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Resumo 
O papel da proteína cinase dependente de RNA de dupla fita (PKR) no 

estado celular antiviral induzido por interferons (IFNs) é bastante conhecido. O 

aumento de sua expressão em resposta à estimulação por IFNs pode resultar em 

sua autofosforilação levando à fosforilação de seu substrato  eIF2-alfa. Este 

evento molecular interfere no início da tradução do mRNA, que por sua vez 

resulta em inibição da síntese protéica. Estudos recentes sugerem o envolvimento 

de PKR em infecções bacterianas. No entanto, como PKR é ativada e qual é o 

seu papel biológico nessas infecções é ainda pouco explorado. Assim, o objetivo 

central do nosso trabalho foi examinar a regulação da expressão da proteína 

cinase PKR na via de sinalização disparada por agonistas dos receptores TLR2 e 

TLR4 em uma linhagem promonocítica humana THP-1. Monócitos THP-1 foram 

tratados com LPS (agonista de TLR4) ou Pam3CSK4 (agonista de TLR2) em 

doses crescentes ou em diferentes intervalos de tempo. Ao final desses 

tratamentos, o RNA total e extratos protéicos foram obtidos para análise da 

abundância relativa do mRNA de PKR por PCR em tempo real e de seus níveis 

protéicos por ensaios de western-blot, respectivamente.  Os resultados mostram 

um aumento significativo dos níveis do mRNA e protéicos de PKR. De modo 

surpreendente, não foi observado qualquer aumento nos níveis dos transcritos de 

IFN-beta ou dos subtipos de IFN-alfa. Além disso, o tratamento das células THP-1 

com LPS ou Pam3CSK4 não resultou na fosforilação de STAT1. Os 

sobrenadantes das células THP-1 tratadas com LPS ou Pam3CSK4 não 

acaretaram na ativação dos promotores de PKR ou ISG56 em ensaios de gene 

repórter conduzidos em células HEK293T. Esses resultados fornecem evidências 

que em monócitos THP-1 expostos à estimulação com agonistas TLR2 e TLR4 

não ocorre a ativação transcricional nem tanto a produção de IFNs do tipo I, e que 

portanto, a expressão de PKR ocorre na ausência de IFNs. Uma vez que a região 

promotora de PKR contém outros elementos regulatórios candidatos para sua 

regulação como NF-IL6, NF-κB, Sp1 e Sp3, decidimos avaliar o efeito de três 

inibidores farmacológicos. O pré-tratamento das células THP-1 com TPCK ou com 

Bay11-7082, inibidores farmacológicos do fator de transcrição NF-κB, inibiu a 

expressão de PKR induzida pelos agonistas bacterianos. O mesmo foi observado 

quando as células foram  pré-tratadas com Mitramicina, um inibidor do fator de 
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transcrição Sp1/Sp3. No entanto, análises da fosforilação de STAT1 em células 

THP-1 diferenciadas a macrófagos sugerem a participação de IFNs em células 

tratadas com o agonista de TLR4, mas não com TLR2. Os monócitos são uma 

das principais células da resposta imune inata sendo essenciais para defesa do 

hospedeiro contra uma gama de patógenos, tendo papel importante na 

septicemia. Assim, avaliamos e comparamos a sobrevivência de camundongos 

WT e PKR-/- em modelo de sepse polimicrobiana. Os resultados revelaram que 

PKR parece ter um papel prejudicial ao hospedeiro, uma vez que a deficiência de 

PKR impede que os camundongos sucumbam à sepse grave. Nossos resultados 

demonstram que a expressão de PKR em monócitos humanos estimulados com 

agonistas TLRs bacterianos ocorre de modo independente de IFNs, e que os 

mecanismos de regulação de sua expressão envolvem fatores de transcrição 

críticos da resposta inflamatória. Além disso, os resultados obtidos de 

experimentos in vivo demonstram que PKR é um importante alvo para estudos de 

septicemia. Portanto, nosso estudo fornece uma nova visão sobre os mecanismos 

de ativação transcricional de PKR e de seu papel sobre a resposta imune inata 

contra componentes bacterianos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



11 
 

 Abstract 
 The role of protein kinase R (PKR) in the antiviral cell state induced by 

interferons (IFNs) is well known. The increase in its expression in response to 

stimulation by IFNs results in its autophosphorylation and phosphorylation of its 

substrate eIF2-alpha. This molecular event interferes with translation initiation of 

mRNA, which in turn results in inhibition of protein synthesis. Recent studies 

suggest the involvement of PKR in bacterial infections. However, how PKR is 

activated and what is its biological role in these infections is still largely 

unexplored. Thus, the central objective of our study was to examine the regulation 

of expression of PKR in the signaling pathway triggered by agonists of TLR2 and 

TLR4 in a human promonocytic, THP-1. THP-1 monocytes were treated with LPS 

(TLR4 agonist) or Pam3CSK4 (TLR2 agonist) in increasing doses or at different 

time intervals. At the end of these treatments, total RNA and protein extracts were 

obtained for analysis of the relative abundance of mRNA PKR by real time PCR 

and protein levels by western blot assays, respectively. The results showed a 

significant increase in the levels of mRNA PKR and PKR protein. Surprisingly, we 

did not observe any increase in the levels of transcripts of IFN-beta or subtypes of 

IFN-alpha. Moreover, treatment of THP-1 cells with LPS or Pam3CSK4 did not 

result in STAT1 phosphorylation. Supernatants taken from THP-1 cells treated 

with LPS or Pam3CSK4 did not caused  the activation of PKR or ISG56 promoters 

in reporter gene assays carried out in HEK293T cells. These results provide 

evidence that in THP-1 monocytes exposed to stimulation with TLR4 and TLR2 

agonists, neither transcriptional activation nor production of type I IFNs is 

observed, and therefore the PKR expression occurs in the absence of IFNs. Once 

the promoter region of PKR contains other regulatory elements as candidates for 

its expression regulation, including NF-IL6, NF-κB, Sp1 and Sp3, we decided to 

assess the effect of three pharmacological inhibitors. The pretreatment of the 

THP-1 cells with TPCK or Bay11 7082, pharmacological inhibitors of the 

transcription factor NF-κB, inhibited the PKR expression induced by bacterial 

agonists. The same was observed when cells were pretreated with Mithramycin, 

an inhibitor of Sp1/Sp3 transcription factor. However, analysis of the 

phosphorylation of STAT1 in THP-1 cells differentiated to macrophages suggests 

the involvement of IFNs in cells treated with the TLR4 agonist, but not with TLR2. 



12 
 

The monocytes are one of the major cells of the innate immune responses and are 

essential for host defense against a wide range of pathogens, having an important 

role in sepsis. We analyzed and compared the survival of WT and PKR-/- 

polymicrobial sepsis model. The results indicated that PKR appears to play a 

detrimental role to the host, as PKR-deficient mice survive from sepsis. Our results 

demonstrate that PKR expression in human monocytes stimulated with bacterial 

agonists TLRs occurs independently of IFNs, and that the regulatory mechanisms 

of its expression involve transcription factors that are critical in the inflammatory 

response. Furthermore, results obtained from the experiments in vivo demonstrate 

that PKR is an important target for studies of sepsis. Therefore, our study provides 

new insight into the mechanisms of transcriptional activation of PKR and its role on 

the innate immune response against bacterial pathogens. 
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1 - Introdução 
 

1.1 - Sistema Imune Inato e Receptores do Tipo Toll  (TLRs) 
 

O sistema imune inato é essencial para sobrevivência dos organismos 

multicelulares e é encontrado tanto em animais invertebrados e vertebrados, 

assim como em plantas. Este é o primeiro sistema de reconhecimento e resposta 

à invasão de microrganismos (Albiger et al., 2007).  

 Até recentemente, a imunidade inata era considerada como sendo uma 

resposta imune não específica mediada por células fagocíticas. Contudo, em 

drosófilas, foi identificada uma proteína essencial que regula a polaridade 

dorsoventral durante a embriogênese, sendo denominada Toll (Anderson et al., 

1985). Subseqüentemente foi mostrado que mutantes de drosófilas que 

apresentavam perda da função do Toll eram altamente susceptíveis à infecção 

por fungo. A partir desta observação pôde-se então sugerir que drosófilas 

expressam um receptor específico responsável por reconhecer e desencadear 

uma resposta a infecções causadas por fungos (Lemaitre et al., 1996). 

 Em 1997, um gene humano similar ao gene Toll (hToll) foi identificado e foi 

mostrado que seu produto era capaz de promover a expressão de genes que 

codificam citocinas inflamatórias e moléculas co-estimuladoras, sugerindo assim 

que Toll, em mamíferos, também desempenham um papel na resposta imune 

inata (Medzhitov et al., 1997).  

Os receptores do tipo Toll (TLRs - Toll-like receptors) reconhecem padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs - Pathogen-associated molecular 

pattern), ativando cascatas de sinalização que regulam a expressão de moléculas 
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efetoras como as citocinas, quimiocinas e moléculas co-estimuladoras (Jones et 

al., 2001). Assim como os PAMPs, os receptores TLRs foram descobertos na 

última década e são altamente diversificados. Sua família consiste de pelo menos 

10 membros em humanos e 13 em camundongos (McGttrick e O`Neill 2010). 

Os TLRs são proteínas transmembranas do tipo I e, como o Toll, são 

caracterizadas por um domínio extracelular contendo repetições ricas em leucina 

(LRR) e um domínio intracelular ou citoplasmático homólogo ao do receptor de 

interleucina I (IL-1R – interleukin-1 receptor), sendo, portanto denominado 

domínio do receptor Toll/IL-1 (TIR) (Gay e Keith 1991). Os receptores de IL-1 

possuem domínio extracelular semelhante ao de imunoglobulinas, enquanto os 

TLRs possuem repetições ricas em leucinas (Figura 1). 
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Adaptado de: Albiger et al, 2007  
 
Figura 1 - Estrutura dos TLRs.  Os receptores do tipo Toll e receptores de 
interleucina 1 (IL-1R) apresentam domínio citoplasmático conservado, 
denominado domínio TIR. No entanto, os domínios extracelulares desses dois 
receptores diferem drasticamente. Os TLRs possuem repetições ricas em 
leucinas (LRR), enquanto que os receptores de IL-1 possuem três domínios 
semelhantes à imunoglobulina. 
 
 

Os receptores do tipo Toll podem ser divididos em dois grupos conforme 

sua localização celular. O primeiro desses grupos é composto por TLR1, TLR2, 

TLR4, TLR5, TLR6, TLR11 e TLR12, que são expressos em superfícies de 

células e reconhecem componentes de membrana microbiana, como lipídeos, 

lipoproteínas e proteínas. O segundo grupo é composto por TLR3, TLR7, TLR8 e 

TLR9, os quais possuem a habilidade de reconhecer ácidos nucléicos 

microbianos, encontram-se localizados no retículo endoplasmático e em vesículas 

intracelulares como endossomos, lisossomos e endolisossomos (Kawai e Akira 

2010). 
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A primeira evidência que os TLRs de mamíferos reconheciam patógenos 

foi registrada através de estudos realizados com camundongos que 

apresentavam uma mutação de ponto que modifica um resíduo conservado do 

domínio citoplasmático de TLR4 (P712H). Essas observações ajudaram a elucidar 

o fenótipo hiporresponsivo à endotoxina bacteriana (LPS) observado em 

camundongos C3H/HeJ. Subsequentemente, gerações de camundongos 

deficientes para cada gene TLR, incluindo o TLR4, revelaram moléculas ou 

padrões moleculares associadas à patógenos (PAMPs) que podem ser 

reconhecidos por cada um deles (Poltorak et al., 1998; Hoshino et al., 1999).  

Assim, posteriormente foi demonstrado que TLR2 associado ao TLR1 ou 

ao TLR6 tem a capacidade em reconhecer diversos componentes bacterianos 

incluindo peptidoglicanos, lipopetídeos e lipoproteínas de bactérias Gram-

positivas e lipopeptídeos de micoplasma. Em particular, TLR1/2 e TLR2/TLR6 

discriminam triacil-lipopopeptídeos e diacil-lipopopeptídeos, respectivamente 

(Takeuchi et al., 1999; 2000; 2001; 2002; Ozinsky et al.,2000). TLR3 reconhece 

RNA de dupla-fita (dsRNA) que é produzido por muitos vírus durante a replicação 

(Alexopoulou et al., 2001). TLR5 reconhece flagelina bacteriana (Hayashi et al., 

2001) . TLR7 reconhece componentes farmacêuticos sintéticos como o Imiquimod 

e Resiquimod (Hemmi et al., 2002). Esses compostos da família imidazoquinolona 

são conhecidos por apresentarem potente atividade antiviral e antitumoral. TLR7 

apresenta alta homologia com TLR8 e também reconhece RNA de fita-simples 

(ssRNA) presente em vários vírus como da   imundeficiência humana tipo I (HIV-

1) (Heil et al., 2004), da estomatite vesicular (VSV) e o do influenza (Lund et al., 

2004). TLR9 reconhece motivos de DNA não metilados (CpG) comumente 

presentes no genoma de bactérias e vírus e apresentam atividades 
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imunoestimulatórias  (Hemmi et al., 2000), além de reconhecer pigmentos de 

hemozoína (Coban et al., 2005). TLR11 reconhece componentes ainda não 

conhecidos de bactérias uropatogênicas e moléculas semelhantes à profilina de 

Toxoplasma gondii (Yarovinsky et al., 2005; Zhang et al., 2004). Após o 

reconhecimento de microrganismos patogênicos, TLRs desencadeiam vias de 

sinalização intracelulares que resultam na indução de citocinas inflamatórias, 

interferons do tipo I (IFN) e quimiocinas (Tabela 1). Até a conclusão desse 

trabalho, não foram ainda estabelecidas as moléculas ligantes para os TLRs-10, -

12 e -13. Para TLR-13 foi apenas descrito que este receptor intracelular é ativado 

em resposta à infecção pelo vírus da estomatite vesicular (VSV) (Edelmann et al, 

2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

 
TLRs 

 
Localização 

 
Ligantes 

  Exógenos  Endógenos  Sintéticos  

 
TLR1 

 
Superfície celular 

 
Lipopeptídeos 

  
Triacil lipopeptideos 

 
TLR2 

 
Superfície celular 

Lipoproteinas/lipopeptideos 
Peptideoglicanos 
Glicolipideos 
Proteínas virais estruturais 
Zymosan 

HSP60 
HSP70 
Acido 
hialurônico 

Diacil e  
triacil lipopeptideos 

 
TLR3 

 
Endossomo 

dsRNA  
ssRNA  

mRNA  
Poly (I:C) 

 
TLR4 

 
Superfície celular 

Lipopolissacarídeos 
Proteínas de envelope 
(vírus) 
Glicoinositolfosfolipideos 

HSP60 
HSP70 
HMGB1 
Fibrinogênio 

 

 
TLR5 

 
Superfície celular 

 
Flagelina 

  
Diacil lipopeptideos 

 
TLR6 

 
Superfície celular 

Diacil lipopeptideos 
Ácido lipotéico 
Zymosan 

 Diacil lipopeptideos 

 
TLR7 

 
Endolisossomo 

 
ssRNA 

 
RNA endógeno 

 
Oligonucleotídeos 

 
TLR8 

 
Endolisossomo 

 
ssRNA 

 
RNA endógeno 

 
Oligonucleotídeos 

 
TLR9 

 
Endolisossomo 

 
CpG-DNA (bactérias e 
vírus) 

 
DNA endógeno 

CpG 
oligodeoxinucleotíde
os 

 
TLR11 

 
Superfície celular 

Proteína tipo profilina (T. 
gondi) 

                                           

    Modificado de: Manavalan et al, 2011; Kumar et al, 2011 
      

Tabela 1. PAMPs reconhecidos por TLRs. Principais ligantes conhecidos dos 
receptores do tipo Toll e sua localização.  
 

1.2 - Vias de Sinalização Induzidas por ligantes do s TLRs  
 

 Ao reconhecerem seus ligantes, a maioria dos TLRs recruta uma proteína 

adaptadora intracelular denominada fator de diferenciação mielóide (MyD88,  

myeloid differention factor 88). MyD88 possui dois domínios, um C-terminal que é 

similar ao domínio TIR e um domínio N-terminal também conhecido como dominio 

de morte (DD – death domain) (Medzhitov et al., 1998). TLRs e MyD88 interagem 

através de seus domínios TIR. Após ativação, o DD de MyD88 recruta membros 

da família cinase que contém DD, a família cinase associada ao receptor de 

interleucina 1 (IRAK – interleukin-1 receptor-associated kinase), entre eles a 
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IRAK-1, -2, -M e -4. A IRAK-1 e 4 que possuem atividade cinase enquanto que 

IRAK-2 e M são cinases de “morte” (Janssens e Bayaert 2003). 

Assim, IRAK é fosforilada e subsequentemente se associa ao fator 6 

associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF-6 – TNF receptor 

associated factor). TRAF6 ativada leva à ativação de um complexo formado pelas 

proteínas TAB1, TAB2, TAB3 e TAK1 (proteína cinase ativada por TGF-β – 

transformimg growth factor-β-activated protein kinase 1). A ativação deste 

complexo leva a ativação de MAPKKK (proteína cinase cinase cinase ativada por 

mitógenos – mitogen-activated protein kinase kinase kinase), como p38, JNK 

(cinase N-terminal Jun – Jun N-terminal kinase), ERK (cinase regulada por sinal 

extracelular – extracellular signal-regulated kinase) (O`Neil 2003; Takeda et al., 

2003) resultando na ativação do fator de transcrição AP-1 (activating protein-1). 

Concomitante, o complexo ativado TAB1, TAB2, TAB3 e TAK1 leva a ativação do 

complexo IKK. O complexo IKK fosforila o inibidor do fator de transcrição de NF-

κB (IκB), liberando e ativando o mesmo (Muzio et al., 1997). Tanto AP-1 quanto 

NF-κB ativados são translocados para o núcleo onde se ligam a regiões 

promotoras de genes que levam a síntese de citocinas pro-inflamatórias. Essa via 

descrita é conhecida como MyD88-dependente (Figura 2).  

No entanto, TLR1/2, 2/6 e 4 sinalizam por esta via utilizando uma outra 

proteína adaptadora que também contém domínio TIR na região carboxi-terminal, 

porém não apresenta o domínio de morte na região amino-terminal. Essa proteína 

adaptadora é conhecida como proteína adaptadora que contêm domínio TIR 

(TIRAP – TIR domain-containing adapter protein) ou adaptadora de MyD88 (MAL 

– MyD88-like adaptor) (Horng et al., 2001) (Figura 2). Dessa maneira, TIRAP 

forma dímeros com MyD88 desencadeando toda a via citada anteriormente.  
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 TLR4, além de sinalizar pela via dependente de MyD88, também sinaliza 

simultaneamente por uma via independente de MyD88 que foi inicialmente 

sugerida nos estudos de Kawai e seus colaboradores em 1999 (Kawai et al., 

1999). Nessa via, ao ser reconhecido o agonista, TLR4 recruta uma proteína 

adaptadora denominada TRAM (TRAM - Trif-related adapter molecule ou TICAM-

2) que também contém domínio TIR que interage com o domínio TIR de TLR4 

(Kawai et al., 2001; Fitzgerald et al., 2003) interagindo posteriormente com outra 

proteína adaptadora que também apresenta um domínio TIR, denominada TRIF 

(ou TICAM-1). Uma vez ativada, TRIF leva à ativação do complexo TBK1/IKKε 

que por sua vez fosforila o fator regulador de interferon 3 (IRF-3 – interferon 

regulatory factor 3), levando a sua ativação e conseqüente dimerização e 

translocação para o núcleo onde se liga à região promotora do gene de IFN-β 

(Oshiumi et al., 2003; Fitzgerald et al., 2003).  

Já o TLR3 sinaliza apenas pela via MyD88-independente e interage 

diretamente com TRIF, induzindo à síntese de interferon-β (IFN-β) através do fator 

de transcrição IRF3, uma via que é crucial para imunidade anti-viral (Hemmi et al., 

2004). Muito embora o TLR3 esteja envolvido no reconhecimento de RNA de fita-

dupla, já foi demonstrado que a falta do TLR3 prejudica apenas parcialmente o 

reconhecimento deste agonista (Yamamoto et al., 2003). Isso ocorre porque o 

poly-IC, um dsRNA sintético que mimetiza RNA de fita-dupla viral, pode 

desencadear a produção de IFNs do tipo I através de outros componentes 

celulares como a proteína cinase dependente de RNA de fita-dupla (PKR - 

double-stranded RNA-dependent protein kinase) (Diebold et al., 2003) e a RNA 

helicase MDA-5, um receptor tipo RIG-I (RLR, RIG-I like receptor) (Meylan e 

Tschopp 2006) (Figura 2).  
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Modificado de Kawai e Akira 2006. 

 
Figura 2: Vias de sinalizações mediadas por TLR2; T LR3; TLR4 
                 
 

Os interferons (IFNs), sintetizados em resposta à ativação dos TLRs e de 

receptores semelhantes a RIG-I (RLRs, RIG-I like receptors) (Schlee et al., 2010) 

e posteriormente secretados no meio extracelular, foram os primeiros membros 

identificados de uma superfamília de proteínas regulatórias denominadas 

citocinas. Em 1957, Issacs e Lindemann descobriram que essas proteínas eram 

capazes de induzir um estado antiviral nas células (Issacs e Lindemann 1957). 

Até o momento, diversas outras funções foram atribuídas a esse grupo como, por 

exemplo, crescimento e diferenciação celular e com a imunomodulação (Stark et 

al., 1998).  
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 Os IFNs são divididos em três grupos: IFNs do tipo I, IFN do tipo II e IFNs 

do tipo III, que são produzidos por células de vertebrados em resposta a uma 

grande variedade de estímulos. O IFN-gama é o único do tipo II e é produzido por 

linfócitos T e células natural killer (NK) ativadas por antígenos ou agentes 

mitogênicos como a fitohemaglutinina e a concavalina-A e ao dsRNA. Já os IFNs 

do tipo I são produzidos em resposta à infecção viral, dsRNA, endotoxinas 

bacterianas, micoplasma, ricketsia e a indutores sintéticos como polinucleotídeos 

e são subdivididos em: alfa, beta, delta, epsilon, kappa, ômega e tau (Stark et al., 

1998; Kontsek et al., 2003).  Os IFNs do tipo III consistem de IFN-λ1, -λ2, -λ3, 

também denominados IL29, IL28A e IL28B. Células tratadas com IFNs-λ, 

apresentam resistência aos efeitos citopáticos induzido por infecções virais 

(Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2001).   

Quando sintetizados os IFNs do tipo I são liberados no meio extracelular e 

são reconhecidos por um único receptor celular pertencente a família de 

receptores de citocinas de classe II e é constituído de duas subunidades 

denominadas IFNAR1 e IFNAR2, que se associam a Tyk2 e Jak1, 

respectivamente. Assim, ocorre a transfosforilação dessas proteínas levando a 

fosforilação de tirosinas na cadeia citoplasmática dos receptores. Este resíduo 

fosforilado torna possível a interação das proteínas STAT1 e STAT2 com o 

complexo IFN-receptor, através dos sítios SH2 existentes nas STATs. Após 

fosforilação, heterodímeros de STATs são formados (STAT1-STAT2) e se 

associam ao fator de transcrição p48, formando o complexo transcricional ISGF3. 

Esse complexo migra para o núcleo onde se liga a seqüências dos elementos 

responsivos estimulados por IFNs (ISRE, IFN-stimulated response element), 

induzindo a transcrição de genes induzidos por IFNs (ISGs), tais como: a proteína 
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cinase ativada por RNA dupla fita (PKR), 2’-5’(A) Oligodenilato sintetase, fatores 

reguladores de IFNs (IRF-1, IRF-2, IRF-7), Mx1, GBP, dentre outros (Platanias 

2005; Lau et al., 2002; Levy et al., 2001). 

TLRs induzem interferons do tipo I através da ativação de membros da 

família de fatores reguladores de IFNs. Essa família em mamíferos é composta de 

9 membros IRF1, IRF2, IRF3, IRF4 (também denominado LSIRF, PIP ou ICSAT), 

IRF5, IRF6, IRF7, IRF8 (também denominado ICSBP) e IRF9 (também 

denominado  ISGF3γ. Os fatores de transcrição mais bem caracterizados e que 

são cruciais para indução de IFN-I são IRF3, IRF7 e ISGF3 (Honda e Taniguchi 

2006; Colonna 2007; Nagarajan 2011). 

A indução de IFN-α ou IFN-β pelas vias de sinalização de TLRs é 

dependente do ligante, do tipo celular e da ativação dos diferentes IRFs. Assim 

TLR3 e TLR4 induzem IFN-β pela ativação de IRF-3. Já TLR9 induz tanto IFN-α e 

IFN-β através da ativação de IRF7 em células dendríticas plasmacitóides pelo 

reconhecimento de CpG do tipo A. No entanto, em células dendríticas e 

macrófagos o reconhecimento de CpG tipo B por TLR9 induz apenas a síntese de 

IFN-β pela ativação de IRF-1(Honda e Taniguchi 2006; Colonna 2007; Nagarajan 

2011). 

1.3 - PKR  
 

 A proteína cinase dependente de RNA de dupla fita (PKR) é uma proteína 

citossólica codificada por um gene estimulado por interferons (IFNs) sendo, 

portanto, um gene cuja expressão é induzida por IFNs nas infecções virais. PKR é 

ativada pela ligação ao RNA de dupla-fita. PKR apresenta níveis de expressão 



24 
 

relativamente basais nas células e existe como uma molécula de 65 kDa em 

células murinas e 68 kDa em células humanas. 

 PKR humana consiste de 551 aminoácidos, com um domínio catalítico 

serina/treonina em sua porção carboxi-terminal (resíduos 258-551). A região 

regulatória amino-terminal de PKR consiste de dois domínios de ligação ao RNA 

de fita-dupla (dsRBDs). Sua atividade é essencial em vertebrados superiores de 

modo a suprimir de maneira efetiva o alastramento de diferentes vírus nesses 

organismos e também é um regulador chave da síntese de proteínas e da 

transcrição gênica (Nanduri et al., 2000).  

 Em condições de estresse celular tais como infecções virais ou estimulação 

por dsRNA sintéticos, PKR sofre mudanças conformacionais que resultam na 

autofosforilação levando à interação e fosforilação de diferentes componentes 

celulares incluindo a proteína cinase cinase MKK6 regulatória da p38 MAP cinase 

(Silva et al., 2004), a subunidade regulatória da proteína fosfatase 2A (B56-α) (Xu 

e Williams (2000) e a subunidade alfa do fator de iniciação da tradução em 

eucariotos (eIF2α) (Panniers e Henshaw 1983). O eIF2α é o substrato mais bem 

caracterizado de PKR nas respostas imune anti-virais (Nonato et al., 2002). 

 A subunidade α do fator de iniciação da tradução do mRNA em eucariotos 

eIF2α é um componente do complexo ternário e estável formado por Met-

tRNAi
Met, GTP e eIF2. A formação deste complexo é um passo essencial na 

montagem da subunidade ribossomal 40S e subsequente síntese protéica efetiva 

(Pain 1996). 

A fosforilação de eIF2α no resíduo serina 51 causa uma dramática inibição 

da síntese de proteínas na célula pelo seqüestro do fator de troca do nucleotídeo 

guanina (eIF2B), um componente chave da maquinaria de tradução. O seqüestro 
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de eIF2B previne a mudança de GDP para GTP em eIF2 e inibe a iniciação da 

síntese de proteínas (Proud 2005). Dessa forma, o efeito antiviral de PKR ocorre 

através da inibição de síntese protéica, impedindo a multiplicação de vírus, 

podendo até levar a morte da célula por apoptose (Der et al., 1997). Em um 

estudo foi proposto que ativação pela dimerização do domínio catalítico leva a 

autofosforilação de treonina 446 e reconhecimento de eIF2α (Dey et al., 2005).    

Além disso, PKR integra e transmite esses sinais não somente a eIF-2α, 

mas também para vários outros fatores como STAT, IRF1, p53, JNK e p38, e 

também esta envolvida na via de NF-κB (Williams 2001; Pindel e Sadler 2011). 

PKR também está envolvida nos processos de morte celular por apoptose através 

da indução da expressão de Fas através da via de sinalização FADD/caspase-8 

(Balachandran et al., 1998). 

O papel de PKR tem sido estudado extensivamente ao longo de vários 

anos nas infecções virais. No entanto, estudos recentes têm demonstrado a sua 

relevância nas infecções causadas por bactérias ou por seus produtos e parasitas 

(Hsu et al., 2004; Cheung et al., 2005; Cabaski et al., 2007; Pereira et al., 2010; 

Vivarini et al., 2011).  

Em seu trabalho publicado em 2004, Hsu e colaboradores mostram que 

macrófagos obtidos de camundongos deficientes de TRIF-1 apresentavam baixos 

níveis de expressão de PKR, sugerindo potencial importância dessa molécula 

adaptadora para expressão de PKR em resposta ao estímulo (Hsu et al., 2004). 

Porém, o mecanismo molecular envolvido ou hipóteses não foram abordados para 

especular esta observação. 

Já Cheung e colaboradores (2005), ao utilizarem monócitos humanos do 

sangue periférico estimulados com bacillus de Calmette-Guérin, observaram que 
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essas células expressavam IL-6, IL-10 e TNF-α de maneira dependente de PKR. 

Embora os níveis de expressão de PKR não tenham sido determinados nessas 

células, esses autores concluíram que PKR possue um papel crítico na regulação 

da resposta imune a infecções causadas por micobactérias, suportando a 

hipótese que PKR é importante para resposta imune inata desencadeada por 

bactérias (Cheung et al., 2005). 

Além disso, a fosforilação de PKR é observada quando macrófagos 

alveolares murinos são estimulados por LPS e Pam3CSK4 resultando na 

produção de citocinas inflamatórias, cuja síntese parece ser dependente da 

fosforilação de PKR. PKR ativada nessas células pode regular a fosforilação de 

JNK1/2 induzida pelo tratamento com os dois agonistas. Entretanto, a ativação de 

NF-κB, também regulada por PKR, é induzida apenas através da ativação de 

TLR4. Assim, esses dados sugerem que a fosforilação de PKR é um passo 

importante na resposta inflamatória mediada por TLR2 ou por TLR4, pelo menos 

em camundongos (Cabaski et al., 2007). 

1.3.1 – Regulação gênica de PKR  

 

O gene eif2ak2, o qual codifica PKR, é constitutivamente expresso em 

todos os tecidos em níveis baixos, e é fortemente induzido por uma variedade de 

respostas associadas ao estresse (Ank et al., 2006). A expressão de eif2ak2 é 

coordenadamente regulada pelos elementos de resposta à estimulação por IFNs 

(ISRE), pela sequencia cinase conservada (KCS), assim como pelos fatores de 

transcrição Sp-1 e Sp-3 que se ligam em sítios GC presentes na região KCS, e 

pela proteína supressora de tumor p53 (Ward e Samuel 2002, 2003; Das et al., 

2006; Yoon et al., 2009). Foi demonstrado que p53 induz diretamente o promotor 
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de eif2ak2 através de um elemento de resposta que está dividido pelo sítio de 

ISRE (Yoon et al., 2009). 

Possíveis funções para os fatores de transcrição Ets, myb, NF-κB, 

antigêno de diferenciação miogênica (MyoD) e o gene E2F também têm sido 

propostas baseadas na identificação de elementos regulatórios para estes fatores 

de transcrição no promotor do gene (Tanaka e Samuel 1994). Além disso, sitios 

semelhantes a elementos de ativação de IFN-γ foram identificados tanto no gene 

eif2ak2 humano quanto no murino, no entanto esses elementos não parecem ser 

funcionais (Tanaka e Samuel 2000; Xu e Williams 1998). 

A expressão de PKR também é regulada pós-transcricionalmente. O 

aumento dos níveis de PKR conduz à sua ativação. Uma vez ativada, PKR regula 

a expressão do seu próprio mRNA através da inibição global da iniciação da 

tradução (Thomis e Samuel 1992). Esse mecanismo também pode ser aplicado 

para outros genes estimulados por IFNs (ISGs). Assim em células onde PKR está 

inativa a tradução de ISGs é permitida, no entanto é restrita nas células onde PKR 

é ativada em resposta a via de sinalização de IFNs. Portanto entender o 

mecanismo de adaptação à resposta a IFNs precisa ser explorado (Garaigorta e 

Chisari 2009). 

1.3.2 – Ativação de PKR 

 

Conforme mencionado acima, PKR pode ser ativada pelo dsRNA, por 

moléculas polianiônicas como a heparina, sulfato de dextrano, sulfato de 

condroitina e poli L-glutamina e por caspases (Bergeron et al., 2000; Fasciano et 

al., 2005). Até o momento não foram descritos nenhum mecanismo que acarrete a 
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ativação de PKR pelas moléculas polianiônicas. Acredita-se que elas se liguem 

aos motivos de ligação ao RNA (RBMs), com exceção da heparina que parece 

ligar ao domínio cinase (Fasciano et al., 2005). Já a ativação de PKR por 

caspases envolve a clivagem proteolítica de PKR no resíduo da asparigina 251 

pelo iniciador apoptótico caspase-8 e pelos efetores caspase-3 e -7 (Saelens et 

al., 2001). 

Além da ativação direta de PKR, PKR também é ativada indiretamente e 

subsequentemente por uma rede de sinalização celular. PKR responde 

indiretamente a IL-1, IFN-γ, fator de necrose tumoral (TNF-α), fator de 

crescimento derivado de plaquetas, assim como por uma variedade de moléculas 

associadas a patógenos e estímulos de estresse (Cheshire et al., 1999; Goh et 

al., 2000; Ramana et al., 2000; Deb et al., 2001). 

A associação desses ligantes a seus receptores conduz a vias de 

transdução de sinal que ativam fatores de transcrição citoplasmáticos latentes. 

Até o momento foram relatados os seguintes fatores de transcrição regulados por 

PKR: NF-κB, c-jun, STAT1 e STAT3, e os fatores de ativação transcricional (ATF 

– activating transcription factors) 3 e 4 (Tanaka e Samuel 1994; Wong et al., 1997; 

Gil et al., 2000; Deb et al., 2001; Guerra et al., 2006; Lee et al., 2007). Desses 

fatores de transcrição, apenas a regulação de ATFs por PKR tem um mecanismo 

claramente estabelecido. O mRNA de ATF-3 e ATF-4 possui múltiplos sítios de 

início da tradução.  Essa característica do mRNA promove a tradução em 

consequência à fosforilação de eIF2-α. Assim a indução de ATF-3 e -4 

dependente de PKR ocorre através do controle de eIF2-α (Guerra et al., 2006).  

Já a ativação dos outros fatores de transcrição por PKR ocorre 

independentemente da fosforilação de eIF2-α.  Com relação à NF-κB, PKR parece 
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afetar a sua atividade pela associação com o complexo IκB (Gil et al., 2004).  Um 

plausível mecanismo de ativação de NF-κB e outros fatores de transcrição por 

PKR foi demonstrado pelo envolvimento da proteína ativadora de proteínas 

cinases induzidas por IFNs (PACT – protein activator of the IFN-inducible protein 

kinase) e pelos fatores associados à TNFR (TRAFs – TNFR-associated factores).  

TRAFs tem um papel principal nas vias de sinalização desencadeadas por 

patógenos. Significativamente, motivos consensos de TRAF em PKR estão 

associados com o sinal disparado pelos receptores do tipo Toll e helicases 

semelhantes à RIG que então recrutam TRAFs para ativar NF-κB, através de 

TRAF-2 e -6 (Yamashita et al., 2008; Sondarva et al., 2010). Experimentos 

recentes têm explorado a não ativação de NF-κB induzida por TNF-α em 

decorrência da deleção de PKR, corroborando essa associação de TRAFs numa 

sinalização dependente de PKR (Takada et al., 2007). 

PACT codifica 3 RBMs que medeiam a interação com PKR (Huang et al., 

2002). Embora PACT codifique 3 RBMs e ligue-se ao dsRNA, PACT pode ativar 

PKR independentemente do dsRNA (Peters et al., 2001). Sinais de estresse 

celular resultam na fosforilação de PACT na serina 18, seguida de pela interação 

com PKR (Bennett et al., 2004). A ativação de NF-κB, IRF-1 e STAT1 mediada 

por PKR também é mediada por PACT, uma vez que células que não expressam 

a forma ativa de PACT tem uma atenuação da expressão desses fatores de 

transcrição. O requerimento de PACT na ativação desses fatores de transcrição 

não contradiz a sinalização mediada por TRAFs. PACT poderia fornecer um sinal 

de ativação que então permitiria PKR associar-se com TRAFs engatilhando a 

subsequente ativação de vários fatores de transcrição (Yoshida et al., 2012). 
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1.4 – Os fatores de transcrição Sp e NF- κB 

1.4.1 – Sp 

 

Sp1, foi o primeiro membro identificado da família Sp. O nome Sp1 é um 

acrônimo derivado de sua descrição original como proteína específica 1. Sp1 foi o 

primeiro regulador sequencia específico de transcrição gênica de mamíferos, por 

ter sido identificada sua capacidade para se ligar e ativar sítios ricos em GC no 

inicio do promotor do vírus SV40 (Kadonaga, et al., 1987).   Desde então mais 7 

membros foram identificados e foram numerados de Sp2-8, de acordo com a 

ordem de descoberta (Bouwman e Philipsen 2002). O papel funcional desses 

membros tem sido estudado, mas Sp1 e Sp3 têm sido mais explorados. 

 Sp1 e Sp3 têm expressão ubíqua, enquanto que a expressão de Sp4 é 

restrita ao cérebro e no desenvolvimento dos testículos. A expressão de Sp2 é 

observada numa serie de linhagens celulares, no entanto, não existem dados 

disponíveis sobre os níveis de expressão em tecidos (Kingsley et al., 1992). Sp7 

foi identificado como um fator de transcrição específicos dos ossos requerido para 

diferenciação de osteoblastos e formação óssea (Nakashima et al., 2002). Os 

modelos de expressão de Sp5, Sp6 e Sp8 precisam ser investigados. Os 

primeiros 4 membros da família Sp, Sp1-4, estão mais estreitamente relacionados 

uns com os outros do que Sp5-8. Sp1-4 possuem um domínio de ativação N-

terminal e um domínio de ligação ao DNA C-terminal. Sp3 também contem um 

domínio inibitório que acredita se mediar a supressão da ativação de Sp3. 

Também acredita se que Sp3 inativo ou fracamente ativo age como um repressor 

de genes ativados por Sp1 por competir com os mesmos sítios de ligação (Hagen 

et al., 1992). As proteínas Sp 2-8 são menores, não possuem o domínio de 
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ativação N-terminal de Sp1-4 o que pode explicar o reduzido potencial de ativação 

transcricional (Marin et al., 1997). 

 Sp1 e Sp3 são alvos de modificações pós-traducionais. Essas 

modificações contribuem para suas funções tecido específico. A proteína Sp1 é 

modificada por acetilação, glicosilação e fosforilação, enquanto que Sp3 sofre 

acetilação o que promove a sua inibição (Chun et al., 1998; Iwahori et al., 2007; 

Hung et al., 2006; Braun et al., 2001; Goldberg et al., 2006).  Existe somente um 

único transcrito de Sp1, mas a fosforilação gera duas isoformas de Sp1 nas 

células mieloides; a isoforma de 95-kDa que não é fosforilada e outra de 105-kDa 

é fosforilada. Além disso, uma terceira forma menor encontrada em células 

mieloides. Essa isoforma dominante negativa de 30-kDa é gerada pela 

degradação da proteína nas células mieloides. Para cada uma dessas isoformas 

de Sp1 parecem ter um papel diferente na modificação da regulação tecido-

específica de genes mielóides (Rao et al., 1998).  

A fosforilação de Sp1 parece contribuir para ativação tecido específica de 

alguns genes mieloides específicos. Sp1 é um importante regulador do promotor 

de CD14 (Resendes e Rosmarin 2004). CD14 é uma molécula importante no 

reconhecimento de LPS e Pam3CSK4. Já foi demonstrado também que a 

molécula CD14 é capaz de interagir fisicamente com os agonistas TLRs: 

triacillipopeptídeos, RNA fita-dupla, peptidoglicano e LPS (Nakata et al., 2006; Lee 

et al., 2006; Dziarski et al., 2000; Kim et al., 2005), participando de forma 

importante das vias de sinalização desencadeada por esses. Além de se associar 

a esses agonistas, CD14 também é capaz de se associar com TLR4 e juntamente 

com a proteína de ligação ao LPS (LBP) são essenciais para ativação desse 
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receptor por este agonista (Muta e Takeshige, 2001). CD14 também é expresso 

após o processo de diferenciação (Schwende et al., 1996). 

 Os fatores Sp são conhecidos por regularem aproximadamente 20 genes 

mielóides específicos, incluindo moléculas de adesão celular, cinases e proteínas 

granulares. Alguns exemplos são CD11b, CD11c, PU.1, mieloperoxidase, CD18, 

c-fes, dentre outros. Alguns desses boxes GC se associam exclusivamente por 

Sp1 ou Sp3, enquanto que outros podem se ligar a outros fatores (Resendes e 

Rosmarin 2004). 

1.4.2 - NF-κB 

 

Sen e Baltimore (1986) descreveram NF-κB como um fator de transcrição 

nuclear que se ligava a uma região reguladora do gene da cadeia leve kappa 

(sítio κB) em células B. Desde então, o NF-κB se tornou um dos mais estudados 

fatores de transcrição, pois é essencial na resposta imune inata e adaptativa. 

Além disso, sabe-se hoje que sua ativação tem um papel fundamental em vários 

processos biológicos, como na inflamação, na apoptose, na proliferação celular e 

em várias patologias, inclusive no câncer (Siebenlist et al., 2005; Karin e Greten 

2005; So e Ouchi  2010; Tilstra et al., 2011). 

NF-κB é uma proteína dimérica, cujos monômeros pertencem à família das 

proteínas Rel/ NF-κB. Em mamíferos, essa família é constituída por p105 (NF-

κB1; o precursor de p50), p100 (NF-κB2; o precursor de p52), REL/cREL, REL-A 

(também conhecido como p-65) e REL-B. Essas proteínas dimerizam para formar 

NF-κB. Todas as combinações homo ou heterodímeras são possíveis e 

contribuem para a atividade de NF-κB, com exceção da REL-B, que interage 
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apenas com p50 ou p52. Todos os membros da família possuem um conservado 

domínio de homologia REL (RHD - rel-homology domain), de aproximadamente 

300 aminoácidos, o qual apresenta três motivos: um para a ligação específica a 

sequências de DNA; um para a dimerização; e um para a localização nuclear, 

conhecido como sinal de localização nuclear (NLS - nuclear-localization signal). 

Esse domínio de homologia REL (RHD) permite a ligação de NF-ĸB à sequências 

no DNA conhecidas como sítios κB (5-GGGRNNYYCC-3; R, A ou G; Y, C ou T; N, 

qualquer nucleotídeo) presente na região promotora de vários genes (Kawai e 

Akira 2007; Siebenlist et al., 2005; Karin e Greten, 2005). As proteínas REL, REL-

A e REL-B possuem também o domínio de transativação (TAD - transactivation 

domain), responsável pela ativação de promotores gênicos, por interagir com o 

aparato transcricional da célula (Siebenlist, et al., 2005). 

Em células não estimuladas, o NF-κB é mantido inativo no citoplasma pela 

interação com membros da família de proteínas inibitórias IκB. (Ghosh e Hayden 

2008). 

Existem vários sinais que ativam NF-κB. Ligantes de receptores do tipo Toll 

(TLRs) como LPS via TLR4, flagelina via TLR5, CpG via TLR9 são potentes 

ativadores. Fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1), duas principais 

citocinas pró-inflamatórias, são ativadores como também alvos transcripcionais de 

NF-κB. Outros ativadores incluem receptores de antígenos encontrados em 

células imune adaptativas, como o receptor de células T (TCR) e o receptor de 

células B (BCR), além de outros receptores como CD40, BAFFR, RANK e LT-βR. 

Adicionalmente, fatores de crescimento, como exemplo, o fator de crescimento de 

hepatócitos (HGF) ativa NF-κB (Tilstra et al., 2011; Siebenlist et al., 2005). 
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A ativação de NF-κB acontece através de duas principais vias: a via 

clássica (canônica) e a via não-clássica ou alternativa (não-canônica). 

Entre as vias de sinalização que culminam na ativação clássica de NF-κB, 

está a via mediada pelos receptores do tipo Toll. Todos os TLRs ativam NF-κB 

através da via dependente de MyD88 ou TRIF ou ambas conforme descrito acima 

(Tilstra el at., 2011; Kawai e Akira, 2007). 

A via de sinalização alternativa acontece no desenvolvimento de órgãos 

linfóides, o qual é requerido para o desenvolvimento de células B e T. Nela o 

heterodímero formado é o p52-REL-B. Essa via é desencadeada por um número 

limitado de receptores (CD40, LTβ, BAFF, RANK). Um estímulo, através de 

qualquer um desses receptores, ativa o homodímero IKKα, e não IKKγ ou IKKβ. 

Esse complexo fosforila p100, ocasionando seu processamento em p52. REL-B e 

p52 formam um heterodímero e translocam para o núcleo para regular a 

transcrição de genes alvos (Tilstra el at, 2011; Kawai & Akira, 2007). 

Centenas de genes são reguladas por NF-κB. Entre esses estão incluídos 

genes que codificam citocinas, quimiocinas, moléculas co-estimuladoras, 

imunoreceptores, como também proteínas em resposta a estresse, fatores de 

crescimento e seus receptores. A maioria dos genes regulados pelo NF-κB estão 

envolvidos na resposta imune, inflamação, apoptose e proliferação celular (Karen 

e Greten, 2005; Kawai e Akira, 2007; Tilstra et al., 2011). 

NF-κB regula genes envolvidos com a diferenciação de vários tipos de 

células imunes. Monócitos são diferenciados a macrófagos após serem 

recrutados para o sitio da infecção e serem expostos no local a citocinas do meio.  

Macrófagos diferenciados podem ser divididos em dois tipos baseados tanto na 

função quanto na expressão de citocinas. Macrófagos M1 produzem IL-1, IL-6, 
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TNF-α, dentre outras citocinas inflamatórias e como resultado recrutam neutrófilos 

e também ativam linfócitos conduzindo a resposta imune adaptativa. Linfócitos T 

ativados proliferam e liberam mais citocinas incluindo IFN-γ, IL-6 e TNF-α, 

acarretando a diferenciação de mais macrófagos M1 o que recruta mais linfócitos 

T. Macrófagos M1 e Linfócitos T estão relacionados com as doenças inflamatórias 

crônicas. A segunda classe de macrófagos, M2, participam da resposta a lesões 

epiteliais.  Macrófagos M2 secretam a citocina anti-inflamatória IL-10. A 

diferenciação de monócitos em Macrófagos M1 ou M2 dependente da ativação de 

NF-κB, em resposta a citocinas produzidas por linfócitos ou por outras células do 

sistema imune, é um fator crítico nas doenças metabólicas inflamatórias (asma, 

artrite reumatoide, diabetes) (Mantovani et al. 2005; Gordon e Martinez 2010). 

Assim a ativação da via de NF-κB está envolvida na patogênese das 

doenças inflamatórias crônicas tais como a asma, artrite reumatoide e doença 

inflamatória do intestino. Além disso, alterações na regulação de NF-κB podem 

estar relacionadas com outras doenças (aterosclerose e Alzheimer), nas quais a 

resposta inflamatória esta pelo menos em parte envolvida. Finalmente, 

anormalidades na via de NF-κB estão também frequentemente envolvidas em 

uma variedade de cânceres humanos (Mantovani et al., 2005). 

1.5 - Interferons do tipo I e as infecções bacteria nas. 
 

 Embora interferons do tipo I sejam conhecidos por induzirem de forma 

robusta a resposta antiviral do hospedeiro, o papel de IFNs do tipo I na resposta 

bacteriana é variável e muitas vezes prejudicial para o hospedeiro. Por exemplo, 

IFNs do tipo I desempenham um importante papel na mediação da patologia no 

choque séptico induzido por LPS (Karaghiosoff et al., 2003). Surpreendentemente 
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alguns estudos tem mostrado que IFNS do tipo I podem agir prejudicando a 

eliminação de bactérias. Camundongos deficientes do receptor de IFN do tipo I 

(IFNAR) apresentam um numero reduzido de Listeria monocytogenes, no fígado e 

no baço quando comparado com esses órgãos de camundongos selvagens 

(Auerbuch et al., 2004; Carrero et al., 2004; O’Connell et al., 2004). Além disso, 

IFNs do tipo I prejudicam a eliminação de Chlamydia do trato genital e pulmão 

durante a infecção com diversas linhagens de Mycobacterium (Nagarajan et al., 

2008; Qiu et al., 2008) e também prejudica a sobrevivência de camundongos 

durante a infecção com Francisella tularensis (Henry et al., 2007). Uma 

possibilidade pelo qual IFNs do tipo I agem de forma prejudicial em alguns 

quadros de infecções bacterianas é devido a eles predisporem linfócitos a 

apoptose acarretando a supressão da resposta imune inata in vivo (Carrero e 

Unanue 2006). Outra possibilidade é que IFNs do tipo I estimulam a produção de 

IL-27, uma citocina que suprime fortemente a produção de IL-17A que parece ter 

um papel importante na eliminação de bactérias mediada por neutrófilos (Guo et 

al., 2008; Meeks et al., 2009; Henry et al., 2010). 

 No entanto, em alguns processos de infecção bacteriana IFNs do tipo I tem 

um papel crucial na resistência a infecção. Por exemplo, camundongos 

deficientes do receptor de IFN do tipo I têm a sobrevivência reduzida e um 

aumento da carga bacteriana durante infecções com Streptococcus do grupo B, 

Streptococcus pneumoniae e Escherichia coli. A suscetibilidade desses 

camundongos a essas infecções correlacionam-se com a redução da produção de 

citocinas tais como TNF-α e IFN-γ. (Mancuso et al., 2007). Assim, no contexto das 

respostas as infecções, IFNs do tipo I parecem ter uma variedade de funções 

imunes benéficas e prejudiciais muitas das quais precisam ser bem entendidas.  
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 Por isso a importância de estudos relacionados à via de sinalização de 

IFNs do tipo I e de genes ativados por essa via em células do sistema imune no 

contexto das infecções bacterianas.  

1.6 – Monócitos 
 

Monócitos são um subgrupo de células da série branca do sangue que 

podem se diferenciar em macrófagos e em células especializadas como células 

dendríticas (DC – dendritic cells). Constituem aproximadamente 5 a 10% dos 

leucócitos humanos e estão presentes em mamíferos, aves, anfíbios e peixes. 

Monócitos sanguíneos são derivados de células precursoras na medula óssea e 

medeiam defesa antimicrobiana, estão implicados em muitas doenças 

inflamatórias como aterosclerose e podem ser recrutados para sítios de tumor. 

Além de reconhecerem microrganismos essas células são capazes de reconhecer 

lipídios e células mortas (Shi e Pamer 2011). 

Durante processos infecciosos monócitos e células derivadas de monócitos 

podem também entrar nos nódulos linfáticos e promover uma resposta imune 

adaptativa (Shi e Pamer 2011). 

Os monócitos são divididos em 3 subgrupos baseados na expressão de 

CD14 e CD16. Monócitos clássicos (CD14++CD16-) são os mais prevalentes no 

sangue humano, são similares aos monócitos LY6Chi e expressão o receptor de 

quimiocina 2 CCR2 (CC-chemokine receptor 2). Já a população que expressa 

CD16 é dividida em dois subgrupos: os monócitos intermediários (CD14++CD16+) 

e os monócitos não clássicos (CD14+CD16++) (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Os 

monócitos CD14+CD16++ são similares aos monócitos murinos LY6Clow. Tanto 
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monócitos clássicos quanto não clássicos expressão o receptor de quimiocina 1 

CX3CR1 (CX3C-chemokine receptor 1) (Auffray et al., 2009). 

Em resposta ao LPS monócitos clássicos sintetizam IL-10, G-CSF, CCL2, 

RANTES, IL6 e IL-8; monócitos intermediários sintetizam IL-6 e IL-8 enquanto que 

monócitos não clássicos sintetizam TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 (Wong et al., 2012). 

Monócitos clássicos estão relacionados com processo de fagocitose, já 

monócitos intermediários estão envolvidos com estimulação e proliferação de 

células T, com a angiogênesis e síntese de espécies de oxigênio reativo (ROS - 

reactive oxygen species), enquanto que monócitos não clássicos também estão 

envolvidos com estimulação e proliferação de células T (Wong et al., 2012). 

As células THP-1 foram obtidas de um paciente com leucemia monocítica 

aguda. Desde então essa linhagem de célula é utilizada como um modelo de 

estudo da resposta imune de monócitos e macrófagos (Tsuchiya et al., 1980). 

Comparada com outros tipos de células mieloides como HL-60 e U937, células 

THP-1 diferenciadas se assemelham mais aos macrófagos derivados de 

monócitos no sangue (Auwerx 1991). As células THP-1 também apresentam 

respostas similares a de monócitos obtidos de frações presentes em células 

mononucleares do sangue periférico (PBMCs - peripheral blood mononuclear 

cells) como demonstrado em um estudo que sugere que essas células são um 

bom modelo para estudo de mecanismos da expressão gênica dependente de 

LPS e NF-κB (Sharif et al., 2007). 

Além disso, mimetizam in vitro várias funções fisiológicas como, por 

exemplo, as respostas exibidas por células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) e neutrófilos obtidos de pacientes que apresentam quadro clínico de 

septicemia (LaRue et al., 1994). Também são utilizadas como modelo para estudo 
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da função e regulação de monócitos e macrófagos no sistema cardiovascular e na 

periodontite (Baqui et al., 1998; Qin 2011; Yee et al., 2012). 
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2 – Justificativa 
 

As infecções bacterianas têm sido extensivamente estudadas, e diversos 

estudos têm ajudado a desvendar os mecanismos moleculares associados a este 

processo. Estudos recentes têm demonstrado que a proteína cinase PKR, cujo 

papel em infecções virais já é bastante conhecido, emerge como um importante 

mediador das respostas desencadeadas pelas infecções bacterianas.  

PKR é uma proteína cinase reguladora chave da síntese protéica e é 

ativada por interferons (IFNs) e RNA de fita-dupla (dsRNA) gerado em infecções 

virais. Embora múltiplas funções fisiológicas de PKR tenham sido reveladas, o 

seu envolvimento sobre a iniciação da tradução do mRNA, sobre a ativação 

transcricional, durante o processo inflamatório desencadeado por agonistas não-

virais é desconhecido. 

No entanto, temos evidências preliminares mostrando que a inibição da 

síntese protéica induzida pelo tratamento com LPS é prejudicada em esplenócitos 

deficientes de PKR e em monócitos THP-1 tratadas com esse agonista. 

Monócitos, neutrófilos e macrófagos são fagócitos profissionais que 

desempenham papéis importantes na defesa do hospedeiro como críticos 

componentes celulares do sistema imune inato. Estes leucócitos têm a 

capacidade de reconhecer rapidamente os patógenos, mediar a fagocitose, e 

responder com a produção de oxigênio reativo e espécies de nitrogênio, 

peptídeos antimicrobianos, e mediadores inflamatórios. 

Monócitos não aparentam ser células eficientes na síntese de interferons a 

não ser quando primadas com IFN-γ ou com fator estimulador de colônias de 

granulócitos e macrófagos (GM-CSF) esses fatores também causam um robusto 
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efeito naexpressaõ de TLR2 e TLR4 nessas células. Além disso, monócitos 

diferenciados a macrófagos expressão significativamente mais TLR4 após 

tratamento com LPS quando comparados com monócitos submetidos ao mesmo 

tratamento.  Dados da literatura também mostram a ativação de PKR por 

agonistas que não acarretam a síntese de IFN-I em macrófagos alveolares  

Assim, levando em consideração os dados abordados acima, levantamos a 

hipótese de que PKR poderia ser expressa em monócitos humanos na ausência 

de IFN-I em resposta aos agonistas TLR2 (Pam3CSK4) e TLR4 (LPS).  

Para esse fim utilizamos células THP-1 por serem uma linhagem 

promonocitária humana que expressam baixos níveis de CD14, se diferenciam a 

células semelhantes à macrófagos e mimetizam in vitro varias funções fisiológicas 

como, por exemplo, as respostas exibidas por células mononucleares do sangue 

periferico (PBMC) e neutrófilos obtidos de pacientes que apresentam quadro 

clínico de septicemia.  

A relevância deste trabalho está no fato de que estes estudos nos ajudarão 

a compreender o modo como a proteína cinase PKR é expressa durante 

processos inflamatórios bacterianos na ausência de interferon do tipo I. 
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3 – Objetivos 
 
OBEJTIVO GERAL:  

 Definir o modo de regulação da expressão de PKR na resposta celular a 

agonistas bacterianos dos receptores TLR2 e TLR4. 

OBEJTIVOS ESPECÍFICOS: 

1) Examinar os níveis do mRNA e protéicos de PKR em promonócitos humanos  

THP-1 estimulados com os agonistas inflamatórios dos receptores TLR2 e TLR4. 

a) Avaliar a abundância relativa dos mRNAs de PKR e TNF. 

b) Avaliar a expressão de PKR.  

2) Avaliar o envolvimento de interferons do tipo I e fatores de transcrição Sp1 e 

NF-κB na ativação transcricional de PKR em células THP-1 estimuladas com LPS  

e Pam3CSK4.  

a) Avaliar a abundância relativa dos mRNAs de IFN-beta e subtipos de IFN-

alfa. 

b)  Correlacionar a expressão de PKR e a fosforilação de STAT1. 

c) Determinar o efeito dos sobrenadantes obtidos de células THP-1 tratadas 

com LPS e Pam3CSK4 sobre a ativação do promotor de PKR e de ISG56, 

outro gene ativado por IFNs do tipo I. 

d)  Determinar o efeito da ativação específica da via MyD88-dependente 

sobre a atividade do promotor de PKR em células HEK293T. 

e) Avaliar a ativação do promotor de E-selectina e IFN-β que possui sítios 

para IRF-3 nas células THP-1 tratadas com LPS. 

f) Avaliar a fosforilação de STAT1 em células THP-1 tratadas com poly-IC. 

g) Avaliar o efeito de inibidores dos fatores de transcrição Sp1 e NF-κB sobre 

a expressão de PKR. 
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3) Avaliar a fosforilação de STAT1 em macrófagos diferenciados de monócitos 

humanos  THP-1 estimulados com os agonistas inflamatórios dos receptores 

TLR2 e TLR4. 

4) Examinar a contribuição in vivo de PKR, avaliando e comparando a 

sobrevivência de camundongos WT e PKR-/- em modelo de sepse polimicrobiana. 
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4. Materiais e Métodos 

4.1 – Células 
 

 As células THP-1 (número ATCC TIB-202) são provenientes do laboratório 

do Dr. Bryan R. G. Williams, Department of Cancer Biology, Cleveland Clinic 

Foundation, Cleveland, OH, USA.   

Para o seu cultivo, as células eram retiradas do estoque de nitrogênio 

líquido e imediatamente descongeladas em banho de água a 37°C. A suspensão 

celular era então plaqueada em um frasco estéril de cultura de células (TPP, 75 

cm2) contendo meio RPMI-1640 (LGC-Brasil) suplementado com 10% SFB, 2mM 

L-glutamina (GIBCO) e antibióticos  Penicilina G (100 U/mL, Gibco) e  

Estreptomicina (100 µg/mL, Gibco) e incubadas em estufa a 37ºC, em atmosfera 

de 5% CO2. Para a manutenção das células em cultivo, tão logo atingissem 

confluência de 80-90%, dois terços da suspensão celular eram desprezados e 

quantidade similar de meio RPMI-1640 suplementado era adicionado à cultura.  

Para o congelamento, as células apresentando 90-100% de confluência 

eram centrifugadas a 200 x g por 7 minutos, sendo posteriormente ressuspensas 

em meio de congelamento contendo 90% SFB em meio RPMI. Isso resultou numa 

suspensão à qual foi adicionado DMSO (SIGMA) gelado, gota a gota e sob 

agitação leve e constante, para atingir concentração final 10%. Um mililitro e meio 

da suspensão foram distribuídos por tubo de congelamento (Corning), quando 

então foram transferidos para freezer a -70ºC e, posteriormente, foram estocados 

em botijão de nitrogênio líquido a -196ºC.  

 As células HEK293T (número ATCC CRL-11268) são linhagens 

imortalizadas de células epiteliais de rim de embrião humano contendo o antígeno 

T do vírus simian SV40 (HEK293T). Para o seu cultivo, essas células eram 
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retiradas do estoque de nitrogênio líquido e imediatamente descongeladas em 

banho de água a 37°C. A suspensão celular era então  plaqueada em um frasco 

de cultura de células (TPP, 25cm2) contendo meio DMEM (Meio Eagle Modificado 

Dulbecco’s-LGC-Brasil) suplementado com 10% SFB (GIBCO) e antibióticos 

Penicilina G (100U/mL, Gibco) e Estreptomicina (100µg/mL, GIBCO) e 4% de 

glicose, e incubada em estufa a 37ºC, em atmosfera de 5% CO2. No dia seguinte, 

o meio era renovado com a finalidade de desprezar células não viáveis e que não 

se aderiram à superfície do frasco.  

Ao atingirem 80-90% de confluência nos dias subsequentes, era realizada 

a passagem para outro frasco de cultura estéril (TPP, 75 cm2) para a manutenção. 

Para realizar as passagens, o meio de cultura era desprezado do frasco, e a 

monocamada de células era então lavada com PBS 1X (NaCl 140mM; Na2HPO4 

10mM; KH2PO4 1Mm; KCl 2 mM). Em seguida, eram adicionados 1 a 2 mL de 

solução de Tripsina (0,25%)-EDTA por frasco, o qual era então incubado a 37ºC 

por 1 minutos. Posteriormente, as células eram ressuspensas em meio completo 

fresco e transferidas para novos frascos na razão desejada (1:5, 1:10 por 

exemplo). 

Para o congelamento, as células apresentando 90-95% de confluência 

eram lavadas em PBS e tripsinisadas como descrito acima, sendo posteriormente 

ressuspensas em meio de congelamento contendo 90% SFB em DMEM. Isso 

resultou numa suspensão à qual foi adicionado DMSO (SIGMA), gota a gota e 

sob agitação leve e constante, para atingir concentração final 10%. Um mililitro e 

meio da suspensão foram distribuídos por tubo de congelamento (Corning), 

quando então foram transferidos para freezer a -70ºC e, posteriormente, foram 

estocados em botijão de nitrogênio líquido a -196ºC. 
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4.1.1 – Tratamento Celular 

 

Para a realização dos estudos em monócitos THP-1, as células eram 

mantidas em garrafas de 75 cm2 e então eram transferidas para tubos de 50 mL e 

centrifugadas a 200 x g durante 7 minutos a 4ºC em centrífuga (Heraeus Multifuge 

X3R, Thermo Scientific). O sobrenadante era descartado e o sedimento era 

resuspenso em 10 mL de meio RPMI1640 10%SFB e, posteriormente, as células 

eram contadas em câmara de Neubauer.  

Todos os experimentos foram realizados em placas de 6 poços (TPP) com 

densidade de 1,5 x 106 células/mL. As células eram deixadas sem tratamento ou 

tratadas com Lipopolissacarídeo (LPS) O55:B5 (Sigma, USA) nas concentrações 

1, 10, 100 e 1000ng/mL diluído em PBS 1X e com Pam3CSK4 (EMC 

Microcollections, Alemanha) diluído em meio DMEM nas concentrações de 1, 10, 

50 e 100 ng/mL, durante 18 horas. Também foram realizados experimentos de 

cinética nos tempos de 5, 15 e 30 minutos e 1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas com as 

células THP-1 estimuladas ou não com LPS (1µg/mL) ou com Pam3CSK4 

(100ng/mL) ou com 1000 U/mL IFN-A2 (Roferon A, Roche) ou com poly-IC (P-

1530, Sigma) (100 µg/mL). As células THP-1 também foram tratadas com 25 µM 

de TPCK ou com BAY 11-7082 (Sigma) em diferentes concentrações, ambos 

inibidores de NF-κB, 20 minutos ou 30 minutos, respectivamente, antes dos 

tratamentos com os agonistas de TLR2/4 e com 1µM de Mitramicina-A (MiA – 

Sigma-Aldrich), um inibidor de Sp1, 30 minutos antes dos tratamentos com os 

agonistas de TLR2/4. Experimentos que visaram à obtenção do sobrenadante 

foram realizados em placas de 10cm2 (TPP) por diferentes intervalos de tempo. 
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Células HEK293T foram transfectadas ou não com 3µg do plasmídeo 

MDA5 para controle da amplificação das seqüências de IFN-α e IFN-β em 

experimentos de PCR em tempo real através do método polímero catiônico 

descrito abaixo. 

As células THP-1 e HEK293T também foram utilizadas em experimentos 

de transfecção para análise de genes repórteres pela atividade da luciferase 

conforme descrito abaixo. 

4.1.2 – Viabilidade Celular  

 

A fim de verificar a viabilidade das células THP-1 após 24 horas de 

tratamento com os agonistas TLR2/4; 1,5 x 106 células foram plaqueadas em 

placas de 12 poços e tratadas com LPS (1µg/mL) ou com Pam3CSK4 (100 

ng/mL) em triplicata durante 24 horas. Em seguida o sobrenadante foi coletado e 

transferido para tubos de 1,5 mL (Axygen Scientific), a monocamada foram 

adicionados 500 µL de PBS/EDTA por poço com auxilio de seguidas e suaves 

resuspensões as células aderidas pelo tratamento foram transferidas para os 

respectivos tubos. Realizou-se centrifugação 200 x g por 7 minutos (centrifuga 

5424 Eppendorf), o sobrenadante foi descartado e o sedimento resuspendido em 

1 mL de meio completo.  A contagem do número de célula foi realizada utilizando 

Azul de Tripan 0,2% (Sigma-Aldrich).  O índice de viabilidade celular (IVC) foi 

dado utilizando a seguinte formula: 
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DCV = número total de células vivas 

DCM= número total de células mortas 

4.1.3 – Diferenciação Celular 

 

Células da linhagem THP-1 mantidas em frascos de cultura de 75 cm2 

foram transferidas para tubos de 15 ml e centrifugadas a 200 x g por 7 minutos a 

4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento re ssuspenso em 10 ml de 

meio RPMI-1640 (LGC-Brasil) suplementado com 10% de SFB e antibióticos. 

Posteriormente as células foram contadas na câmara de Neubauer. Foram 

preparadas placas de 6 poços com a densidade de 1,5 X 106 células/mL. As 

células foram tratadas ou não com Parabol 12-Miristato13-Acetato (PMA) (Sigma-

Aldrich) (100 mM) durante 72 horas. Em seguida, as células foram tratadas com 

os agonistas de TLR2/4 em diferentes intervalos de tempo. 

4.2 - Detecção dos níveis de expressão do RNA mensa geiro (mRNA) 
 

4.2.1 - Extração do RNA total 

 

Células THP-1 estimuladas conforme descrito no item acima que eram 

destinadas ao experimento de qRT-PCR foram transferidas para tubos de 15mL 

(TPP) e centrifugadas a 200 x g por 7 minutos. Paralelamente, 1 mL de Trizol 

(Invitrogen) era adicionado em cada poço, de modo que o RNA total fosse obtido 

também  de células que pudessem ter aderido em decorrência da estimulação. Ao 
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término da centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o Trizol de cada poço 

era transferido para os tubos correspondentes. O sedimento era então 

ressuspendido. O homogenato obtido era transferido para tubos de 

microcentrífuga 1,5 mL (Axygen Scientific) autoclavados e então incubado por 5 

minutos à temperatura ambiente.  

Logo em seguida eram adicionados em todas as amostras 0,2 mL de 

Clorofórmio (VETEC, Brasil) ao homogenato seguido de inversão vigorosa e 

incubação à temperatura ambiente durante 3 minutos. Em seguida, as amostras 

eram centrifugadas a 13.000 x g durante 15 minutos, obtendo-se ao final uma 

fase aquosa (superior) e uma fase orgânica (inferior). A fase aquosa era 

transferida para outro tubo de microcentrífuga de 1,5 mL onde eram adicionados 

0,5 mL de álcool isopropílico (Proquímicos, Brasil) e nova inversão era realizada 

delicadamente. As amostras eram incubadas à temperatura ambiente durante 10 

minutos e centrifugadas a 13.0000 x g por 10 minutos. O sobrenadante era 

descartado e o sedimentado era lavado com 1 mL de etanol 75% por agitação em 

vortex. A mistura era então centrifugada a 9.000 x g. durante 5 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante era descartado e o RNA dissolvido em 35 µL de água tratada com 

DEPC (Invitrogen). Em seguida, a amostra era incubada a 60ºC durante 15 

minutos e posteriormente estocada a –20ºC. Para a quantificação do RNA foram 

utilizados dois microlitros de cada amostras para leitura das absorbâncias em 

espectrofotômetro (Nanodrop, ThermoScientific, USA) em comprimentos de 

ondas de 260 e 280 nm. Obtida as absorbâncias de 260 nm, a quantidade de 

RNA era calculada em µg/µL. 
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4.2.2 - Obtenção da fita simples de cDNA 

 

 Um micrograma de RNA total de cada amostra era misturado a 0,5 µg de 

oligo-dT15 diluído em água DEPC. A solução era incubada a 70ºC durante 5 

minutos, seguido de incubação no gelo durante 2 minutos. Posteriormente, eram 

adicionados uma mistura de dNTPs (dATP; dCTP; dGTP; dTTP) 10 mM 

(Promega), solução tampão 5X da enzima MMLV (Promega) e 200U da enzima 

MMLV-RT (Promega) em volume final de 20 µl por reação, seguido de incubação 

a 42ºC durante 1 hora. Para inativação da enzima transcriptase reversa MMLV, a 

solução era posteriormente incubada a 70ºC durante 15 minutos. Em seguida as 

amostras eram armazenadas em freezer -20ºC. 

4.2.3 - Reação em cadeia da polimerase em tempo rea l (qRT-PCR) – 
SYBR-Green 

 

Oito microlitros de uma diluição 1:10 (em água) da reação da primeira fita 

de cDNA eram adicionados 2,5 µL de uma solução contendo tampão 10X (500 

mM KCl; 100 mM Tris-HCl pH 8,4; 1% Triton X-100; 20mM MgCl2) da enzima Taq 

DNA-polimerase, 0,5 µL de dNTPs (dATP; dCTP; dGTP; dTTP - Promega) 10 mM 

e  0,25 µL  de SYBR-Green (1:1000 em DMSO), 20 picomoles dos iniciadores 

(1,25 µL de cada) e 0,2 U/µL da enzima Taq DNA-polimerase (Phoneutria) (0,125 

µL) em um volume final de 25µL e então submetidos a seguintes condições 

termo-cíclicas: 95°C/5 minutos; 40 ciclos a 95°C/20  segundos, 60°C/30 segundos, 

72°C/30segundos; 95°C/1minuto em termociclador 7900  HT sequence detection 

system (Applied Biosystems, USA). O método comparativo Ct foi aplicado aos 
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dados obtidos pela PCR em tempo real (Livak e Schmittgen 2001) e os valores 

eram normalizados utilizando os valores de Ct obtidos para GAPDH. 

Nessas reações eram utilizados os seguintes iniciadores: 

Iniciadores Sequencias 

  

huPKR Fwd 5´-GAATGGTCTAGAAAATAATCAAAG-3´ 

huPKR Rev 5´-CTCAAGAGAAATTCATCACTGGTC-3´ 

huTNF Fwd 5´-CGCCACCACGCTCTTCTGC-3´ 

huTNF Rev 5´-ACGGCGATGCGGCTGATG-3´ 

huIFN-α Fwd* 5´-TTTCTCCTGCCTGAAGGACAG-3´ 

huIFN-α Rev* 5´-GCTCATGATTTCTGCTCTGAC-3´ 

huIFN-β Fwd 5´-CATTACCTGAAGGCCAAGGA-3´ 

huIFN-β Rev 5´-CAATTGTCCAGTCCCAGAGG-3´ 

huGAPDH Fwd 5´-ACAGTCAGCCGCATCTTCTT-3´ 

huGAPDH Rev 5´-ACGACCAAATCCGTTGACTC-3´ 

  

* (Zhang et al., 2005) 

4.3 - Western-blot 
 

4.3.1 - Obtenção de extratos celulares 

 

Em seguida aos estímulos, as amostras de células THP-1 ou THP-1 

diferenciadas com PMA destinadas ao experimento de Western Blot, eram 

transferidas para tubos de 15 mL contendo 10 mL de PBS 1X gelado e 

centrifugadas a 200 x g por 7 minutos. Aos poços eram adicionados 150 µL a 200 

µL de tampão de lise de proteínas (Tris HCl 50 mM pH 7,4; NaCl 150 mM; NaF 
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50mM; beta-Glicerofosfato 10mM; EDTA 0,1 mM pH 8,0; Glicerol 10%; Triton X-

100 1%) contendo inibidores de proteases [PMSF (1 mM); Ortovanadato de sódio 

(1 mM); Pepstatina (2 mg/mL); Aprotinina (2 mg/mL)); Leupeptina (2 mg/mL)] e as 

células que pudessem estar aderidas devido ao estímulo eram recuperadas com 

o auxílio de raspador de células (Nunc, Cell scraper). Ao término da 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o tampão de lise adicionado em 

cada poço era transferido para os tubos correspondentes. Posteriormente foi 

realizada centrifugação a 8.000 x g. por 10 minutos (centrifuga 5424 Eppendorf). 

As amostras foram armazenadas em freezer a -20ºC. 

4.3.2 - Quantificação dos extratos celulares (Bradf ord, 1976)   

 

Alíquotas dos extratos celulares eram transferidas para placas de 

microtitulação de 96 poços e diluídas sucessivamente em água Milli-Q em razões 

extrato/água de 1:5 e 1:10, obtendo-se um volume final de 10 µL em por poço. 

Posteriormente, eram adicionados 190 µL do reagente Bradford (BioRad) por 

poço. A absorbância era obtida em leitor de ELISA (Molecular Devices/Spectra 

Max Plus) utilizando-se filtro de 595nm.  A concentração em µg/µL das amostras 

e a curva padrão BSA eram obtidas através do programa SoftMax-Pro. 

4.3.3 - Fracionamento eletroforético e transferênci a (Laemmli et al., 
1974; Towbin et al., 1979) 

 

Tampão de amostra (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 contendo SDS 0,4%; Glicerol 

30%; SDS 10%; b-Mercaptoetanol 6%; Azul de bromofenol 1,2%) era misturado a 

30 ou 50 µg dos extratos celulares obtidos de células. Em seguida à fervura por 3 
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minutos, os extratos eram submetidos à SDS-PAGE 10 a 14%, a uma tensão de 

140 volts em tampão Tris-Glicina (Tris base 25 mM pH 8,3; Glicina 250 mM; SDS 

0,1%). Em seguida, as proteínas fracionadas foram transferidas para membrana 

de PVDF-Hybond-P (Amersham Biosciences) em tampão de transferência (Tris 

base 25mM pH 8,0; Glicina 250mM; Metanol 20%) a 100 volts por 1 hora.  

Em seguida, as membranas eram lavadas em TBS/T (Tris-HCl 20 mM pH 

7,6; NaCl 137 mM; Tween 20 0,1%) por 5 minutos e bloqueadas com solução de 

bloqueio (TBS/T + 5% (p/v) de leite em pó desnatado) por 1 hora sob agitação em 

homogeneizador (Hemoquímica MOD.HM1003). Em seguida, as membranas 

foram lavadas em TBS/T por 3 vezes por 5 minutos cada. Subsequentemente, as 

membranas eram incubadas a 4ºC, sob agitação, com anticorpos específicos: 

anti-PKR (BC-1) diluído em solução de bloqueio 5%, que foram cedidos pelo Dr. 

Bryan R. G. Williams, (Monash Institute of Medical Research, Australia) e anti-

fosfo-IκBα (Ser32/36), anti-fosfo-eIF2α (Ser51) anti-fosfo-p38, anti-fosfo-STAT1 

(Tyr 701) (Cell Signaling), diluídos em TBS/T + 5% de BSA e STAT1 e Mcl-1 

(Santa Cruz Biotechnology) diluído em solução de bloqueio 2,5%. 

 Em seguida, as membranas eram novamente lavadas 3 vezes em TBS/T 

por por 5 minutos cada lavagem e posteriormente incubadas com anticorpo anti-

IgG de coelho conjugado a peroxidase  (Sigma) diluído em solução de bloqueio.  

As membranas eram lavadas três vezes em TBS/T por 5 minutos com. O 

excesso deste tampão era retirado das membranas e era então adicionado 1 mL 

da solução de ECL-PLUS A e B (40:1) (Amersham Biosciences) por membrana. 

Filmes (Kodak) eram sensibilizados por estas membranas e estes eram revelados 

e fixados com solução reveladora e fixadora (Kodak). 
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 Para reutilização das membranas, essas eram lavadas com TBS/T e 

incubadas overnight a 4ºC, sob agitação, com anticorpo anti-actina (C-2): sc-8432 

Santa Cruz Biotecnologia diluído em solução de bloqueio. 

 Em seguida este procedimento, as membranas eram novamente lavadas 

em TBS/T por 3 vezes de 5 minutos e posteriormente incubadas com anticorpo 

secundário murino IgG-HRP conjugado (Sigma) diluído em solução de bloqueio. 

As membranas eram lavadas por 3 vezes de 5 minutos com TBS/T. O 

excesso deste tampão foi retirado das membranas e foi adicionado 1mL por 

membrana da solução de ECL-PLUS A e B (40:1) (Amersham Biosciences). 

Filmes (Kodak) foram sensibilizados por estas membranas e estes foram 

revelados e fixados com solução reveladora e fixadora (Kodak). 

4.4 - Transfecção  
 

4.4.1 - Em células HEK293T 

 

No dia anterior à transfecção, células HEK293T, apresentando 90 a 100% 

de confluência, crescendo em garrafas de cultura de 75 cm2 de área, eram 

lavadas em PBS 1X, tripsinizadas e plaqueadas na concentração de 2,5 x105 

células/poço em placa de 24 poços de modo a obter confluência em torno de 85-

90% no momento da transfecção. Antes de iniciar o procedimento, o meio dos 

poços era substituído por 500 ul de meio completo fresco (10% SFB-DMEM). O 

protocolo para transfecção era realizado da seguinte maneira: em um tubo de 

microcentrífuga de 1,5 mL a quantidade desejada de DNA era misturada a 100 µL 

de meio DMEM sem de soro (SFM, serum-free medium). Em seguida, era 

adicionado à mistura o reagente de transfecção PEI na razão 5microlitros do 
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reagente para 1  micrograma de DNA seguido de agitação vigorosa em vortex 

durante 10 segundos. A mistura era incubada à temperatura ambiente por 10 

minutos. Posteriormente, eram adicionados à mistura 200 µL de meio completo 

(10% SFB-DMEM). A solução era misturada gentilmente seguida de breve 

centrifugação. Em seguida, era adicionada o complexo de transfecção PEI:DNA 

sobre as células, gotejando por toda a extensão do poço, sendo inclinada a placa 

por algumas vezes para distribuição homogênea da solução transfectante. A 

placa era então incubada em estufa a 37ºC, 5% CO2, por 24 horas. 

Em nossos estudos, as transfecções em células HEK293T foram 

conduzidas com quantidade final de 0,5 µg de DNA plasmideano por poço em 

placa de 24 poços.  Os seguintes plasmídeos foram utilizados: pGL3-E-Sel que 

contém o gene repórter da luciferase de vagalume sob controle do promotor do 

gene E-Selectina, que é responsivo ao NF-κB; pGL2-561 que contém o gene 

repórter da luciferase de vagalume sob controle do promotor do gene de ISG56 

humano  (Bandyopadhyay et al., 1995); ou pGL2-p503(WT)LUC cujo gene repórer 

da luciferase de vagalume encontra-se sob controle de um segmento de 503-pb 

relativo ao promotor de PKR humano  (Das et al., 2006).  Para a normalização 

dos resultados, as células eram co-transfectadas com 0,1 µg do plasmídeo pRL-

TK que contém o gene da luciferase de Renilla sob o controle do promotor da 

timidina cinase do virus HSV-1. Vinte e quatro horas após a transfecção, o meio 

de cultura das células era desprezado, e então eram adicionados os 

sobrenadantes das células THP-1 previamente tratadas ou não com LPS 

(1µg/mL) e Pam3CSK4 (100 ng/mL). Como controle positivo utilizado nas 

transfecções, alguns poços de células transfectadas com pGL3-E-Sel eram 

tratadas com TNF (10 ng/mL). Da mesma maneira, alguns poços de células 
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transfectadas com pGL2-p503(WT)LUC ou com pGL2-561 eram tratadas com 

IFN-A2 (1000 U/mL) durante 18 horas, o mesmo tempo que as células ficaram em 

contato com os sobrenadantes provenientes das células THP-1. O meio era 

desprezado e o extrato celular era obtido ao adicionar 100µl de Tampão de Lise 

Passivo 1X fornecido pelo Kit Dual-Luciferase Reporter assay (Promega), A placa 

era colocada sob agitação à temperatura ambiente por 15 minutos, e ao abrigo da 

luz. 

Em alguns experimentos, as células HEK293T também foram transfectadas 

com os genes repórteres conforme descrito acima, exceto que as células foram 

co-transfectadas com os plasmídeos pFLAG-Mal/TIRAP para ativação 

permanente de NF-κB ou pEF-BOS (vetor controle). As células foram deixadas 

sem tratamento ou tratadas com IFN-A2 (1000 U/mL) por 18 horas. Ao final do 

experimento, o meio era desprezado e o extrato celular era obtido ao adicionar 

100µl de Tampão de Lise Passivo 1X sob agitação a temperatura ambiente por 15 

minutos, e ao abrigo da luz. 

Em outro experimento as células HEK293T foram transfectadas com o 

plasmídeo contendo a região promotora de MDA5, para controle dos 

experimentos de PCR em tempo real com os iniciadores para IFN-beta e subtipos 

de IFN-alfa, seguindo os mesmos procedimentos descritos acima. 

4.4.2 – Em células THP-1 

 

No dia anterior à transfecção, células THP-1 crescendo em garrafas de 

cultura de 75 cm2 de área eram transferidas para tubos cônicos de 50 ml e então 

centrifugadas a 200 x g por 5 minutos. Em seguida, as células foram 

ressuspensas, contadas e plaqueadas a uma densidade de 2x105 células/poço 
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em placas de 24 poços. No dia seguinte ao plaqueamento, as transfecções eram 

realizadas utilizando o meio RPMI sem soro na presença de Lipofectamina 

(Invitrogen) e acrescentado de 0,4 µg dos plasmídeos pGL3-E-Sel ou  pGL3-IFN-

beta. Para a normalização dos resultados, as células eram co-transfectadas com 

0,1 µg do plasmídeo pRL-TK que contém o gene da luciferase de Renilla sob o 

controle do promotor da timidina cinase do virus HSV-1. Para cada 1 µg de DNA 

eram utilizados 3 µl de Lipofectamina. O DNA era diluído em 50 µL de meio RPMI 

e a solução era misturada gentilmente. Em seguida, era feita a diluição da 

Lipofectamina em 50 µL de meio RPMI e incubava-se por 5 minutos a 

temperatura ambiente.  Em seguida o tempo de incubação, combinava-se o DNA 

ao meio contendo Lipofectamina (totalizando 100 µL), seguido por incubação por 

30 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, o volume de 100 µL do 

complexo DNA/Lipofectamina era distribuído por toda a extensão do poço, sendo 

inclinada a placa por algumas vezes para distribuição homogênea da solução 

transfectante. As células eram incubadas com o meio de transfecção por 

aproximadamente 24 horas a 37°C, em estufa 5% CO 2. As células foram tratadas 

com LPS (1 µg/mL) em diferentes intervalos de tempo. Ao final do experimento, 

as células eram transferidas para tubos de microcentrífuga e centrifugadas a 200 

x g durante 8 minutos. Paralelamente, ressuspensas100µl de Tampão de Lise 

Passivo 1X eram adicionados aos respectivos poços para a lise de células que 

pudessem estar aderidas. A placa era colocada em homogeneizador e incubada à 

temperatura ambiente por 15 minutos ao abrigo da luz. Posteriormente, o tampão 

de lise era transferido dos poços para os tubos de microcentrífuga para a 

ressuspensão do sedimento celular.  
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4.5 - Ensaio de gene repórter através da determinaç ão da atividade da 
luciferase 

  

O ensaio de gene repórter é amplamente utilizado em estudos de ativação 

gênica. Através desse método é possível avaliar as atividades específicas de 

elementos regulatórios presentes em regiões gênicas promotoras, através de uma 

proteína “repórter” que seja facilmente detectada,e quantificada, porém  distinta 

das proteínas celulares endógenas. Normalmente, emprega-se uma enzima 

“repórter” para o estudo do promotor, ou seja, a região gênica promotora é 

clonada acima da sequência codificadora da proteína repórter. A quantidade de 

proteína expressa, associada à sua atividade enzimática, permite determinar a 

atividade da região promotora. Dentre os genes repórteres mais estudados está a 

luciferase. 

 Os extratos celulares obtidos dos estudos de transfecção com genes 

repórteres em células THP-1 e HEK293T eram analisados pelo ensaio de 

atividade da luciferase conforme recomendações do fabricante (Sistema Dual 

Luciferase Assay da Promega).  

As amostras eram descongeladas em banho de gelo e ao abrigo da luz. O 

lisado era homogeneizado com auxilio de uma pipeta e transferido para tubos de 

1,5 mL (Axygen) e centrifugado a 8.000 x g por 5 minutos. Para medir a atividade 

da luciferase dos genes repórteres, 5 µl ou 20 µl de extrato celular obtido das 

células HEK293T e THP-1, respectivamente, eram transferidos para poços em 

placa branca de 96 poços (Fluoronunc, EUA), seguido da adição de  40µl do 

reagente Luciferase Assay Reagent II (LAR II) – substrato da luciferase de vaga-

lume – antes da leitura. A captura da luminescência produzida em cada extrato 

era feita por 3 segundos em luminômetro (Lumicount, Packard, EUA). Em 
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seguida, eram adicionados 40µl do reagente Stop & Glo– substrato da luciferase 

de Renilla – quando então realizava-se nova leitura. A razão entre a atividade da 

luciferase de vagalume sobre a atividade da luciferase de Renilla fornece a 

atividade relativa da luciferase. 

4.6 -  Análise estatística 
 

Para análises estatísticas foi utilizado teste T de student com pós-teste 

paired test. Os gráficos e estatísticas foram feitas com auxilio do software 

Graphpad Prism 5. Para análises densitométricas dos resultados obtidos nos 

experimentos de Western Blot foi utilizado o software ImageQuant. 

 

Estudos in vivo 

Esta parte do estudo foi conduzida em colaboração com os Professores Mauro M. 

Teixeira (Departamento de Bioquímica e Imunologia, ICB/UFMG), Daniele da 

Glória de Souza (Departamento de Microbiologia, ICB/UFMG), Cristiano Xavier 

Lima (Faculdade de Medicina) e Flávio Almeida Amaral (Departamento de 

Bioquímica e Imunologia, ICB/UFMG). 

Relatório aprovado pelo CETEA: 002/11 . 

4.7 -  Modelo experimental de sepse polimicrobiana (CLP) 

 

Os animais utilizados nesse experimento eram da linhagem 129 SvEv e 

eram mantidos no biotério do Centro de Pesquisa René Rachou – FIOCRUZ, que 

possui status sanitário convencional controlado; controle ambiental de 

temperatura, variando entre 18 e 22 graus e com controle de fotoperíodo de 12 

horas claro, 12 horas escuro. Os animais nessa instituição são avaliados 

trimestramente para parasitas e anualmente para vírus e bactérias. 
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Para o procedimento operatório camundongos 129 SvEv  selvagens 

machos (WT) e 10 deficientes de PKR machos (PKR -/-) foram anestesiados por 

aplicação intraperitoneal de 100 µL de solução contendo de cloridrato de xilasina 

(10 mg/kg) e cloridrato de quetamina (50 mg/kg) diluídos em solução de NaCl 

0,9%. Sob técnicas assépticas, foi realizada laparotomia paramediana esquerda. 

O ceco foi exposto e submetido à ligadura frouxa (permitindo o fluxo vascular e 

impedindo o trânsito intestinal) distal à junção ileocecal com fio de seda 5-0. O 

ceco foi submetido a duas perfurações com agulha 16 G e leve compressão que 

permitia  o extravasamento de conteúdo fecal. O ceco foi reintroduzido na 

cavidade peritoneal e realizada laparorrafia com fio de náilon 5-0 (Hubbard et al., 

2005). Ao despertarem, os animais foram acondicionados em gaiolas com livre 

acesso a água e ração e foram mantidos em condições de temperatura e 

fotoperíodo controlados conforme descrito acima. 
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5 - Resultados 

 5.1 – O tratamento de promonócitos humanos com agon istas TLR4 e 
TLR2 resulta em aumento nos níveis de mRNA e protéi co de PKR. 
 
 

Diversos estudos têm relacionado à atividade de PKR em algumas 

linhagens celulares como macrófagos quando essas são estimuladas com 

bactérias ou produtos bacterianos que são reconhecidos por TLRs (Hsu et al., 

2004; Cheung et al., 2005; Cabaski et al., 2007). 

Entretanto, não existem até o momento relatos na literatura que abordem o 

perfil de expressão de PKR em promonócitos humanos, THP-1, estimulados com 

agonistas LPS e Pam3CSK4.   

Assim, primeiramente foram avaliados os níveis de expressão do mRNA de 

PKR assim como seus os níveis protéicos nas células THP-1. Então essas células 

foram tratadas com concentrações crescentes de LPS (1, 10, 100 e 1000 ng/mL) 

e de Pam3CSK4 (1, 10, 50 e 100 ng/mL) durante 18 horas. Ao final dos 

tratamentos, o RNA total foi obtido e posteriormente utilizado para a obtenção da 

primeira fita de DNA complementar (cDNA), que foi utilizada nos experimentos de 

PCR em tempo real.  Nas mesmas condições de tratamento com os agonistas 

TLRs, os extratos celulares totais foram obtidos para os ensaios de western-blot. 

Através dos resultados obtidos foi possível observar que ocorre aumento 

dos níveis do mRNA de PKR de modo dose dependente e que as maiores doses 

dos agonistas utilizadas nos tratamentos levaram a um aumento significativo dos 

níveis protéicos de PKR. Ainda, é possível notar a fosforização de IκBα que, 

quando fosforilado, sofre ubiquitinação para ser degradado pelo proteossoma, 

permitindo assim a translocação de NF-κB para o núcleo, onde se liga a regiões 

promotoras de diversos genes (O`Dea e Hoffmann 2009) (Figura 3 A e B). O 
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aumento dos níveis proteicos de PKR neste ensaio foi confirmado por análise 

densitométrica (Figura 4). A partir desses resultados, as maiores doses (LPS 1 

µg/mL e Pam3CSK4 100 ng/mL) foram escolhidas para os estudos subsequentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 

 

Figura 3 - (A) Abundância relativa do mRNA de PKR e m células THP-1 
tratadas com os agonistas dos receptores TLR2 e TLR 4. Células THP-1 foram 
deixadas sem tratamento (NT) ou estimuladas durante 18 horas com LPS e 
Pam3CSK4 em concentrações crescentes, conforme indicado. O cDNA obtido a 
partir do RNA total de cada amostra foi diluído 1:10 e submetido à reação de PCR 
em tempo real com os iniciadores para PKR. (B) Análise por western-blot dos 
níveis de PKR em células THP-1 tratadas com agonist as de TLR2 e TLR4.  
Células THP-1 foram deixadas sem tratamento (0) ou estimuladas durante 18 
horas com LPS e Pam3CSK4 em concentrações crescentes, conforme indicado. 
Vinte microgramas dos extratos celulares obtidos ao final dos tratamentos foram 
submetidos a 14% SDS-PAGE, transferidos para membranas de PVDF e 
analisados com anticorpos anti-PKR, anti-fosfo-IκBα e anti-actina. Extratos obtidos 
de células HEK293T foram fracionados para comparação.  
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Figura 4 - Análise densitométrica dos níveis de PKR  mostrados no western-
blot da figura 3B. Os dados são expressos em valores arbitrários. 
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Em seguida, foram realizados estudos de cinética nos tempos de 1, 3, 6, 9, 

12 e 24 horas. Como é possível observar na figura 5 A, os níveis dos transcritos 

do mRNA de PKR aumentam a partir de 3 horas de estímulo com ambos 

agonistas, e esse aumento é observado ao longo do tempo. No entanto, nota-se 

uma diminuição dos transcritos em 24 horas no tratamento com Pam3CSK4. Já 

nos estudos de western-blot, o aumento dos níveis protéicos pode ser observado 

a partir de 6 horas no tratamento com LPS e 12 horas no tratamento com 

Pam3CSK4. A fosforilação de IκB-α precede o aumento dos níveis protéicos de 

PKR (Figura 5 B). O aumento dos níveis de PKR foi confirmado através de análise 

densitométrica (Figura 6). 

A fim de demonstrar a ativação efetiva das vias de sinalização 

desencadeadas pelos agonistas de TLR2 e TLR4, nós também analisamos os 

níveis do mRNA de TNF e a fosforilação de p38 MAPK, que são eventos chaves 

ativados pela estimulação por TLR2 e TLR4 (Takeda et al., 2003).  Como 

esperado, foi observado um aumento significativo dos níveis do mRNA de TNF 

(Figura 7) logo nos tempos iniciais de tratamento para ambos agonistas. Também 

observamos níveis elevados de fosforilação de p38 MAPK uma hora após os 

tratamentos e decaindo ao longo do tempo de 3, 6, 12 e 24 horas (dado não 

mostrado). 
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Figura 5 - (A) Abundância relativa do mRNA de PKR e m células THP-1 
tratadas com agonistas dos receptores TLR2 e TLR4 a o longo do tempo. 
Células THP-1 foram deixadas sem tratamento (0) ou estimuladas com LPS (1000 
ng/mL) e Pam3CSK4 (100 ng/mL) nos tempos indicados na figura. A partir do 
RNA total de cada amostra foi obtida a primeira fita de cDNA que foi diluída 1:10 e 
submetida a reação de PCR em tempo real com os iniciadores para PKR. (B) 
Análise por western-blot da cinética dos níveis de PKR em células THP-1 
tratadas com agonistas de TLR2 e TLR4. As células foram deixadas sem 
tratamento (0) ou estimuladas conforme indicado na figura. Vinte microgramas 
dos extratos celulares obtidos ao final dos tratamentos foram fracionados em gel 
de policacrilamida 14% (SDS-PAGE), transferidos para membrana PVDF e 
analisados com anticorpos específicos como indicado na figura.  
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Figura 6 - Análise densitométrica dos níveis de PKR  mostrados no western-
blot da figura 5B. Os dados são expressos em valores arbitrários. 
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Figura 7 – Abundância relativa do mRNA de TNF em cé lulas THP-1 tratadas 
com os agonistas dos receptores TLR2 e TLR4. Células THP-1 foram deixadas 
sem tratamento (0) ou estimuladas com LPS (1000 ng/mL) e Pam3CSK4 (100 
ng/mL) nos tempos indicados na figura. A partir do RNA total de cada amostra foi 
obtida a primeira fita de cDNA que foi diluída e submetida a reação de PCR em 
tempo real com os iniciadores para TNF.  
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Após obtenção dos resultados acimas questionamos se as células THP-1 

permaneciam viáveis e se expressariam proteínas relacionadas com a 

sobrevivência celular, como Mcl-1, durante 24 horas de tramanto com os 

agonistas TLR2 e TLR4. Assim, como controle para realização dos próximos 

experimentos, examinamos a viabilidade das células THP-1 após 24 horas de 

tratamento com LPS e Pam3CSK4 nas maiores doses que foram utilizadas nos 

experimentos de dose resposta (1 µg/mL e 100 ng/mL respectivamente). 

Células THP-1 foram então tratadas com LPS (1 µg/mL) e Pam3CSK4 (100 

ng/mL) durante 24 horas. Ao final desse tempo, as células obtidas foram 

ressuspensas com 1mL de meio RPMI e posteriormente diluídas em meio RPMI 

contendo 0,2% de Azul de Tripan e contadas em câmara de Neubauer (Figura 8 

A). O resultado mostra que as células THP-1 não sofrem perda da viabilidade 

após os tratamentos. 

Também examinamos os níveis de expressão da proteína anti-apoptótica 

Mcl-1 em células THP-1 tratadas com as mesmas concentrações e no mesmo 

tempo do experimento anterior em duplicata. Na figura 8 B, notamos um discreto 

aumento dessa proteína após tratamento com os agonistas quando comparados 

com a amostra controle deixada sem tratamento. 

Mcl-1 (Myeloid cell leukemia 1) é uma proteína da  família Bcl-2 que pode 

atuar como uma molécula upstream  no controle da apoptose, promovendo a 

sobrevivência da célula através da interferência numa fase precoce da cascata de 

eventos que conduzem à liberação de citocromo c nas mitocôndrias (Michels et 

al., 2005). 
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Esses resultados demonstram portanto que o tratamento com LPS e 

Pam3CSK4 ao longo de 24 horas não acarreta em perda da viabilidade e da 

sobrevivência das células THP-1. 
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Figura 8 -- Análise da viabilidade celular das célu las THP-1 em decorrência 
do tratamento com agonistas dos receptores TLR2 e T LR4. (A)  Seguido 
tratamento das células THP-1 com LPS (1 µg/mL) ou com Pam3CSK4 (100 
ng/mL) em triplicata durante 24 horas, células THP-1 foram ressuspensas em 
solução contendo Azul de tripan 0,2% e em seguida contadas  em câmara de 
Neubauer. Os tratamentos foram conduzidos em triplicata. A viabilidade celular foi 
determinada em porcentagem ao calcular o número total de células viáveis 
dividido pela soma do número total de células viáveis mais o número total de 
células mortas, multiplicado por cem. (B) Células THP-1 foram tratadas com LPS 
(1 µg/mL) ou Pam3CSK4 (100 ng/mL) em duplicata durante 24 horas. Trinta 
mocrogramas dos extratos celulares obtidos ao final dos tratamentos foram 
submetidos a 14% SDS-PAGE, transferidos para membranas de PVDF e 
analisados com anticorpo Mcl-1. O anticorpo anti-actina foi utilizado para 
demonstrar as quantidades equivalentes de extrato aplicadas por canaleta. 
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5.2 – O aumento da expressão de PKR em células THP- 1 tratadas com 
agonistas de TLR2 e TLR4 ocorre na ausência de tran scrição e síntese de 
IFNs do tipo I  

 

Estudos mostram que o aumento da expressão de PKR em macrófagos 

tratados com agonistas de TLR2 e TLR4 está relacionado com a síntese de IFNs 

do tipo I (Hsu et al., 2004; Dietrich et al., 2010). Para verificar a participação de 

IFNs do tipo I no aumento da expressão de PKR em células THP-1 tratadas com 

LPS e Pam3CSK4, nós conduzimos estudos por PCR em tempo real para análise 

da abundância relativa do mRNA de IFN-beta e dos subtipos de IFN-alfa. Esses 

experimentos foram realizados com amostras obtidas de células HEK293T 

transfectadas ou não com plasmídeos contendo a região promotora de MDA5, 

como controle positivo da reação uma vez que esses levam a uma produção 

significativa de IFN-I (Meylan e Tschopp 2006).  

Os resultados obtidos demonstraram que não ocorre aumento dos níveis 

do mRNA de IFN-β nem mesmo de IFN-α, como pode ser observado na figura 9. 

Para fornecer evidência direta que os transcritos dos mRNAs de IFNs analisados 

são eficientemente amplificados,  amostras de cDNAs obtidos por transcrição 

reversa dos RNAs de células HEK293T que foram transfectadas ou não com 

MDA5 – um receptor RLR que ativa a transcrição de IFN-beta – foram utilizadas 

concomitantemente nos estudos de qRT-PCR.   De fato, os resultados (gráfico 

menor inserido, Figura 9) demonstram amplificação eficiente dos IFNs do tipo I.   

Esse resultado nos levou a formular duas hipóteses.  Uma é de que a 

ativação transcricional de IFNs do tipo I em células THP-1 ocorreria de forma 

transiente em resposta à estimulação com os agonistas de TLR2 e TLR4, e que 

seria tecnicamente limitada a sua análise pela por PCR em tempo real.  A 
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segunda hipótese é que o aumento da expressão de PKR induzido pela ativação 

de TLR2 e TLR4 nas células THP-1 é regulado por um mecanismo que não 

envolve a síntese de IFNs do tipo I, e que poderia ser testada ao analisar a 

presença ou a atividade de IFNs do tipo I nos sobrenadantes das células tratadas 

com os agonistas.  

Portanto, nós realizamos experimentos em que os sobrenadantes das 

células THP-1 tratadas ou não por 6 e 24 horas com LPS e Pam3CSK4 foram 

coletados para posterior tratamento de células HEK293T transfectadas com 

plasmídeos de genes repórteres contendo região promotora de ISGs, sobretudo 

PKR. Assim, mesmo havendo a ativação transcricional transiente de IFNs do tipo 

I, esses transcritos seriam traduzidos e os IFNs secretados no meio extracelular 

ao serem adicionados às células HEK293T levariam à ativação de promotores de 

ISGs. 
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Figura 9 – Análise da abundância relativa dos mRNAs  de IFN-β e subtipos de 
IFN-α em células THP-1 estimuladas com LPS e Pam3CSK4.  Células THP-1 
foram deixadas sem tratamento (0) ou estimuladas com LPS (1000 ng/mL) e com 
Pam3CSK4 (100 ng/mL) nos tempos indicados na figura. A partir do RNA total de 
cada amostra foi obtida a primeira fita de cDNA que foi diluída e submetida a 
reação de PCR em tempo real com os iniciadores para IFN-alfa e IFN-beta 
indicados. Gráficos menores, Análise da abundancia relativa dos mRNAs de IFN-
beta e subtipos de IFN-alfa em células HEK293T transfectadas ou não com 3µg 
de MDA5 durante 24 horas.  
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Para isso, células HEK293T foram transfectadas com plasmídeos contendo 

a região promotora de PKR (pGL2-503WTPKR), de p561 (pGL2-561) e E-

Selectina (pGL3-E-Sel). Vinte e quatro horas após a transfecção, o meio foi 

desprezado e os sobrenadantes provenientes das células THP-1 tratadas ou não 

com os agonistas LPS e Pam3CSK4 foram adicionados. Paralelamente, as 

células transfectadas com os plamídeos pGL2-503WTPKR e pGL2-561 também 

foram tratadas com IFN-A2 (1000 U/mL). As células transfectadas com o 

plasmídeo pGL3-E-Sel foram tratadas com TNF (10 ng/mL). Após 18 horas, o 

extrato celular foi obtido e utilizado para determinação da atividade da luciferase. 

As células HEK293T expressam apenas o receptor TLR5, que reconhece apenas 

flagelina, o que elimina a possibilidade da ativação direta dos promotores pelos 

agonistas de TLR2 e TLR4 presentes nos sobrenadantes. 

Os resultados obtidos através do ensaio da atividade de luciferase 

demonstraram que os sobrenadantes das células THP-1 tratadas com LPS e 

Pam3CSK4 foram capazes de ativar o promotor responsivo a NF-κB (pGL3-E-

Sel), conforme esperado. Porém não acarretou na ativação dos promotores pGL2-

503WTPKR e pGL2-561. Entretanto, o tratamento com IFN-A2 e TNF levou a 

ativação desses promotores, o que fornece evidências que a transfecção desses 

plasmídeos ocorreu de forma satisfatória (Figura 10 A). A fim de comprovar esse 

resultado foram coletados os sobrenadante de células THP-1 tratadas com LPS 
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(1µg/mL) ou Pam3CSK4 (100 ng/mL) ao longo do tempo 3, 6, 9, 12 e 24 horas. 

Vinte e quatro horas após a transfecção, o meio foi desprezado e os 

sobrenadantes provenientes das células THP-1 tratadas ou não com os agonistas 

LPS e Pam3CSK4 foram adicionados nas células HEK293T previamente 

transfectadas com o plasmídeo pGL2-503WTPKR. Novamente o promotor de 

PKR não foi ativado (Figura 10 B), demonstrado que ao longo dos tempos de 

tratamentos utilizados em nossos experimentos não ocore síntese de interferons 

do tipo I. 

Os resultados obtidos através desses ensaios também indicam a ausência 

de IFNs do tipo I durante a ativação das vias de sinalização de TLR2 e TLR4 nas 

células THP-1. 

Para verificar se quantidades mínimas de IFNs do tipo I não estavam sendo 

sintetizadas após tratamento com LPS ou Pam3CSK4, células THP-1 foram 

tratadas com esses agonistas ou com IFN-A2 nos tempos de 5, 15 e 30 minutos e 

por 1, 3, 6 e 12 horas. Ao final desses tempos foram obtidos extratos protéicos 

que foram utilizados nos experimentos de western blot para verificação de 

fosforilação de STAT1. 

Primeiramente, testamos a concentração e a eficiência do anticorpo anti-

fosfo-STAT1. As análises das amostras obtidas com o tratamento com IFN-A2 

demonstram que a partir dos primeiros minutos ocorre a fosforilação de STAT1 e 
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que essa permanece até os tempos finais do tratamento com uma redução a 

partir de 12 horas quando comparamos com o controle não tratado (dados não 

mostrados). Assim, os tempos de 5 e 15 minutos foram utilizados como controle 

nos experimentos utilizando as amostras tratadas com LPS e Pam3CSK4. O 

tratamento com LPS e Pam3CSK4 no intervalo de 5 minutos a 12 horas não 

resulta em fosforilação de STAT1 (Figura 11).  
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Figura  10 A – Atividade luciferase dos promotores de E-sel ectina, PKR e 
ISG56 em células HEK293T. Células HEK293T foram transfectadas com os 
plasmídeos pGL3-E-selectina; pGL2-503(WT)PKR e pGL2-p561. Após o tempo 
de transfecção essas células foram tratadas durante 18 horas com o 
sobrenadante de células THP-1 tratadas ou não com LPS e Pam3CSK4 por 6 e 
24 horas. Como controle essas células também foram tratadas com TNF (10 
ng/mL) e IFN-A2 (1000 U/mL) durante 18 horas. Ao termino do experimento o 
extrato protéico foi obtido e a análise da atividade da luciferase foi feita em 
luminômetro. Média dos valores ± s.d. *p<0.05,**p<0.01. 
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Figura 10 B - Atividade luciferase do promotor de P KR em células HEK293T. 
Células HEK293T foram transfectadas com o plamídeo pGL2-503(WT)PKR . Após 
o tempo de transfecção essas células foram tratadas por 24 horas com o 
sobrenadante de células THP-1 tratadas ou não com LPS e Pam3CSK4 em 
diferentes intervalos de tempo conforme figura. Como controle essas células 
também foram tratadas com IFN-A2 (1000 U/mL) durante 24 horas. Ao termino do 
experimento o extrato protéico foi obtido e a análise da atividade da luciferase foi 
feita em luminômetro. 
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Figura 11 – Análise da via de sinalização IFN-JAK-S TAT após estimulação 
das células THP-1 com agonistas dos receptores TLR2  e TLR4. Cinquenta 
microgramas dos extratos de células THP-1 estimuladas com LPS (1000 ng/mL), 
Pam3CSK4 (100 ng/mL) ou IFN-A2 (1000 U/mL) ao longo do tempo conforme 
indicado na figura ou deixadas sem tratamento (0) foram fracionados em gel de 
policacrilamida 10%, transferidos para membrana PVDF e analisados com 
anticorpos específicos como indicado na figura. 
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Mal/Tirap é uma proteína adaptadora citoplasmática que participa das vias 

de sinalização desencadeada pela ativação dos receptores TLR através de uma 

via MyD88-dependente. Tanto TLR2 como TLR4 utilizam essa via. Artigos 

recentes relatam uma via não convencional de síntese de IFNs do tipo I através 

da via de NF-κB (Du et al., 2007; Pfeffer 2011). Para verificar a possibilidade da 

ativação do promotor de PKR em decorrência dessa via, células HEK293T foram 

co-transfectadas com plasmídeos pFLAG-Mal/TIRAP e pGL2-503WTPKR. A 

transfecção de Mal/Tirap em células HEK293T acarreta na ativação de NF-κB 

(Figura 12 A). Porém, a ativação de NF-κB parece não levar a síntese de IFNs do 

tipo I uma vez que não ocorreu ativação do promotor de PKR que possui os 

elementos KCS e ISRE sendo ativado por interferons do tipo I (Figura 12 B) 

(Kuhen e Samuel 1998; Das et al., 2006). O painel A é um controle da transfecção 

e ativação do promotor de Mal/Tirap. 
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Figura 12 – Efeito da ativação da via Mal/TIRAP sob re a ativação do 
promotor de PKR em células HEK293T.  A) Células HEK293T foram 
transfectadas com plasmídeos pEF-BOS (vetor) e pFLAG-Mal/TIRAP 
(Mal/TIRAP), e co-transfectadas com pGL3-E-Sel e pRL-TK. B) As células foram 
deixadas sem transfecção (Meio) ou transfectadas com pEF-BOS (vetor) e pRL-
TK ou com pGL2-p503(WT)PKR e pRL-TK (IFN-A2) ou com pFLAG-Mal/TIRAP, 
pGL2-p503(WT)PKR e pRL-TK (Mal/TIRAP). Vinte e quatro horas após a 
transfecção, as células foram deixadas sem tratamento ou tratadas com IFN-A2 
(1000 U/mL) por 18 horas. Ao término do experimento, o extrato obtido foi 
utilizado para análise da atividade da luciferase foi feita em luminômetro. 
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Diversos estudos demonstram a dimerização e ativação do fator regulador 

de interferon IRF-3 em resposta aos agonistas TLR3 e TLR4 devido à ativação da 

via de sinalização dependente de TRIF e consequentemente ocorrendo sítese de 

IFN-β (Khoo et al., 2011).  Após analisarmos os resultados obtidos acima 

questionamos se mesmo na ausência de indução de IFNs do tipo I, IRF-3 estaria 

sendo ativado em resposta ao tratamento com LPS nas células THP-1. Para isso, 

células THP-1 foram transfectadas com os plasmídeos contendo a região 

promotora de E-selectina (pGL3-E-Sel) ou IFN-beta (pGL3-IFN-beta), que possui 

dois domínios de ligação (PRD-I e PRD-III)  para IRF-3 (Bandyopadhyay et al., 

1995). Vinte e quatro horas após a transfecção, as células foram tratadas com 

LPS (1 µg/mL) por 6 ou 12 horas. Ao final das estimulações o extrato obtido foi 

utilizado para leitura da atividade luciferase.  

A partir desse resultado foi possível demonstrar de forma indireta que o 

tratamento das células THP-1 com LPS nos tempos de 6 e 12 horas que se 

correlacionam com os tempos em que observamos um aumento dos níveis 

proteicos de PKR mostrados na figura 6 B não acarreta em ativação da região 

promotora de IFN-beta (Figura 13  A). Como controle do experimento, nos 

mesmos tempos de estímulo, observamos um aumento significativo da ativação 

de NF-κB quando comparamos a amostra deixada sem tratamento (gráfico à 

esquerda – figura 13 A). 

Para verificar se as células utilizadas em nosso laboratório eram capazes 

de responder a estímulo que leva à ativação de STAT1, células THP-1 foram 

tratadas com poly-IC (100 µg/mL) durante os tempos de 15, 30 minutos e 1, 2, 3, 

6, 24 horas. Ao final do experimento foi obtido extrato proteico que foi utilizado no 

experimento de western blot para verificação da fosforilação de STAT1 em 
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decorrência da síntese de IFN-beta.  Através do resultado obtido observamos que 

a fosforilação de STAT1 ocorre a partir de 2 horas de tratamento e se mantém ate 

24 horas de tratamento (Figura 13 B). Na figura 13 B ainda podemos notar que o 

aumento de expressão de PKR ocorre após fosforilação de STAT1. Como 

controle foi utilizado extrato da amostra tratada com IFN-A2 durante 30 minutos. 

STAT1 foi utilizado como normalizador. 

O ácido polirriboinosínico-policitidílico (poly-IC), um ligante sintético, pode 

induzir a resposta celular através de TLR3 conduzindo a ativação de IRF-3, 

resultando na indução de IFN-beta (Matsumoto e Seya 2008). 
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Figura 13 – (A) Atividade luciferase dos promotores  de E-selectina e de IFN-
beta.  Células THP-1 foram transfectadas com plasmídeos pGL3-E-Sel (E-
selectina) ou pGL3-IFN-beta. Após o tempo de transfecção essas células foram 
tratadas com LPS (1 µg/mL) durante 6 e 12 horas. Após termino do experimento o 
extrato proteico obtido foi utilizado para analise da atividade da luciferase em 
Luminômetro. Média dos valores ± s.d. *p<0.05,**p<0.01. (B) Análise da 
fosforilação de STAT1 após estimulação das células THP-1 com poly-IC.  
Cinquenta microgramas dos extratos de células THP-1 deixadas sem tratamento 
(0) ou estimuladas com poly-IC (100 µg/mL) nos tempos indicados na figura foram 
fracionados em gel de policacrilamida 12%, transferidos para membrana PVDF e 
analisados com anticorpos anti-fosfo-STAT1(Y 701), anti-PKR e anti-STAT1 como 
indicado na figura. 
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5.3 – Fatores de transcrição não ativados por IFNs podem estar 
implicados com ativação de PKR em células THP-1.  

 

 A proteína Sp-1, também conhecida como proteína específica 1 é um fator 

de transcrição relacionado com a expressão de uma grande variedade de genes 

de células mielóides (Resendes e Rosmarin 2004). Das e colaboradores em 2006 

propuseram que na ausência de IFNs, PKR é ativada de forma dependente de 

proteínas Sp (Das et al., 2006). Portanto, para determinar se a expressão 

induzida de PKR requer a participação dos fatores de transcrição Sp1 e Sp3, 

células THP-1 foram pré-tratadas com Mitramicina (1 µM) (MiA) durante 30 

minutos, seguido do tratamento com os agonistas LPS (1µg/mL) e Pam3CSK4 

(100 ng/mL) por 6 e 24 horas. Através dos resultados obtidos pelo ensaio de 

western blot observamos uma diminuição significativa dos níveis de expressão 

protéica de PKR quando as células foram estimuladas com os agonistas dos 

TLRs na presença de MiA (Figura 14), sugerindo o envolvimento desses fatores 

de transcrição na regulação da expressão de PKR nas células THP-1 após 

tratamento com agonistas TLR2 e TLR4. A exposição das células à MiA  não 

interfere com outras vias de sinalização ativadas por TLR2 e TLR4, uma vez que 

a fosforilação de p38 induzida pelo tratamento não foi afetada.   

 A fim de verificar o envolvimento de NF-κB, no aumento da expressão de 

PKR em células THP-1 tratadas com os agonistas de TLR2 e TLR4, as células 

THP-1 foram previamente tratadas durante 20 minutos com TPCK (25µM) e em 

seguida tratadas com LPS e Pam3CSK4 por 3 e 6 horas. O RNA total foi obtido 

para análise dos níveis do mRNA de PKR. As células foram também tratadas por 

6, 9, 12 e 24 horas para análise dos níveis protéicos de PKR. Os resultados 

obtidos demonstram uma significativa redução tanto dos níveis do mRNA de PKR 
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quanto dos níveis protéicos (Figura 15). Para fornecer evidências adicionais do 

envolvimento de NF-κB sobre a regulação da expressão de PKR, testamos outro 

inibidor de NF-κB mais específico, o Bay 11-7082 em diferentes concentrações.  

Conforme observamos na figura 16, as concentrações de 20 e 40 µM acarretaram 

em inibição do aumento dos níveis de PKR após tratamento com LPS e 

Pam3CSK4, respectivamente, corroborando os resultados obtidos com TPCK.   
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Figura 14 – Efeito da Mitramicina sobre os níveis d e PKR em células THP-1 
estimuladas com LPS e Pam3CSK4. Células THP-1 foram previamente tratadas 
com 1 µM MiA durante 30 minutos seguido de tratamento com os agonistas 
TLR2/4 durante 6 e 24 horas. Trinta microgramas dos extratos proteicos obtidos 
foram fracionados em gel de policacrilamida 14%, transferidos para membrana 
PVDF e analisados com anticorpos específicos para PKR e p-p38. O anticorpo 
anti-actina foi utilizado para demonstrar as quantidades equivalentes de extrato 
aplicadas por canaleta. 
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Figura 15 – Efeito de TPCK sob a expressão de PKR e m células THP-1 
tratadas com LPS e Pam3CSK4.  Células THP-1 foram previamente tratadas 
com 25µM de TPCK durante 20 minutos seguido de tratamento com os agonistas 
TLR2 e TLR4 durante 3 e 6 horas. Ao final dos tempos foi obtido RNA total sendo 
utilizado como molde para a primeira fita de cDNA que foi submetido a PCR em 
tempo real. Também foram obtidos extratos celulares sendo que 20µg foram 
fracionados em gel de policacrilamida 14%, transferidos para membrana PVDF e 
analisados com anticorpos específicos conforme indicado. 
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Figura 16 – Efeito de Bay 11-7082 sob a expressão d e PKR em células THP-1 
tratadas com LPS e Pam3CSK4. Células THP-1 também foram tratadas com 
Bay 11-7082 em diferentes concentrações 30 minutos antes do tratamento com 
os agonistas de TLR2 e TLR4 durante 24 horas. Em seguida foram obtidos 
extratos celulares sendo que 30µg foram fracionados em gel de policacrilamida 
12%, transferidos para membrana PVDF e analisados com anticorpos específicos 
conforme indicado na figura. O anticorpo anti-actina foi utilizado para demonstrar 
as quantidades equivalentes de extrato aplicadas por canaleta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



91 
 

5.4 – A fosforilação de STAT1 ocorre em células THP -1 diferenciadas a 
macrófagos tratadas com LPS 

 

Durante processos infecciosos, os monócitos circulantes migram para os 

tecidos e sofrem diferenciação a macrófagos adquirindo assim um aumento 

notável de suas propriedades antibacterianas. O processo de diferenciação é 

complexo e é controlado pela expressão e ativação de múltiplos fatores de 

transcrição (Valledor et al., 1998; Landsman e Jung 2007). Existem diversas 

substâncias que acarretam in vitro a diferenciação de monócitos a macrófagos, 

dentre elas o PMA e a vitamina D3 (Bar-Shavit et al., 1983; Auwerx 1991; Qin 

2011). Um estudo recente demonstrou que a diferenciação das células THP-1 a 

macrófagos induzida por PMA durante 3 dias é a que mais aproxima as 

características dos marcadores de diferenciação e de resposta celular aos 

macrófagos derivados de monócitos no sangue (Daigneault et al., 2010). 

Assim, para diferenciação a macrófagos, células THP-1 foram tratadas com 

PMA 100 mM durante 72 horas. Após esse tempo as células THP-1 foram 

tratadas ou não com LPS (1 µg/mL) ou com Pam3CSK4 (100 ng/mL) durante 3, 6, 

9, 12 e 24 horas. Ao término desses tempos, os extratos celulares obtidos foram 

utilizados nos experimentos de western blot. Como controle foram utilizados 

extratos de células THP-1 em suspensão que permaneceram em cultura durante 

todo tempo do experimento. 

Através do resultado obtido foi possível observar que os macrófagos THP-1 

respondem à estimulação com os agonistas, uma vez que observamos 

fosforilação de p38 nos tempos iniciais do tratamento. Além disso, o tratamento 

com LPS resulta na fosforilação de STAT1 desde os tempos inicias de tratamento 

com redução após 24 horas quando comparadas com os controles não 
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diferenciado e diferenciado sem tratamento (0).  Esse resultado sugere que 

células THP-1 diferenciadas em macrófagos sintetizam IFN-I após tratamento 

com LPS e não após tratamento com Pam3CSK4 conforme esperado (Figura 17). 

Actina e STAT1 foram utilizados como normalizadores. 
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Figura 17 – Análise por Western Blot da fosforilaçã o de STAT1 em células 
THP-1 diferenciadas e tratadas com os agonistas TLR 2/4. Cinquenta 
microgramas dos extratos de células THP-1 diferenciadas ou não (Não 
diferenciadas) com PMA 100 mM e estimuladas ou não (0) com LPS (1 µg/mL) e 
Pam3CSK4 (100 ng/mL) ao longo do tempo conforme indicado na figura foram 
fracionados em gel de policacrilamida 12%, transferidos para membrana PVDF e 
analisados com anticorpos específicos como indicado. 
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5.5 – Camundongos deficientes de PKR sobrevivem à s epticemia 
polimicrobiana   

 

Estudos recentes demonstram que a proteína cinase PKR apresenta um 

papel durante infecções bacterianas ou em resposta a seus produtos. Até o 

momento não existem estudos que relatem a importância de PKR em quadros de 

septicemia polimicrobiana.  

Alguns trabalhos tem demonstrado o papel de monócitos na sepse 

polimicrobiana (Annane et al., 2005; Brunialti et al., 2006; Salomão et al., 2008). A 

sepse é causada pela hiper-ativação do sistema imune inato, seguida de uma 

cascata pró–inflamatória, em resposta a infecção microbiana grave ou ao 

extensivo dano tecidual (como por exemplo, as causadas por queimaduras ou 

leões múltiplas). A ativação do sistema de complemento e a hiper-ativação das 

respostas imune inata estão associadas com uma resposta inflamatória excessiva 

que caracteriza a sepse. Assim o mau funcionamento dos mecanismos 

regulatórios durante a sepse pode resultar na perda do controle da inflamação 

(Bone et al., 1992; Angus et al., 2006; Lanoix et al., 2012). 

A fim de verificar a relevância de PKR nesse quadro clínico camundongos 

selvagens (WT) e deficientes de PKR (PKR -/-) foram submetidos ao 

procedimento de ligadura e perfuração do ceco (CLP) letal (Hubbard et al., 2005).  

Após anestesia o ceco desses animais foi exposto e submetido a ligadura frouxa 

distal e foi perfurado em dois pontos com auxilio de agulha. Em seguida foi feita 

leve compressão que permitiu o extravasamento do conteúdo fecal. O ceco foi 

reintroduzido na cavidade peritoneal e foi realizada laparorrafia.  Após 

procedimento aguardamos o retorno dos animais da anestesia e esses foram 
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mantidos com em gaiolas com livre acesso a água e ração. Os animais foram 

então observados duas vezes por dia até o oitavo dia. 

Ao termino das primeiras 24 horas todos os animais WT já haviam morrido, 

enquanto que 90% dos animais PKR -/- permaneceram vivos até o oitavo dia 

quando foram sacrificados (Figura 18). 

É necessária a realização de diversos experimentos que visem à análise 

da carga bacteriana no sangue e no peritônio desses animais, dosagem de 

citocinas e quimiocinas, capacidade de ”killing” dos neutrófilos e que relacionem o 

papel de PKR na inbição da síntese de proteínas com a sobrevivência dos 

animais que não expressão PKR. 
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Figura 18 – Camundongos deficientes de PKR sobreviv em ao CLP . Dez 
animais de cada grupo foram submetidos ao CLP e foram monitorados duas 
vezes ao dia. No oitavo dia animais PKR-KO foram sacrificados. 
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6 - Discussão 

 
O papel de PKR tem sido estudado extensivamente ao longo de vários 

anos nas infecções virais. No entanto, estudos têm demonstrado a sua relevância 

nas infecções causadas por bactérias ou por seus produtos e por parasitas.  

Em seu trabalho publicado em 2004, Hsu e colaboradores apresentaram 

um resultado intrigante onde mostram que macrófagos obtidos de camundongos 

deficientes de TRIF-1 apresentavam baixos níveis de expressão de PKR, 

sugerindo uma potencial importância dessa molécula adaptadora para expressão 

de PKR em resposta ao estímulo. Porém, o mecanismo molecular envolvido ou 

hipóteses não foram abordados para especular esta observação (Hsu et al., 2004) 

Já Cheung e colaboradores (2005), ao utilizarem monócitos humanos do 

sangue periférico estimulados com bacillus de Calmette-Guérin, observaram que 

essas células expressavam IL-6, IL-10 e TNF-α de maneira dependente de PKR, 

baseando-se em ensaios de transfecção com a forma inativa de PKR e também 

com a utilização de 2-aminopurina, um inibidor relativamente específico de PKR 

(Cheung et al., 2005). 

Embora os níveis de expressão de PKR não tenham sido determinados 

nessas células, esses autores concluíram que PKR possui um papel crítico na 

regulação da resposta imune a infecções causadas por micobactérias, suportando 

a hipótese que PKR é importante para resposta imune inata desencadeada por 

esses microorganismos. Além disso, a fosforilação de PKR é observada quando 

macrófagos alveolares murinos são estimulados por LPS e Pam3CSK4 resultando 

na produção de citocinas inflamatórias, cuja síntese parece ser dependente da 

fosforilação de PKR (Cabanski et al., 2007) . Neste mesmo trabalho, foi mostrado 
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que PKR ativada nessas células pode regular a fosforilação de JNK1/2 induzida 

pelo tratamento com os dois agonistas. Entretanto, a ativação de NF-κB, também 

regulada por PKR, é induzida apenas através da ativação de TLR4. Assim, esses 

dados sugerem que a ativação de PKR é um passo importante na resposta 

inflamatória mediada por TLR2 ou por TLR4, pelo menos em camundongos. 

Contudo, o mecanismo pelo qual PKR é ativada e qual o seu papel em 

infecções não-virais permanece obscuro. 

O nosso estudo mostrou que os agonistas de TLR4 e TLR2 são capazes 

de induzir a transcrição do mRNA de PKR e sua tradução nas concentrações 

mais elevadas dos agonistas LPS e Pam3CSK4 em células promonocíticas 

humanas THP-1 e de forma tempo dependente. Esses resultados demonstraram 

que PKR pode ter um papel importante na resposta imune desencadeada por 

infecções bacterianas em monócitos humanos, uma vez que estas células 

apresentam capacidade fagocítica e expressão diversos receptores de patógenos 

incluindo TLRs (LaRue 1994; Tsuchiya et al., 1980)  (Figuras 3 e 5).  

Através dos resultados de fosforilação de IκB-α podemos notar que os 

estímulos foram efetivos e desencadearam vias de sinalização inflamatórias, uma 

vez que a fosforilação de IκB-α nos resíduos de Ser32 e Ser36 pelas IKKs é um 

sinal que determina a sua degradação mediada por ubiquitinas pela via 

proteossômica e posterior liberação de NF-kB que é translocado para o núcleo. 

Alguns estudos demonstram a complexidade da regulação de IκB-α necessária 

para garantir que NF-kB seja rapidamente e especificamente ativado (Pando e 

Verma 2000; Ramana e  Srivastava, 2006; Parsons e Greer, 2006). O aumento da 

síntese de TNF-α e a fosforilação de p38 fornecem evidências diretas da ativação 

de vias inflamatórias (Kawai e Akira 2010) (Figuras 7).  
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O tratamento das células THP-1 com LPS e Pam3CSK4 resultou na 

indução de PKR, conforme mencionado acima, mas surpreendentemente não 

resultou na síntese de IFN-I conforme esperado devido ao fato de eif2ak2 ser 

conhecido como um gene induzido por interferon (Williams 2001).  

Apesar de não termos dosado os níveis de interferons do tipo I no 

sobrenadante das células THP-1 devido a dificuldades técnicas, a ausência dessa 

citocina foi evidenciada pela ausência da transcrição do RNA mensageiro de IFN-

beta e subtipos de IFN-alfa (Figura 9); pela não ativação de promotores ativados 

por IFNs-I, como PKR e ISG56 (Figura 10 A e B); e pela ausência de fosforilação 

de STAT1, uma proteína envolvida na via de sinalização Jak/STAT (Figura 11). 

Porém este fato pode ser justificado uma vez que Hayes e colaboradores 

demonstraram que monócitos humanos tratados com LPS são capazes de 

sintetizar interferons somente se essas células forem primadas com o fator 

estimulador de colônia de granulócitos e macrófagos, GM-CFS (granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor) ou IFN-γ. Nesse estudo não foram 

detectados nessas células síntese de interferons do tipo I em decorrência ao 

tratamento com LPS, mesmo durante dois dias de tratamento com LPS (Hayes et 

al., 1991).  

Outro estudo mostrou que somente monócitos e PBMCs pré-tratados com 

IFN-beta poderiam sintetizar IFN-alfa em consequência ao tratamento com LPS 

(Richez et al., 2009). No entanto um estudo recente sugeriu que em monócitos 

obtidos de PBMCs, IRF-8 e PU.1 se associam formando um complexo que se liga 

a região promotora de IFN-β facilitando o recrutamento de IRF-3 e 

consequentemente levando a transcrição de IFN-β em resposta ao tratamento 

com LPS e vírus Sendai (Li et al., 2011). Essas diferenças observadas entre 
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esses grupos e o nosso pode estar relacionada com os diferentes métodos de 

obtenção de monócitos (Wong et al., 2012).  

Entretanto, já foi demonstrado que em neutrófilos humanos a expressão de 

genes estimulados por IFNs devido tratamento com LPS não requer a secreção 

de mediadores como IFNα/β ou em decorrência da ativação de STAT. O 

sobrenadante obtido dessas células tratadas com LPS reteve a capacidade de 

induzir a expressão de Mx1, outro gene estimulado por IFNs, de forma 

independente de IFN do tipo I, mas dependente da ativação da MAPK p38 

(Malcolm e Worthen 2003). 

Apesar de um trabalho recente ter sugerido a síntese de interferons do tipo 

I em macrófagos infectados com Leishmania amazonensis pela via de sinalização 

de TLR2 com aumento da expressão de PKR (Vivarini et al., 2011), Barbalat e 

colaboradores (2009) demonstraram que em monócitos a ativação de TLR2 

resulta em síntese de IFN-I apenas pelo reconhecimento de moléculas virais e 

não devido ao reconhecimento de agonistas bacterianos (Barbalat et al., 2009). 

Os tratamentos com os agonistas TLR2/4 promoveram a adesão dos 

monócitos à superfície das placas utilizadas em nosso estudo (dado não 

mostrado). Este fato também foi comentado por Lackman e Cresswell em 2006, 

quando esses autores estimularam células THP-1 com LPS e com Escherichia 

coli, elas aderiram à superfície de cultivo, no entanto isso não foi observado 

quando essas células eram estimuladas por IFN-γ. O mesmo foi observado por 

nós quando as células THP-1 foram tratadas com IFN-A2. 

Esse fato também foi observado e fotografado por Takashiba e 

colaboradores (1999), e em seus estudos, esses pesquisadores também 

demonstraram que essas células apresentavam um acúmulo citoplasmático de 
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NF-κB e que após tratamento com LPS (100 ng/mL), NF-κB rapidamente era 

translocado para o núcleo onde induzia uma rápida síntese de TNF-α. Esses 

autores levantam a hipótese que NF-kB tenha um importante papel na 

diferenciação de monócitos a macrófagos preparando-os para responder 

rapidamente a infecção (Takashiba et al., 1999). A participação de NF-κB nos 

processos de diferenciação celular também já foi demonstrada em estudo que 

utilizou células dendriticas (Campbell et al., 2011). 

Também analisamos de forma indireta a ativação de IRF-3. Através do 

resultado obtido podemos notar que o fator de transcrição IRF-3 parece não 

participar da via de sinalização desencadeada pelo tratamento com LPS uma vez 

que células THP-1 transfectadas com o plasmídeo pGL3-IFN-beta que possui dois 

sítios de ativação para IRF-3 na região promotora não é ativado após tratamento 

com LPS durante 6 e 24 horas (figura 13 A), sugerindo mais uma vez a ausência 

de participação da via JAK/STAT nesse contexto. 

Entretando quando essas células foram tratadas com agonista que sinaliza 

através da via TRIF-dependente, poly-IC, foi possível observar que a partir de 2 

horas de tratamento que occoreu uma discreta fosforilação de STAT1 e que essa 

fosforilação precedeu o aumento dos níveis proteicos de PKR (figura 13 B). Poly-

IC ao ser reconhecido por TLR3 induz a ativação de IRF-3 conduzindo a síntese 

de IFN-beta (Matsumoto e Seya 2008). Esse resultado sugere que em células 

THP-1 tratadas com poly-IC a via de sinalização STAT1 pode ser ativada.  

A obtenção desse resultado nos levou a levantar a hipótese de que as 

células THP-1 tratadas com LPS sinalizam preferencialmente pela via MyD88 

dependente, uma vez que não observamos a síntese de IFNs-I e ativação de IRF-

3. Além disso, como poly-IC é um forte indutor de IFN-beta era esperada uma 
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robusta fosforilação de STAT1, o que não foi observado. Este fato nos levou a 

acreditar que as essas células THP-1 apresentem uma expressão reduzida ou 

nenhuma de TLR3. Alguns autores já demonstraram que em monócitos não é 

observada o aumento dos níveis do mRNA de TLR3 em resposta a seu agonista 

(O`Mahony et al., 2008; Ketloy et al., 2008; Visintin et al., 2001).  

Em outro estudo foi observado que células THP-1 não apresentam níveis 

basais do mRNA de TLR3 e que não repondem a resposta aos estímulos de IFN-

β; IFN-α e LPS (Heinz et al., 2003). Apesar de outro estudo ter demonstrado que 

a ativação de TLR3 em monócitos induzida por LPS ocorre de forma dependente 

da via TLR4-MyD88-IRAK-TRAF6-NF-κB (Pan et al., 2011). 

Além disso, um grupo de pesquisadores demonstrou que em células 

dendríticas derivadas de monócitos a estabilização dos transcritos de IFN-β 

ocorre de forma TRIF-dependente pela ativação de TLR3 em resposta ao dsRNA 

(Johnsen et al., 2012). 

No entanto, a região promotora de PKR apresenta sítios para outros fatores 

de transcrição como NF-κB-like e Sp1/3, relacionados com as respostas celulares 

a inflamação e a infecções bacterianas e com a diferenciação celular e que 

podem ser alvos para a transcrição de eif2ak2 (Valledor et al., 1998; Tanaka e 

Samuel 1994; Ward e Samuel 2002). Além disso, foi demonstrado que na 

ausência de interferons do tipo I o aumento da expressão de PKR pode ocorrer 

devido a regulação cooperativa de Sp1e Sp3 (Das et al., 2006).  

Para verificar essa possibilidade células THP-1 foram tratadas com 

Mitramicia A, inibidor de Sp1, e com dois inibidores de NF-κB (TPCK e Bay 11-

7082) com objetivo de verificar o envolvimento desses fatores de  transcrição no 

aumento de expressão de PKR.  
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Esses inibidores agem da seguinte forma: a mitramicina é um fármaco que 

se liga a regiões G-C do DNA inibindo a ativação de regiões promotoras ricas 

nessas sequências. Sítios para Sp-1 são ricos em C-G (Blume et al., 1991). Já 

TPCK age pela inibição proteolítica de IκBα. Como consequência, IκBα não 

degradada, impede a translocação de NF-κB do citoplasma para o núcleo (Henkel 

et al., 1993). Enquanto que Bay 11-7082 inibe seletivamente e irreversivelmente a 

ativação de NF-κB pelo bloqueio da fosforilação de IκB-α induzida por TNF-α 

(Pierce et al ., 1997). 

Através dos resultados obtidos (figuras 14; 15 e 16) verificamos a 

importância desses fatores de transcrição (Sp1 e NF-κB) para regular o aumento 

da expressão de PKR devido ativação de TLR2 e TLR4 em células THP-1. 

Monócitos se diferenciam a macrófagos e diversos estudos tem mostrado a 

relevância da via de sinalização de IFNs em macrófagos em resposta a diversos 

estímulos (Mboko et al., 2012; Ma 2010; Landsman e Jung 2007). Assim, a fim de 

verificar a ativação da via de sinalização de IFNs-I (Jak/STAT) em macrófagos, 

células THP-1 foram tratadas durante 72 horas com PMA. O PMA além de 

conduzir essas células a possuírem características semelhantes aos macrófagos 

derivados de monócitos do sangue também protege a célula da apoptose uma 

vez que ao serem tratadas com Estaurosporina, um potente indutor de apoptose 

via caspase 3, essas células mantiveram os níveis elevados de Mcl-1, uma 

proteína anti-apoptótica (Daigneault et al., 2010). Após esse tempo de 

diferenciação (72 horas) essas células foram tratadas com LPS e Pam3CSK4 ao 

longo do tempo (Figura 17).  

O resultado obtido demonstrou que essas células foram sensíveis ao 

tratamento com ambos os agonistas uma vez que observamos fosofrilação de p38 
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em tempos inicias de tratamento (3 e 6 horas respectivamente) e permanecendo 

até o tempo mais tardio utilizado em nosso estudo (24 horas) e que o tratamento 

com LPS acarretou na fosforilação de STAT1, sugerindo ativação da via TRIF-

dependente que conduzindo a ativação de IRF-3 e síntese de IFN-beta (Xia et al., 

2012; Zhao et al., 2012) (Figura 17).  

Os monócitos e neutrófilos desempenham um papel central na 

patofisiologia da sépsis e estão envolvidos na resposta protetora durante esse 

processo (Annane et al., 2005; Brunialti et al., 2006; Salomão et al., 2008). 

 A sepse é uma das causas mais comuns de morbidade e mortalidade nas 

unidades de terapias intensivas (Angus et al., 2006). A taxa de mortalidade ao 

redor do mundo é de aproximadamente 35% apesar do tratamento imediato com 

antibióticos, da resposição hídrica adequada e  do apoio tecnologico para manter 

a função de órgãos afetados (Polderman et al., 2004). No Brasil, um estudo nas 

regiões Sul e Suldeste revelou as altas taxas de mortalidade de pacientes com 

sepse, sepse grave e choque séptico (34,7%; 47,3% e 52,2% respectivamente) 

(Silva et al., 2004).  

 Até o momento não exitem dados na literatura que relacione PKR com 

quadros de sepse bacterianos, apesar de diversos trabalhos terem demonstrado a 

importancia dessa proteína em infecções bacterianas. Além disso conforme 

mencionado anteriormente monócitos são células importantes na resposta do 

hospedeiros a infecção e  inflamação (Lawrence et al., 2007; Gordon e Taylor 

2005). Nossos resultados também demonstram a participação de PKR em células 

THP-1 (uma linhagem promonocítica) em respostas aos agonistas bacterianos 

LPS e Pam3CSK4. Assim, a fim de examinar uma potencial contribuição in vivo 
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de PKR, avaliamos a sobrevivência de camundongos WT e PKR-/-  submetidos a 

ligadura e perfuração do ceco (CLP – cecal ligation and puncture).  

 Através do resultado obtido (Figura 18) observamos que camundongos 

deficientes de PKR sobrevivem a sepse grave sugerindo um papel prejudicial de 

PKR na sepse grave no modelo utilizado por nós. Obviamente que mais estudos 

precisam ser realizados a fim de relacionar o papel de PKR à sobrevivência 

desses animais. 

Diferentemente de PKR, alguns estudos de sepse já foram realizados com 

camundongos deficientes do receptor de IFNs do tipo I (IFNAR-/-). Em 2010 foi 

publicado um estudo em que camundongos 129 SvEv selvagens e IFNAR-/- 

foram submetidos a sepse experimental de modo que 10 a 20% dos animais 

controles permanecem vivos até o décimo dia após cirurgia. Esses pesquisados 

optaram por este modelo porque segundo eles esse se aproxima mais dos 

quadros de sepse em humanos. Eles demonstraram que os camundongos 

IFNAR-/- eram mais sensíveis a esse procedimento e morreram em maior número 

quando comparado aos selvagens (Kelly-Scumpia, 2010).  

No entanto em um experimento piloto que realizamos em colaboração 

camundongos 129 SvEv selvagens e IFNAR-/- foram submetidos a sepse grave 

conforme descrito para os animais PKR-/-  e foi observada a morte desses 

animais de forma semelhante entre os dois grupos (dados não mostrados). Após 

esses resultados levantamos a hipótese de que mesmo na ausência do sistema 

IFN-I, PKR possa ser expressa e os efeitos prejudiciais de sua ativação sejam 

observados nos camundongos IFNAR-/-.  
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No entanto, outros estudos já demonstraram que a ausência do sistema de 

IFN-I apresenta um caráter protetor uma vez que não foi observado um quadro 

hiperinflamatório (Mahieu et al., 2006; Weighardt et al., 2006). 

 O papel de PKR na inibição da síntese de proteínas em infecções virais é 

bem conhecido. A autofosforilação de PKR em resposta ao dsRNA conduz a 

fosofrilação de eIF2α resultando na inibição da síntese de proteínas (Budt et al., 

2009; Garcia et al., 2006; Zhang et al., 2008; Galabru e Hovanessian 1987; 

Rhoads 1993).  

 Resultados previamente obtidos visaram analisar a fosforilação de PKR, do 

seu substrato eIF2α, e a síntese de proteínas em células THP-1 tratadas com LPS 

(1 µg/mL) durante 15, 45 e 90 minutos e 3, 6, 9, 12 e 24 horas. Através dos 

experimentos de western blot foi possível observar que níveis significativos de 

fosforilação de PKR ocorrem nos tempos de 6, 9, 12 e 24 horas, ocorrendo 

também a fosforilação de eIF2α. Após esses resultados foi avaliada a síntese de 

proteínas através do ensaio de marcação metabólica com metionina S35.  As 

células THP-1 foram novamente tratadas com LPS (1 µg/mL) nos mesmos 

tempos citados acima. Através desse resultado obtido observamos que após 15 

minutos de tratamento ocorreu um aumento da síntese de proteínas que se 

extendeu até 6 horas de tratamento.  Entre os tempos de 6 e 9 horas foi 

observado uma redução da síntese de proteínas que se extendeu ate 24 horas. A 

redução na síntese de proteínas entre os tempos de 9 a 24 horas correlacionaram 

com o aumento da expressão e da ativação de PKR e fosforilação de eIF2α. Além 

disso, também observamos que a inibição da síntese de proteínas ocorre de 

forma dose depentende durante 18 horas de tratamento com LPS.  
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 A fim de demonstrar que a inibição da síntese proteica induzida por LPS é 

regulada por PKR, esplenócitos derivados do baço de camundongos selvagens 

ou deficientes de PKR (Chakrabarti et al., 2008) foram tratados com LPS em 

diferentes intervalos de tempo (90 minutos, 3, 6, 12 e 24 horas) e a inibição da 

síntese de proteínas foi mais uma vez avaliada pelo método de marcação 

metabólica com metionina S35. O resultado obtido mostrou que a inibição da 

síntese de proteínas ocorre após 90 minutos de tratamento com LPS e que essa 

inibição é mantida ate 24 horas em ambos os grupos. Contudo comparando o 

perfil de síntese de proteínas nas células obtidas dos camundongos selvagens e 

deificientes de PKR nos tempos de 12 e 24 horas o perfil de inibição é mais 

pronunciado nas células obtidas dos camundongos selvagens (84.1% em 12 

horas e 92.3% em 24 horas) do que nas células obtidas dos camundongos 

deficientes de PKR (58,3% em 12 horas e 60.5% em 24 horas) indicando o papel 

de PKR na regulação da síntese de proteínas em células traradas com LPS. 

 Enquanto que em infecções virais a inibição da síntese de proteínas em 

decorrência da ativação de PKR acarreta no controle da infecção (Williams 2001), 

no contexto das infecções bacterianas ainda precisa ser investigado. Em um 

contexto sistêmico os resultados obtidos de camundongos deficientes de PKR 

submetidos à sepse sugerem que PKR tem um papel prejudial, uma vez que 90% 

desses camundongos sobreviveram ao procedimento de CLP durante 8 dias. 
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7 - Conclusão 
 

Através desse conjunto de resultados é possível concluir que: 

 

- Em células THP-1 tratadas com LPS e Pam3CSK4 ocorre o aumento 

transcricional e proteico de PKR. 

- O aumento da expressão de PKR nas células THP-1 tratadas com LPS e 

Pam3CSK4 ocorre de forma independente de interferons do tipo I. 

- Os fatores de transcrição Sp e NF-κB apresentam um papel relevante no 

aumento dos níveis de expressão de PKR em células THP-1 tratadas com LPS  e 

Pam3CSK4. 

- Em células THP-1 diferenciadas a macrófagos o tratamento com LPS 

acarreta na síntese de interferon do tipo I uma vez que observamos fosforilação 

de STAT1. 

- E que PKR parece ter um papel prejudicial nos quadros de septicemia. 

 

Assim, esses resultados demonstram que PKR emerge como uma proteína 

relevante em quadros de infecção bacteriana. 
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