítica/fagocítica, resultando na fusão 

com o lisossomo, degradação do patógeno nos lisossomos pela ação combinada de 

proteases ácidas e processos como geração de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

(Sundaramurthy & Pieters, 2007). O reconhecimento de produtos microbianos por TLRs 

e outros PRRs estimula a ativação de mecanismos microbicidas em macrófagos, 

aumentando assim a capacidade destas células em matar os microrganismos fagocitados 

(Buzzo et al., 2010; Cole et al., 2012; Motoyama et al., 2009).  

O NO e as espécies reativas de oxigênio (ROS – reactive oxygen species) são 

alguns desses mecanismos microbicidas, sendo que a variedade de espécies químicas 

geradas a partir deles fornece elementos que podem auxiliar o sistema imune no combate 

aos patógenos por sua atuação sobre cascatas de sinalização e diversos fatores de 

transcrição (Bogdan, 2001; Wink et al, 2011). Em macrófagos, o papel antimicrobiano do 

NO é o mais evidente mecanismo de morte ou inibição para um grande número de 

microrganismos, seja por seus efeitos diretos ou indiretos, agindo na defesa contra uma 

vasta gama de organismos infecciosos, incluindo Trypanossoma cruzi, Toxoplasma 

gondii, Leishmania major, Leishmania amazonensis, Leishmania donovani, Plasmodium 

SP, Schistosoma mansoni, Salmonella e Escherichia coli (Gao, 2010; Gutierrez et al., 

2009; Mukbel et al., 2007;  Nairz et al., 2013; Santos, 1997; Vareille et al., 2007).   

O sucesso da resposta imune contra infecções bacterianas depende da capacidade 

de suas células de detectar e reagir às endotoxinas, mas também de controlar e limitar a 

resposta inflamatória, para que esta não seja exacerbada resultando em danos ao 

organismo do hospedeiro (Munford, 2005). O lipídeo A é o PAMP conservado do LPS, 
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que permite o reconhecimento das bactérias gram-negativas ou do LPS molecular livre 

no plasma pelo sistema imune inato. O principal PRR que reconhece o LPS é o TLR4 e 

isto é feito através de um mecanismo que envolve o complexo TLR4/MD2/CD14 (Kawai 

& Akira, 2009; Kim et al., 2007). Assim, uma questão que nos intrigou foi saber se a 

estimulação única de TLR4 por LPS seria suficiente para que estas células produzissem 

NO.   

Os macrófagos peritoneais de camundongos TLR4 KO foram utilizados em 

comparação com os de C57BL/6, para que pudéssemos avaliar a real contribuição do 

TLR4 na produção de NO após estimulação in vitro destas células com LPS. Como 

esperado, por já ser definido que o TLR4 é o receptor que medeia a produção de NO em 

macrófagos estimulados por LPS, macrófagos TLR4 KO foram incapazes de produzir NO 

quando estimulados por LPS (Fig. 5A). Já foi demonstrado também que a indução do 

gene da iNOS e consequente produção de NO induzida por LPS como único estímulo em 

macrófagos murinos é dependente da síntese de IFN-α/β, estimulado pela sinalização via 

TLR4 (Fujihara et al., 1994; Zhang et al., 1994). Resultados anteriores do nosso grupo 

demonstraram que a maior produção de IFN-β nos macrófagos de C57BL/6 é o principal 

fator responsável pela produção excedente de NO por estes macrófagos quando 

comparados aos de BALB/c (Oliveira et al., 2014). Um resultado que nos surpreendeu, 

no entanto, foi o fato do rIFN-β adicionado à cultura de macrófagos TLR4 KO 

estimulados com LPS ter sido capaz de restaurar completamente a capacidade destas 

células para produzir NO (Fig. 5A). Este efeito não poderia ser exclusivo do rIFN-β, visto 

que esta citocina sozinha se mostrou incapaz de estimular a produção de NO tanto em 

camundongos WT quanto em TLR4 KO. Isto indica que LPS ativa algum outro receptor 

diferente do TLR4, que parece ativar todos os componentes necessários para produção da 

iNOS, à exceção do IFN-β.  Esses resultados também confirmam que o principal papel 

do TLR4 é produzir IFN-β e que camundongos deficientes em TLR4 mantém o restante 

da maquinaria necessária para a transcrição da iNOS, exceto a via de síntese do IFN-β.  

O TLR4 é a principal molécula de reconhecimento que inicia a resposta imune ao 

LPS. Estudos com moléculas marcadas fluorescentemente comprovaram a hipótese de 

que a sinalização de LPS inicia com o cross-linking e a formação de um complexo entre 

TLR4 e MD2, que é suficiente para o início da transdução de sinal ao recrutar MyD88 

para o seu domínio TIR da superfície celular, iniciando a sinalização sem necessitar de 

endocitose, até a ativação de NF-κB (Latz et al., 2002). No entanto, a indução da via TRIF 
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responsável pela ativação de IRF-3, fator de transcrição necessário para a síntese de IFN-

β, requer a endocitose do complexo LPS/TLR4/MD2 (Fitzgerald et al., 2003; Günel, 

2012). Isto foi mostrado com o pré-tratamento dos macrófagos WT com Dynasore, 

potente inibidor da endocitose de TLR4 dependente de dinamina. Dynasore exerceu um 

efeito de redução drástica na produção de NO em macrófagos estimulados com LPS, 

sendo que este efeito foi totalmente restaurado pela adição de IFN-β à cultura (Fig. 5C). 

Esses resultados confirmaram que a endocitose de TLR4 é essencial para a produção de 

NO induzida por LPS via IFN-β e reforçaram a existência de um ou mais receptores que 

respondem ao LPS juntamente com  o TLR4 para produção de NO, mas 

independentemente de endocitose mediada por dinamina.  

Algumas pesquisas com TLR4 KO revelaram que o verdadeiro envolvimento do 

TLR4 com LPS está na ativação da sinalização e que estes receptores não influenciam nos 

mecanismos de captura do LPS. O processo de recrutamento do LPS ocorre 

predominantemente via CD14, sendo que em células deficientes em CD14 os SRs se 

destacam para executar esta função (Dunzendorfer et al., 2004). Recentemente, foi 

demonstrado que a ligação e internalização de altas concentrações de LPS são mediadas 

por SR do tipo A (SR-A), contando com a participação de CD14, mas sem requerer TLR4 

(Czerkies et al., 2013). Os SRs contribuem para o reconhecimento e a remoção de 

microrganismos, agindo em associação com TLR4, para modular a resposta inflamatória 

dos macrófagos estimulados por LPS em altas concentrações (Chen et al., 2010; Peiser et 

al., 2002). Camundongos deficientes em SR-A mostraram maior susceptibilidade a 

infecções por Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium sordellii, 

herpes vírus entre outros (Suzuki et al., 1997; Thelen et al., 2010; Thomas et al., 2000). 

Portanto, foi natural questionar se os SR seriam os receptores que participavam com o 

TLR4 na produção de NO em macrófagos estimulados por LPS. Para confirmar esta 

hipótese, nós realizamos a inibição de SRs utilizando anticorpo neutralizante específico 

anti-SR-AI/MSR em macrófagos estimulados com LPS ou então DSS, inibidor ligante de 

receptores scavenger classe A (SR-A) e possivelmente outros SRs (Peiser and Gordon, 

2001). Desta maneira, pudemos avaliar que, tanto DSS (Fig. 6A) em macrófagos de 

camundongos WT e em TLR4 KO (acrescidos de IFN-β) quanto anti-SR-AI em 

camundongos WT (Fig. 6B) foram capazes de inibir a produção de NO de maneira dose 

dependente. Estes resultados confirmaram que SR-AI e possivelmente outros SR são 

essenciais para a produção de NO induzida por LPS em macrófagos.  
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Os SRs são amplamente expressos em macrófagos e atuam como PRRs no 

reconhecimento de patógenos e co-receptores dos TLRs (Peiser et al., 2002). A grande 

concentração dos estudos sobre estes receptores está no papel que eles exercem na 

aterosclerose. No entanto, várias pesquisas vêm acumulando informações sobre as 

funções dos SRs na imunidade inata e a regulação de macrófagos durante a inflamação, 

que podem incluir endocitose e apresentação de antígenos, adesão celular, fagocitose e 

reconhecimento de padrão molecular (Canton et al., 2013; Hampton et al., 1991; Haworth 

et al., 1997; Peiser & Gordon, 2001). A regulação e a sinalização do SR-A durante a 

inflamação, assim como a maioria dos estudos utilizando ligantes comuns aos SRs, ainda 

estão pouco claros e muitas vezes apresentam informações conflitantes. Estudos in vivo e 

in vitro que avaliaram as respostas induzidas por LPS em animais SR-A KO trazem 

resultados complexos e inconsistentes. Alguns destes estudos sugerem uma função 

protetora para SR-A contra respostas pró-inflamatórias excessivas ao LPS, demonstrando 

maior produção de TNF-α, IL-12, IL-6 e MIP2 em macrófagos e células dendríticas de 

camundongos SR-A KO (Becker et al., 2006; Chen et al., 2010; Haworth et al., 1997; 

Józefowski et al., 2005; Mukhopadhyay et al., 2011; Yu et al., 2011) e o aumento da 

susceptibilidade a choques sépticos (Haworth et al., 1997; Yu et al., 2011). Em contraste, 

outros estudos revelaram que a ausência de SR-A protege os camundongos do choque 

séptico (Drummond et al., 2013; Kobayashi et al., 2000), porque este receptor é requerido 

na indução de mediadores inflamatórios por LPS, tais como IL-10, TNF-α, IL-1β, IL-6 e 

NO (Drummond et al., 2013; Coller et al., 2001; Czerkies et al., 2013; Fulton et al., 2006; 

Kobayashi et al., 2000; Matsuno et al., 1997). As discrepâncias entre os resultados podem 

estar relacionadas às diferentes linhagens genéticas de camundongos utilizadas (Fulton et 

al., 2006), a interação entre estímulos diferentes (ex: LPS, fucoidan, Poli I:C e IFN-γ) 

(Godoy et al., 2012; Yu et al., 2012), além do tipo celular envolvido no estudo (Godoy et 

al., 2012; Czerkies et al., 2013; Moore & Tabas, 2011).  

Godoy e colaboradores (2012) analisaram a presença e o papel do SR em 

astrócitos, células fundamentais para a resposta imune no sistema nervoso central, e 

descobriram que alguns estímulos como LPS + IFNγ ou Poli I:C, foram capazes de ativar 

a sinalização de ERK (cinase regulada por sinal extracelular), JNK (c-Jun N-terminal 

cinase), IL-1β e NO, o que não aconteceu com o estímulo fucoidan, um ligante 

polianiônico de SR-A. Outro estudo, utilizando macrófagos peritoneais de camundongos 

estimulados com LPS, não foi capaz de identificar a redução da produção de NO após 

inibição com DSS, mas a expressão da proteína iNOS foi menor com o inibidor (Matsuno 
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et al.,1997). Portanto, frente às informações conflitantes e inconsistentes, nosso trabalho 

buscou avaliar a participação de SR em associação com o TLR4 na sinalização por LPS 

para produção de NO em macrófagos peritoneais de camundongos C57BL/6.  

A internalização do LPS é dependente de SR e CD14, o que pode favorecer, além 

da limpeza do excesso desta endotoxina no plasma, também a associação deste receptor 

com TLR4 para a produção de IFN-β, fornecido pela indução da via TLR4/TRIF 

dependente da endocitose do complexo LPS/TLR4/CD14 (Czerkies et al., 2013; Hampton 

et al., 1991; Haworth et al., 1997; Mukhopadhyay et al., 2011; Vishnyakova et al., 2003).  

Nós decidimos investigar se as inibições da produção de NO por meio de ligantes de SR 

estariam atuando pela inibição da produção de IFN-β, adicionando rIFN-β aos macrófagos 

inibidos com anti-SR-AI ou com DSS. A adição de rIFN-β aos macrófagos, que tiveram 

SR-AI inibido com anticorpo antes do estímulo por LPS, conseguiu reestabelecer 

completamente a capacidade destas células de produzir NO tanto em WT quanto em 

TLR4 KO (Fig. 7A), indicando que SR-AI é essencial e age em conjunto com TLR4 para 

a produção de IFN-β induzido por LPS. No entanto, foi interessante observar que 

macrófagos inibidos por DSS não conseguiram recuperar completamente sua capacidade 

de produzir NO apenas pela suplementação de rIFN-β ao LPS,  mesmo quando TLR4 

estava presente nas células (Fig. 7A). Estes resultados demonstram que outro(s) SR(s), 

que não o SR-AI, é(são) essencial(is) para a produção de um ou mais elementos que não 

o IFN-β, enquanto SR-AI é especificamente importante na síntese dessa citocina. Os 

efeitos idênticos do IFN-β em associação com SRs ou SR-AI (Fig.7B), identificados por 

Western blot (Fig. 7B), mostram que os efeitos observados na produção de NO são 

consequência direta da expressão da iNOS.   

Quando apenas LPS é utilizado como estímulo para a produção de NO, uma cascata 

de sinalização alternativa é iniciada, culminando na ativação do NF-κB e do gene de IRF1 

além de induzir a síntese de IFN-α/β, com predominância de IFN-β. Este LPS pode ativar 

a via dependente de MyD88 pelo TLR4 na membrana plasmática ou a internalização do 

complexo TLR4/MD2/CD14 ativará as vias dependentes de TRIF para produção de IFN-β 

pela ativação do fator de transcrição IRF-3 (Kagan & Medzhitov, 2006; Kagan  et al., 

2008). Além de ativar a via TRIF, a internalização do LPS também remove grandes 

quantidades de LPS do sangue e tecidos, permitindo a sua desintoxicação e controle dos 

processos inflamatórios.  A expressão plena de iNOS em macrófagos, que levará 

consequentemente à ampla produção de NO, depende da ação de alguns fatores de 

transcrição ativados após estímulo por LPS via TLR4, dentre eles destacam-se STAT-1 
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ativado pela ligação de IFN-β ao seu receptor, NF-κB e IRF-1 (Gao et al., 1998; Oliveira 

et al., 2014; Takahashi et al., 2013; Weinstein et al., 2000).  

O NF-κB em sua forma não estimulada está presente no citosol ligado à sua 

proteína inibitória IκB. Na ativação canônica do NF-κB, a indução por LPS ativa MyD88 

diretamente na membrana plasmática, iniciando o processo de sinalização até a 

fosforilação do IκB mediada por IκB cinases (IKK – IκB kinase), o que induz a sua 

poliubiquitinação e consequente degradação pelo proteassomo 26S. A degradação do IκB 

expõe a sequência de localização nuclear no NF-κB, resultando na sua translocação ao 

núcleo (Rothwarf & Karin, 1999; Liang et al., 2004; Sun & Ley, 2008). Em nosso estudo, 

a inibição de SR-A não alterou ou induziu um leve aumento da ativação de pNF-kB p65 

em macrófagos peritoneais de camundongos C57BL/6 e o mesmo efeito foi observado na 

produção da citocina TNF-α (dados preliminares não mostrados). Estes resultados trazem 

novos indícios de que SR-A pode inibir parcialmente a ativação de NF-kB. Mas, como 

nós já havíamos mostrado em outro trabalho que este fator de transcrição não é tão 

importante quanto STAT-1 para expressão da iNOS e produção de NO (Oliveira et al., 

2014), dedicimos focar os estudos na via TRIF/IFN-β.  

Outros estudos com TNF-α, citocina ativada pelo fator de transcrição NF-kB, 

reforçam estes resultados ao mostrar que camundongos deficientes em SR-A (Haworth et 

al., 1997) e também aqueles que tiveram SR inibido por DSS ou anti-SR-A (Borzwcka et 

al., 2013; Czerkies et al., 2013) produzem mais TNF-α em resposta a LPS. Outros ligantes 

de SR podem influenciar na resposta ao LPS, como é o caso do estímulo de fucoidan em 

associação com LPS, capaz de aumentar a fosforilação de IκBα  através da promoção da 

interação entre SR-A e TLR4 (Yu et al., 2012). SR-A regula negativamente a expressão 

de genes inflamatórios em células dendríticas pela supressão da ativação de NF-kB 

induzido por LPS e isto acontece através da interação direta do SR-A com o domínio de 

TRAF6 (fator 6 associado ao receptor de TNF), resultando na inibição da sua dimerização 

e ubiquitinação, impedindo assim a ativação de NF-kB e a entrada deste fator de 

transcrição no núcleo para ativação celular (Yu et al., 2011).  

LPS é capaz de induzir a regulação positiva da expressão de SR-A in vivo e em 

cultura de macrófagos. Esta indução ocorre amplamente pela via TLR4-MyD88, mas 

alguma indução também pode ser observada em animais MyD88 KO, apontando para a 

participação da via TRIF, que é requisitada para a máxima indução da expressão de SR-

A (Chen et al., 2010; Doyle et al., 2004; Mukhopadhyay et al., 2004). Por outro lado, SR-
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A é capaz de modular os níveis de TLR-4 e CD14 na superfície celular, sendo que estes 

níveis são notavelmente aumentados na presença de DSS, o que poderia contribuir para a 

regulação positiva das respostas pró-inflamatórias de NF-kB e TNF-α (Czerkies et al., 

2013). Ligantes de TLR3, como Poli I:C, também entram nas células com auxílio de SR-

A da superfície celular, para posteriormente serem direcionados aos endossomos onde se 

localizam os TLR3 (Limmon et al., 2008). O trabalho de Czerkies e colaboradores (2013) 

demonstrou que a inibição de SR-A utilizando DSS ou anticorpo específico anti-SR-A foi 

capaz de eliminar a sinalização de Poli I:C para produção de TNF-α via TLR3, o inverso 

do resultado encontrado para inibição da sinalização de LPS via TLR4, que acontece na 

membrana celular independentemente de endocitose e resultou no aumento de TNF-α. 

Estes resultados confirmam a função predita de SR-A como um receptor envolvido na 

endocitose de ligantes. Portanto, decidimos investigar se SR-A participaria nas 

sinalizações para fatores de transcrição dependentes de endocitose, que estão envolvidos 

na ativação da expressão de iNOS e consequente produção de NO.  

A endocitose de TLR4 após estimulação por LPS leva à ativação da via TRIF e 

fosforilação do fator de transcrição IRF-3, responsável pela ativação da produção de IFN-

β. Para confirmar se SR-AI é requerido para a expressão de IFN-β em macrófagos 

estimulados por LPS, as células foram tratadas com anticorpo neutralizante anti-SR-AI 

antes de serem estimuladas com LPS e as análises por real time PCR revelaram que a 

neutralização de SR-A inibe severamente a expressão do mRNA de IFN-β em macrófagos 

C57BL/6 (Fig. 8A). Em macrófagos TLR4 KO a expressão de IFN-β acontece em níveis 

muito reduzidos e após a neutralização do SR-AI, o mRNA desta citocina é indetectável, 

comprovando que TLR4 e SR-AI estão envolvidos na regulação positiva da expressão de 

IFN-β (Fig. 8A).  A inibição da fosforilação do IRF-3 em macrófagos de camundongos WT 

pela neutralização do SR-AI tanto por DSS quanto por anticorpo específico anti-SR-AI 

(Fig. 8B) confirmam que a ativação de IRF-3 e consequente estimulação da expressão de 

IFN-β são totalmente dependentes de TLR4, mas que este receptor sozinho é insuficiente e 

requer a participação de SR-AI para sinalização da via TRIF/IFN-β. Os macrófagos TLR4 

KO expressam IRF-3, mas não ativam a fosforilação deste fator de transcrição após 

estímulo com LPS (Fig. 8 B).  

Ao interagir com o seu receptor, o IFN-β induz a ativação de STAT1, essencial 

também para a expressão de IRF-1 (Gao et al., 1998). Assim, STAT1 está essencialmente 

envolvido na estimulação da iNOS, seja diretamente pela ligação ao promotor ou 

indiretamente pela indução de IRF-1 (Kleinert et al., 2004). Portanto, após produção de 
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IFN-β temos a sinalização para outros dois fatores de transcrição que irão agir na indução 

da expressão da iNOs. Assim, uma vez que SR-A inibe a ativação de IRF-3 e a expressão 

de IFN-β, confirmamos por Western blot que tanto o DSS como o anticorpo neutralizante 

anti-SR-AI inibem a ativação de STAT-1 (Fig. 9 A) e o anti-SR-AI inibe a expressão do 

mRNA de IRF-1 (Fig. 9 B) induzidas por LPS, mesmo em camundongos TLR4 KO, nos 

quais a ativação de STAT-1 e a síntese de IRF-1 são bem menores. O fato da adição de 

IFN-β exógeno ter restaurado a ativação de STAT-1 inibida pelo anticorpo específico 

anti-SR-AI, mas não a ativação de STAT-1 inibida por DSS, mostra que enquanto anti-

SR-AI e DSS influenciaram negativamente na produção de IFN-β, apenas DSS exerceu 

função modulatória na sinalização do IFN-β em seu receptor para ativação de STAT-1. 

Esses resultados demonstram que outro(s) SR(s) diferente(s) do SR-AI é(são) 

importante(s) na transcrição de iNOS por participar da sinalização induzida pelo receptor 

de IFN-β em uma etapa posterior à estimulação do receptor, mostrando a influência dos 

SRs em dois mecanismos distintos essenciais para a transcrição da iNOS.  

As evidências de que SRs são importantes para sinalizações dependentes de 

endocitose ficam mais fortes quando observamos outros estudos mostrando que, SR-A e 

outro tipo de SR denominado MARCO, regulam negativamente a sinalização de MyD88 

via TLR4 iniciados na superfície celular pela limpeza dos ligantes, mas aumentam a 

resposta inflamatória por receptores com atividade intracelular como TLRs 7/8 e 9 

(Józefowski et al., 2006; Limmon et al., 2008). SR-A/MARCO são capazes de promover 

tanto as respostas dependentes de MyD88 quanto aquelas independentes deste adaptador 

quando se utiliza ligantes de TLR3, comprovando que SRs são essenciais para mediar a 

resposta de TLRs intracelulares e também de outras classes de sensores intracelulares de 

patógenos como NOD2 (domínio de oligomerização de nucleotídeos 2) e NALP3 

(Mukhopadhyay et al., 2011). Os sensores citosólicos NOD2 e NALP3 são alguns dos 

elementos que podem formar os inflamassomos, plataformas multiprotéicas envolvidas 

na ativação da caspase-1 e, subsequentemente, das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-

18. Alguns trabalhos já mostraram também a importância de SR-A na produção da 

citocina pró-inflamatória IL-1β em macrófagos (Godoy et al., 2012; Kobayashi et al., 

2000). Esses resultados comprovam que a função de endocitose dos ligantes por SRs 

favorece a atividade dos TLRs e NLRs intracelulares, mas esta limpeza dos ligantes da 

superfície celular reduz a resposta de TLR4 a patógenos pela via MyD88.  

Os resultados deste trabalho corroboram para a idéia de que SR-A atua juntamente 

com o complexo TLR4/MD2/CD14 mediando rapidamente a ligação e internalização de 
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LPS, sendo que a endocitose aumenta a quantidade de ligantes disponíveis nos 

compartimentos intracelulares, favorecendo e atuando de maneira decisiva para a ativação 

de IRF3, STAT-1 e IRF-1, fatores de transcrição determinantes para a produção de óxido 

nítrico via TLR4 (Fig. 10). Este trabalho demonstrou a importância dos SRs na produção 

de NO mediada por TLR4, mostrando sua necessidade tanto na síntese de IFN-β como na 

ativação de STAT-1 e síntese de IRF-1, fundamentais para a expressão de iNOS e 

consequentemente para a produção de NO.   

 

  

Figura 10. Mecanismo proposto de associação entre TLR4 e SR na ativação de iNOS 

para produção de NO (arte: Douglas Pires Pereira).  
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