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Resumo 

Os macrófagos de camundongos C57BL/6 produzem níveis maiores de NO que os 

macrófagos de camundongos BALB/c quando estimulados com LPS. Este trabalho teve 

como objetivo investigar os mecanismos moleculares que determinam esta produção 

diferencial intríseca de NO pelos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. Analisando 

inicialmente a influencia da arginase, observamos que, embora as isoformas desta enzima 

sejam diferencialmente expressas nos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c, a atividade total 

da arginase não difere nestas células e, portanto, não deve ser responsável pela diferença na 

produção de NO nas duas linhagens de camundongos. A menor produção de NO pelos 

macrófagos de BALB/c foi correlacionada com a menor expressão da proteína e do mRNA 

da iNOS. Nosso grupo já havia mostrado que a menor expressão do mRNA da iNOS não é 

devida a uma maior degradação desta molécula e, neste trabalho mostramos que a menor 

expressão da proteína iNOS também é independente de sua taxa de degradação. Esses 

dados sugeriram que a transcrição do gene da iNOS deve ser menos eficiente nos 

macrófagos de BALB/c do que de C57BL/6. A análise de dois fatores de transcrição 

importantes para a transcrição do gene da iNOS mostrou que, enquanto a ativação do NF-

κB não se correlaciona com a expressão da iNOS nos macrófagos desses camundongos, a 

ativação do STAT-1 é maior em macrófagos de camundongos C57BL/6 do que em 

camundongos BALB/c. Foi mostrado ainda que os macrófagos de C57BL/6 expressam 

mais TLR4, IFN-β e IL-10 e menos TNF-α do que células de BALB/c. No entanto, não há 

uma correlação entre a expressão de IL-10 e TNF-α, uma vez que estas citocinas são 

conhecidas por respectivamente, inibir e estimular a produção de NO em macrófagos. A 

produção diferencial de IL-10 e TNF-α também pode ser devido à produção diferencial de 

IFN-β, já que esta citocina é capaz de induzir a produção de IL-10 que por sua vez inibe a 

produção de TNF-α. A neutralização do IFN-β aboliu a ativação de STAT-1 e diminuiu a 

produção de NO em camundongos C57BL/6 para níveis semelhantes aos produzidos por 

camundongos BALB/c, mostrando que o IFN-β é determinante para o acréscimo na 

produção de NO por macrófagos de C57BL/6 em relação aos de BALB/c. Assim, é 

possível concluir que macrófagos de BALB/c produzem menos NO que os macrófagos de 

C57BL/6 devido a uma deficiência na sinalização mediada por TLR4 que leva à produção 

de IFN-β e consequentemente à ativação de STAT-1. 
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Abstract 

Macrophages from C57BL/6 mice innately produce higher levels of NO than 

macrophages from BALB/c mice when stimulated with LPS. The aim of this work was 

to investigate the molecular events that account for the intrinsic differential production 

of NO in C57BL/6 and BALB/c macrophages. By initially analyzing the influence of 

arginase, we observed that although the enzyme isoforms are differentially expressed in 

C57BL/6 and BALB/c macrophages, the total activity of arginase is equivalent in these 

cells, and therefore may not be responsible for the difference in the production of NO by 

these two strains of mice. The lower production of NO in BALB/c macrophages 

correlates with a lower iNOS mRNA and protein accumulation. Our group has 

previously shown that the lower expression of iNOS mRNA is not due to a higher 

degradation of this molecule and in the present work, we show that the lower expression 

of iNOS protein is also independent of its degradation rate. These data suggested that 

iNOS transcription is less efficient in BALB/c than in C57BL/6. Analysis of two 

transcription factors involved in iNOS transcription showed that activation of NF-κB 

does not correlate with iNOS expression. Conversely, activation of STAT-1 was more 

prominent in C57BL/6 than BALB/c macrophages. Furthermore, we showed that 

C57BL/6 macrophages express more TLR4, IFN-β, and IL-10 and less TNF-α than 

BALB/c cells. However, there is no correlation between the expression of IL-10 and 

TNF-α, since these cytokines respectively inhibit and stimulate the production of NO. 

The differential production of IL-10 and TNF-α can also be due to the differential 

production of IFN-β, since this cytokine induces the production of IL-10, which, in turn, 

inhibits production of TNF-α. Anti-IFN-β neutralizing antibodies abolished STAT-1 

activation and reduced NO production in C57BL/6 macrophages to surplus of NO 

production in C57BL/6 macrophages in relation to BALB/c cells. Therefore, our results 

suggest that macrophages from BALB/c mice are innately lower NO producers than 

macrophages from C57BL/6 mice because they are defective in the TLR4-mediated 

signaling that induces the production of IFN-β and consequently the activation of 

STAT-1. 
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1.1. A resposta imune inata contra patógenos 

O sistema imune dos mamíferos é composto por dois componentes, imunidade 

inata e imunidade adaptativa, que interagem entre si contribuindo para a eliminação 

mais eficiente de patógenos. A imunidade inata é um sistema evolucionariamente 

conservado e fornece a primeira linha de defesa do organismo contra microrganismos, 

mas é frequentemente insuficiente para superar os mecanismos de virulência dos 

patógenos. Em contraste, a imunidade adaptativa é altamente específica e está envolvida 

na eliminação dos patógenos na fase tardia da infecção bem como geração da memória 

imunológica (Abbas et al., 2008; Kawai & Akira, 2009). 

Como a presença de microrganismos comensais na pele e epitélios de superfícies 

internas, tais como trato digestivo, não é perigosa, mas sim benéfica, a primeira tarefa 

do sistema imune é distinguir microrganismos patogênicos dos não patogênicos. O 

sistema imune inato reconhece os microrganismos por meio de um número limitado de 

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

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

como celulares. Os PRRs possuem algumas características em comum: 1) reconhecem 

componentes microbianos compartilhados por vários microrganismos conhecidos como 

Padrões Moleculares Associados aos Patógenos (PAMPs – Pathogen-Associated 

Molecular Patterns) que, sendo essenciais para a sobrevivência dos mesmos, 

dificilmente são alterados; 2) são expressos constitutivamente no hospedeiro e detectam 

o patógeno independente do seu estágio de ciclo de vida; 3) são codificados na linhagem 

germinativa e expressos em todas as células de um determinado tipo e independente da 

memória imunológica (Akira et al., 2006). Os PRRs também são capazes de interagir 

com estruturas próprias presentes em células em estresse ou lesadas, chamados de 

Padrões Moleculares Associados ao Perigo (DAMPs – Danger Associated Molecular 

Patterns). As células que estão diretamente infectadas ou estão na vizinhança de outras 

células infectadas podem aumentar a expressão de DAMPs. Desta maneira, a imunidade 

inata pode contribuir para eliminação de células que contêm patogênos, mesmo se os 

produtos microbianos não forem expostos (Abbas et al., 2008; Villaseñor-Cardoso & 

Ortega, 2011).  

Os PRRs podem ser expressos na superfície celular e no interior da célula 

(associado com membranas de endossomos ou no citosol) ou ainda secretados como 
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moléculas solúveis na circulação, fluidos intersticiais e/ou em secreções. Eles podem 

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

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

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

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

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

(NLRs – NOD-like receptors), Helicases semelhantes a RIG (RLHs – RIG-like 

helicases) e Lectina ligadora de manose (MBL – Mannose-binding lectin) (Kawai & 

Akira, 2009; Villaseñor-Cardoso & Ortega, 2011).  

Os PRRs mais estudados são os TLRs. Os TLRs são glicoproteínas integrais de 

membrana tipo I caracterizados por um domínio de ligação extracelular contendo 

motivos ricos em repetições de leucina (LRR – leucin-rich repeat) e um domínio de 

sinalização citoplasmático homólogo ao receptor de interleucina-1 denominado de 

domínio TIR (Toll-Interleukin-1 Receptor) (Fig. 1A) (Bowie & O’Neill, 2000). Estes 

receptores foram inicialmente clonados em Drosophila, mas, em 1997, Medzhitov e 

colaboradores descreveram a presença de uma proteína semelhante ao Toll de 

Drosophila em várias células ou linhagens celulares de camundongos ou humanos que 

era capaz de induzir sinais para a ativação da resposta imune inata e adaptativa 

(Medzhitov et al., 1997). 

Até o momento foram descritos 13 TLRs, sendo TLR1 ao TLR9 conservados em 

camundongos e humanos, TLR10 não funcional em camundongos devido a uma 

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

TLR10 em humanos e os TLR12 e TLR13 em camundongos ainda não foram bem 

caracterizados e suas funções permanecem desconhecidas. Os membros da família dos 

TLR são expressos em uma variedade de células e tecidos incluindo células imunes 

efetoras, células dendríticas, linfócitos T e B e também em outras células que não 

pertencem ao sistema imune (Egan et al., 2009; Kumar et al, 2011; Villaseñor-Cardoso 

& Ortega, 2011).  

Os TLRs reconhecem uma grande faixa de moléculas microbianas incluindo 

lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano (TLR4), carboidratos e lipídeos expressos por 

bactérias gram-positivas (TLR1, TLR2, TLR6), flagelina (TLR5) e ácidos nucléicos 

virais, bacterianos ou de alguns protozoários (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9). Os 
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membros da família dos TLRs podem ser divididos em duas subpopulações de acordo 

com a sua localização celular. Os TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR11 são 

descritos como expressos exclusivamente na superfície celular. Por outro lado, TLR3, 

TLR7, TLR8 e TLR9 são encontrados em compartimentos intracelulares tais como 

endossomos, lisossomos ou retículo endoplasmático, com o domínio LRR no lado 

interno da membrana endossômica onde eles reconhecem e respondem a seus ligantes 

derivados de microrganismos internalizados (Teixeira et al, 2002; Egan et al., 2009; 

Kawai & Akira, 2009).  

A ativação dos TLRs nas células é acompanhada pela maior capacidade de 

expressão de moléculas coestimulatórias, apresentação de antígenos, secreção de 

citocinas pró-inflamatórias e promoção da morte microbiana. Após o reconhecimento 

do ligante, os TLRs se dimerizam e sofrem mudanças conformacionais que levam ao 

recrutamento de moléculas adaptadoras. Quatro moléculas adaptadoras diferentes 

participam da transdução do sinal dos TLRs e apresentam em comum um domínio 

denominado TIR: 1) MyD88 (Myeloid Differentiation factor 88), 2) TIRAP (TIR 

domain- containing adaptor protein) ou MAL (MyD88-adaptor-like), 3) TRIF (TIR 

domain-containing adaptor protein inducing IFN) ou TICAM1 (TIR-containing 

adaptor molecule 1), 4) TRAM (TRIF-related adapator molecule) ou TICAM2 (TIR-

containing adaptor molecule 2). Uma quinta molécula chamada de SARM (sterile- and 

armadillo-motif-containing protein), ortóloga de proteínas de Drosophila e 

Caenorhabditis elegans, também contem o domínio TIR na sua porção C-terminal, mas, 

este adaptador não é capaz de ativar a via do NF (nuclear factor)-κB ou do IRF 

(interferon regulatory factor)-3 e, portanto, o seu papel na sinalização por TLRs é 

desconhecido. Após o recrutamento de proteínas adaptadoras, proteínas cinases são 

requeridas para a fosforilação de fatores de transcrição que se translocam ao núcleo e 

promovem a síntese de interferon do tipo I, moléculas pró-inflamatórias e outras 

citocinas (Fitzgerald et al, 2004; Villaseñor-Cardoso & Ortega, 2011).  

A molécula adaptadora MyD88 desempenha um papel central na sinalização 

desencadeada pela ativação dos TLRs, com exceção de TLR3, bem como na sinalização 

mediada pelos receptores de IL-1 e IL-18. A proteína MyD88 recruta as proteínas IRAK 

(IL-1R-associated kinase) 1 e 4. Estas formam um complexo com TRAF6 (TNF 

receptor-associated factor 6) que juntamente com  Ubc13 e Uva1 agem como uma 
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ubiquitina ligase (E3) promovendo a poliubiquitinação de TRAF6. O complexo 

formado por TAK1 (TGF-β-activated kinase 1) e pelas proteínas de ligação a TAK1, 

TAB1, TAB2 e TAB3, é também recrutado por TRAF6. A cinase TAK-1 fosforila IKK-

b (IKK – IκB kinase) e MKK6 (MAP kinase kinase 6) que modulam a ativação de NF-

κB e MAP cinases (MAPKs – Mitogen-activated protein kinases), resultando na 

indução de vários genes envolvidos na resposta inflamatória (Fig. 1B) (Akira et al., 

2006; Abbas et al., 2008; Egan, et al. 2009).  

Os TLR1, TLR2, TLR4 e TLR6 recrutam a proteína adaptadora MAL para 

iniciar a cascata de sinalização dependente de MyD88. O TLR4, assim como o TLR3, 

pode recrutar também TRIF, por meio da molécula adaptadora TRAM e iniciar outro 

tipo de sinalização independente de MyD88. Assim, TLR4 é capaz de ativar ambas as 

vias de sinalização: a dependente de MyD88 e a dependente de TRIF, por intermédio do 

recrutamento de quatro moléculas adaptadoras. O TLR4 primeiro recruta MAL ou 

TIRAP que facilita o recrutamento de MyD88 para iniciar a primeira fase de ativação do 

NF-κB e MAP cinases. Para a sinalização dependente de TRIF, TLR4 é endocitado de 

forma dependente de dinamina e, no endossomo, forma um complexo com TRAF e 

TRIF. Esse complexo inicia a sinalização dependente de TRIF necessária para a 

ativação de IRF3 e consequente indução de interferon do tipo I. Esta via de sinalização 

ativa a segunda fase de ativação do NF-κB e MAP cinases que culminará na indução de 

citocinas inflamatórias (Kumar et al, 2011).  
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Figura 1. Sinalização via os receptores semelhante ao Toll. A) Estrutura dos TLRs mostrando 

o domínio contendo repetições ricas em leucinas (LRR) e o domínio de homologia a TIR citoplasmático. 

B) Sinalização celular pela via de alguns TLRs em resposta aos padrões moleculares associados aos 

patógenos (PAMPs) específicos (Abbas et al., 2008). 
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As principais células que expressam os TLRs são as células apresentadoras de 

antígenos (APCs – Antigen-Presenting Cells) tais como células dendríticas e 

macrófagos. As APCs também ativam a imunidade adaptativa por migrarem do sítio de 

infecção aos linfonodos onde apresentam os antígenos derivados dos microrganismos a 

células T CD4+ naive. Além disso, as APCs apresentam moléculas coestimuladoras 

essenciais para a ativação de células T que podem instruir a diferenciação das células T 

CD4+ naive em células T helper 1 (Th1) ou T helper 2 (Th2). As células Th1 produzem 

preferencialmente IFN- e medeiam a eliminação das bactérias ou vírus, enquanto as 

células Th2, produzem IL-4 e IL-13, entre outras citocinas, e estão envolvidas na 

resposta contra a infecção por helmintos (Akira et al., 2006; Abbas et al., 2008). 

1.2. Sinalização celular induzida por LPS 

O LPS é o componente principal da membrana externa das bactérias gram-

negativas e consiste do lipídeo A, do centro polissacarídeo e do antígeno O. O lipídeo 

A, ou endotoxina, é o padrão molecular conservado do LPS e, por isto é a única região 

do LPS que é reconhecida pelo sistema imune inato. O LPS é reconhecido 

principalmente pelo receptor de LPS de mamíferos, o complexo TLR4-MD2-CD14 

presente em vários tipos celulares incluindo as APCs. O reconhecimento do lipídeo A 

requer uma proteína acessória, a proteína de ligação a LPS (LBP – LPS binding 

protein), que converte as micelas oligoméricas de LPS em monômeros que serão 

reconhecidos pelo CD14. O CD14, o qual é uma proteína de membrana de alta-

afinidade ancorada por GPI (glycosyl phosphatidylinositol), concentra o LPS para a 

ligação ao complexo TLR4-MD2 (Miller et al, 2005; Kim et al., 2007). Não há 

interação direta entre TLR4 e LPS. A proteína MD2 associa com o domínio extracelular 

de TLR4 e funciona como o componente de ligação ao LPS no complexo TLR4-MD2 

(Kawai & Akira, 2009). O complexo do TLR4 é mais “promíscuo” em camundongos 

que em humanos. Por exemplo, o lipídeo IV A, que é um intermediário da via 

biossintética do lipídeo A de Yersinia pestis, estimula o TLR4 de camundongos, mas só 

é reconhecido por TLR4 humano em altas concentrações (Miller et al, 2005). 

É importante notar que a maioria dos estudos de ativação imune inata mediada 

por LPS utiliza o LPS de bactérias da família Enterobacteriaceae. As moléculas de 

lipídeo A de diferentes espécies bacterianas apresentam algum grau de variação e isso 

pode causar impacto nas vias de reconhecimento celular da imunidade inata. Por 
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exemplo, LPS de Porphyromonas gingivalis e Helicobacter pyloris são reconhecidos 

principalmente por TLR2. Como as vias de sinalização de TLR2 e TLR4 se sobrepõem, 

mas não são idênticas, o LPS de diferentes fontes bacterianas nem sempre desencadeará 

respostas biológicas idênticas. Provavelmente, múltiplas MAP3 cinases (MAP3K) estão 

envolvidas na ativação mediada por LPS de NF-κB, p38 MAP cinase, JNK (c-Jun N-

terminal kinase) e ERKs (Extracellular signal-regulated kinase) por intermédio da via 

MyD88-TRAF6 (Rossol et al., 2011).  

A regulação gênica é o mecanismo central pelo qual a maioria das respostas 

biológicas ativadas por LPS são controladas. O LPS modula a expressão de milhares de 

genes através de vários mecanismos, incluindo regulação transcricional direta ou 

indireta via expressão de genes induzíveis e regulação pós-transcricional via 

estabilidade do mRNA, por exemplo. Além das modificações pós-transcricionais de 

fatores de transcrição pré-existentes, o LPS também age por meio de mecanismos 

tardios para a modulação da transcrição de genes. Por exemplo, fatores secretados 

induzíveis tais como IFN-β e IL-10 agem de forma autócrina ativando vias de 

sinalização secundárias que modulam a expressão de genes alvos e/ou regulam genes 

alvos alternativos. O IFN do tipo I induzido por LPS, age de forma autócrina para 

direcionar uma “segunda onda” de expressão de genes inflamatórios em uma maneira 

dependente do transdutor de sinal e ativador da transcrição 1 (STAT-1 – signal 

transducer and activator of transcription 1) (Rossol et al., 2011).  

A sinalização induzida por LPS resulta na expressão de genes envolvidos na 

inflamação, resposta antimicrobiana direta, apresentação de antígenos, sobrevivência, 

proliferação ou morte celular. As citocinas induzidas por LPS são moléculas chaves na 

regulação dos processos inflamatórios. Os monócitos e macrófagos produzem uma 

grande variedade de citocinas tais como: TNF-α, IL-1 α ou β, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, 

IL-23, IFN-β, TGF-β (Transforming growth factor β), M-CSF (Macrophage colony-

stimulating factor), G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor), GM-CSF 

(Granulocyte macrophage colony-stimulating factor), MIF (Macrophage Migration 

Inhibitory Factor), APRIL (a proliferation-inducing ligand) e TRAIL (TNF-related 

apoptosis-inducing ligand). Essas citocinas secretadas desempenham papéis diferentes 

durante a inflamação. Algumas neutralizam a inflamação (anti-inflamatórias) enquanto 

outras promovem a inflamação (pró-inflamatórias). O padrão de expressão de citocinas 
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mediado por LPS apresenta diferenças entre os vários tipos celulares bem como entre 

camundongos e humanos. Porém, algumas citocinas tais como TNF-α, IL1-β, IL-6, IL-

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

estimulação por LPS (Rossol et al., 2011).  

1.3. Os macrófagos 

O termo macrófago foi criado por Elie Metchnikoff após observar um tipo 

celular ameboide ao redor de um espinho de rosa espetado em uma larva de estrela-do-

mar (Zanoni & Granucci, 2010). Os monócitos foram considerados por muito tempo 

como os únicos precursores dos macrófagos. Entretanto, populações de macrófagos em 

tecidos (tais como fígado e baço) são estabelecidas durante o desenvolvimento 

embrionário a partir de progenitores derivados do saco vitelineo ou fígado fetal e são 

mantidas independentemente dos monócitos derivados da medula óssea em condições 

estáveis (Hettinger et al., 2013). Os monócitos entram na circulação sanguínea e são 

transportados até os tecidos periféricos onde encontram um grande número de diferentes 

agentes incluindo, citocinas, quimiocinas, hormônios e outras moléculas. Estes agentes 

irão determinar as características fenotípicas e funcionais dos macrófagos residentes nos 

tecidos que são as células completamente diferenciadas. Diferentemente das células 

dendríticas, os macrófagos que contribuem para o início dos processos inflamatórios 

nos tecidos não morrem após serem ativados e são cruciais para a resolução da 

inflamação (Zanoni & Granucci, 2010). 

Os macrófagos tissulares são distinguidos das células dendríticas pela expressão 

de F4/80, CD11b e receptores Fc. Em termos funcionais, enquanto as células dendríticas 

servem como os principais indutores da resposta adaptativa de células T, os macrófagos 

possuem atividade catabólica e proteolítica e são mais qualificados a ingerir os 

patógenos por fagocitose, remover células mortas e debris celulares e remodelar tecidos 

após alguma injúria (Mosser & Edwards, 2008; Galli et al., 2011). São macrófagos 

tissulares: os osteoclastos (ossos), microglia (cérebro), macrófagos alveolares (pulmão), 

histiócitos (tecido conectivo intersticial) e células de Kupffer (fígado). Há também 

subpopulações de fagócitos mononucleares na circulação e no baço que podem se 

diferenciar em macrófagos (Galli et al., 2011). 
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A interação inicial entre os motivos conservados de patógenos e os macrófagos 

induz um estado primado nestas células. Os receptores para essa ativação inicial 

incluem principalmente os PRRs tais como TLR, NALPs e outros receptores de 

superfície e citosólicos. Os PRRs mais bem conhecidos, como os TLRs, são 

frequentemente responsáveis pela ativação inata pró-Th1 dos macrófagos baseado na 

expressão seletiva de IL-12, diminuição dos níveis de IL-10 e expressão de quimiocinas 

e outros fatores que medeiam o recrutamento e ativação de células acessórias seletivas 

tais como células NK (natural killer), eosinófilos, basófilos entre outras. Pouco é 

conhecido sobre os PRRs que iniciam a resposta Th2 embora alguns resultados 

demonstrem a presença de PAMPs pró-Th2 e TLRs em parasitas e macrófagos 

respectivamente (Martinez et al., 2009).   

Em nosso laboratório, Santos (1997), estudando, in vitro, a infecção de 

macrófagos de camundongos C57BL/6 e BALB/c (linhagens de camundongos que 

produzem, preferencialmente, uma resposta Th1 ou Th2, respectivamente) com 

Leishmania amazonensis, mostrou que macrófagos de camundongos C57BL/6 são 

capazes de produzir mais óxido nítrico (NO - nitric oxide) que células de camundongos 

BALB/c. Prosseguindo esses estudos, nosso grupo mostrou também que macrófagos de 

camundongos C57BL/6 não infectados produzem muito mais NO que células de 

animais BALB/c quando estimulados com doses idênticas de IFN- e LPS. Essa 

resposta é, portanto, intrínseca do macrófago e independente do camundongo ter 

iniciado uma resposta Th1 ou Th2 (Santos, 2002).  

Em 2000, Mills e colaboradores publicaram evidências de que macrófagos não 

somente diferem na habilidade de serem ativados no sentido clássico (com produção de 

mais ou menos NO), como também fazem respostas qualitativamente diferentes ao 

mesmo estímulo, in vitro. Assim, eles mostraram que macrófagos de linhagens Th1 

produzem mais óxido nítrico e citrulina que macrófagos de linhagens Th2, os quais 

produzem mais uréia e ornitina quando estimulados com LPS e/ou IFN-. Também 

importante foi a descoberta de que esses macrófagos estimulavam a resposta Th1 ou 

Th2, sendo então designados de M-1 e M-2, respectivamente. 

Porém, muitos trabalhos utilizam a nomenclatura M1 e M2 para definir dois 

fenótipos de ativação dos macrófagos: os classicamente ativados, chamados de M1 e os 

alternativamente ativados, denominados de M2 (Mosser & Edwards, 2008; Biswas & 
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Mantovani, 2010). No entanto, há que se entender que são situações diferentes. 

Enquanto a nomenclatura original dada por Mills e colaboradores (2000) descreve 

macrófagos de linhagens de camundongos diferentes, estimulados com o mesmo 

estímulo (LPS e/ou IFN-γ), a nomenclatura mais atual descreve os fenótipos observados 

em um mesmo macrofágo ativado com estímulos diferentes. 

Assim, os macrófagos chamados de classicamente ativados são aqueles ativados 

com uma citocina derivada de resposta Th1, o IFN-γ e endotoxinas bacterianas, como o 

LPS. Os macrófagos classicamente ativados apresentam uma super-regulação de várias 

citocinas pró-inflamatórias e quimicionas (TNF-α, IL-12, IL-6, IL-1β, CXCL9 e 

CXCL10), aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS – reactive 

oxygen species) e intermediários de nitrogênio, uma maior expressão do complexo de 

histocompatibilidade classe II (MHC II – major histocompatibility complex class II) e 

moléculas coestimuladoras, além de maior eficiência na apresentação de antígenos e 

atividade microbicida e tumoricida. Os macrófagos classicamente ativados, por meio da 

expressão de citocinas e quimiocinas como IL-12, CXCL9 e CXCL10, direcionam a 

polarização e o recrutamento de células Th1, amplificando a resposta Th1, e por isso 

foram denominados de M1 (Mosser & Edwards, 2008; Biswas & Mantovani, 2010; 

Lopez-Castejón et al., 2011) .  

Em contraste, os macrófagos alternativamente ativados são aqueles ativados, 

principalmente, por IL-4 ou IL-13, citocinas derivadas de células Th2 durante uma 

infecção helmíntica ou um processo alérgico. Estes macrófagos alternativamente 

ativados apresentam uma super-regulação de receptores scavenger, receptores de 

manose e de galactose, arginase-1, Fizz1 e Ym1 e maior produção de ornitina e 

poliaminas através da via da arginase. Os macrófagos ativados por IL-4 expressam um 

conjunto distinto de quimiocinas, incluindo CCL17, CCL22 e CCL24 cujos receptores 

correspondentes estão presentes em células T reguladoras (Treg), células Th2, 

eosinófilos e basófilos. Assim, a liberação dessas quimiocinas resulta no recrutamento 

dessas células e amplificação da resposta Th2, e por isso esses macrófagos foram 

denominados de M2. Em geral, os macrófagos alternativamente ativados tem uma maior 

atividade fagocítica, ajudando na limpeza dos parasitas e diminuição da inflamação, 

promovendo o remodelamento de tecidos e a progressão de tumores e possuem funções 

imunoreguladoras (Mosser & Edwards, 2008; Biswas & Mantovani, 2010; Lopez-
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Castejón et al., 2011). De acordo com seus ativadores in vitro, os macrófagos 

alternativamente ativados são divididos em três grupos: M2a, ou ativados por IL-4 e/ou 

IL-13, M2b, ativados por imunocomplexos associado a ligantes de TLRs, e M2c, 

ativados por glicocorticoides, IL-10 ou TGF-β. Os macrófagos M2a são os mais bem 

caracterizados e por isso o termo alternativamente ativado é frequentemente utilizado 

para denominar apenas esta população celular (Martinez et al., 2008; Mosser & 

Edwards, 2008). 

Embora esta classificação dos macrófagos seja útil, ela não representa 

completamente a complexidade dos estados transicionais de ativação destas células que 

frequentemente são ajustados em resposta a diferentes microambientes. Há um grande 

número de fatores que contribuem para a diversidade de funções dos macrófagos, 

incluindo os efeitos sinérgicos e antagônicos de diferentes citocinas e sinais 

relacionados a sua expressão diferencial, quimiocinas, hormônios, ligantes de TLRs e 

outros ligantes endógenos como, por exemplo, histamina, ligantes de integrinas, ligantes 

do receptor ativado por proliferador do peroxissomo (PPAR – Peroxisome proliferator-

activated receptor) e células apoptóticas. Essa abundância de sinais realça o fato que 

macrófagos podem apresentar um grande número de padrões funcionais distintos que 

não estão ainda completamente definidos. Além disso, macrófagos idênticos localizados 

em microambientes diferentes podem apresentar funções diferentes em resposta a um 

estímulo comum. A estimulação dos macrófagos com citocinas de funções opostas, 

como IFN-γ e IL-4, inicia uma cascata de sinalização que resulta na modulação 

diferencial de diferentes genes a nível transcricional e pós-transcricional. A menos que a 

cascata de sinalização inicie uma cascata apoptótica, os macrófagos irão eventualmente 

retornar ao seu estado funcional original após o fim da sinalização da citocina. Portanto, 

a maioria das citocinas Th1 e Th2 parece não induzir um estado de diferenciação estável 

dos macrófagos em subconjuntos distintos, mas promovem um padrão de resposta 

funcional transiente que posteriormente retorna ao nível basal (Casseta et al., 2011).  

1.4. O NO na resposta imune  

O NO é uma molécula gasosa reativa que influencia a fisiologia e a 

fisiopatologia de vários organismos. Em baixas concentrações, o NO regula os 

processos fisiológicos enquanto, em altas concentrações, pode supostamente causar 

danos. Esta molécula foi primeiramente identificada como mediador primário da 
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vasodilatação dependente de endotélio em 1987 (Palmer et al.) e é principalmente 

gerada por óxido nítrico sintases (NOS – Nitric oxide synthase) a partir de L-arginina. 

Ele também pode ser gerado a partir de nitrito por certos sistemas redutores como 

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

A conexão entre NO e imunidade foi primeiramente feita por Hibbs e 

colaboradores (Hibbs et al., 1987, Hibbs et al., 1988) quando foi mostrado que uma 

substância liberada por macrófagos, que requeria arginina para sua produção, possuía 

atividade antipatogênica e antitumoricida. Posteriormente, foi mostrado que a ativação 

imune mediada por IL-2 aumentava os níveis de NO em pacientes e promovia a 

erradicação de tumor em camundongos (Hibbs et al., 1992; Yim et al, 1995).  Estas 

evidências juntamente com vários outros trabalhos posteriores forneceram fortes 

indícios de que o NO desempenha um papel crítico na resposta imune e abriram uma 

porta para o entendimento da participação de moléculas redox e suas reações na 

imunidade e uma maior apreciação de sua importância (Wink et al., 2011).  

A geração de NO é uma característica genuína de células do sistema imune 

(células dendríticas, células NK, mastócitos e fagócitos incluindo monócitos, 

macrófagos, microglia, células de Kupffer, eosinófilos e neutrófilos) bem como outras 

células envolvidas nas reações imunes (células endoteliais, epiteliais, fibroblastos, 

queratinócitos, condrócitos, hepatócitos, mesangliais e células de Schwann). Dentre as 

várias ações biológicas do NO pode-se citar: vasodilatação, agregação plaquetária, 

comunicação interneuronal, motilidade gastrointestinal, resposta imune contra 

microrganismos e regulação gênica como, por exemplo, regulando a sua própria 

produção ao inibir a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS – 

inducible nitric oxide synthase) em células mesengliais e reprimindo a enzima óxido 

nítrico sintase endotelial (eNOS – endothelial nitric oxide synthase) em células 

endoteliais de camundongos (Bogdan, 2001; Gutierrez et al., 2009).  

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

como mensageiro intracelular e fator antioxidante. Em condições patológicas, espécies 

reativas de nitrogênio (RNS – reactive nitrogen species), derivadas do NO como o 

peroxinitrito (ONOO-), têm seus níveis elevados provocando danos à cadeia 

respiratória, inibição da síntese de ATP, liberação de citocromo c e indução de apoptose 

dependente de caspases (Gao, 2010).  
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O NO gerado em grandes quantidades nos macrófagos e outras células do 

sistema imune está criticamente envolvido na defesa do hospedeiro contra organismos 

infecciosos incluindo vírus, bactérias, fungos e protozoários. Mais especificamente, NO 

protege contra a infecção por Leishmania major (Assreuy et al., 1994), Leishmania 

amazonensis (Santos, 1997; Mukbel et al., 2007), Leishmania donovani (Murray & 

Nathan, 1999), Toxoplasma gondii (Adams et al., 1990), Trypanossoma cruzi (Gutierrez 

et al., 2009), Plasmodium sp. (Taylor-Robinson & Smith, 1999) e Schistosoma mansoni 

(Wynn et al., 1994). A efetividade do NO como agente antimicrobiano irá depender da 

sua concentração local e do ambiente redox, bem como da sensibilidade do parasita a 

qual varia entre as diferentes cepas do patógeno (Gao, 2010).  

O NO/RNS e as espécies reativas de oxigênio (ROS – reactive oxygen species) 

podem ser usadas separadamente ou em combinação nas respostas imunes. O óxido 

nítrico é relativamente não-reativo e reage diretamente somente com metais de transição 

no heme ou cobalamina, com ferro não-heme ou com radicais reativos tais como 

radicais formados durante a peroxidação de lipídeos. Esta última reação exemplifica a 

potente capacidade antioxidante do NO. O NO não reage diretamente com tióis ou 

outros nucleófilos, mas requer a ativação com superóxidos ou O2 gerando RNS tais 

como peroxinitrito, NO2 e N2O3. O peroxinitrito e o NO2 podem oxidar substratos e o 

N2O3 é uma fonte primária de nitrosilação de substratos. A variedade de espécies 

químicas geradas a partir de NO/RNS e ROS fornece um arsenal que pode ser usado 

pelo sistema imune no combate aos patógenos (Wink et al, 2011). 

O NO exerce sua ampla atividade biológica ativando uma sequência de 

sinalização via ativação de guanilatos ciclases solúveis ou via sua reatividade química 

com a maioria das biomoléculas (Santolini, 2011). A interação com centros metálicos e 

S-nitrosilação é considerado o principal mecanismo pelo qual o NO exerce suas funções 

biológicas. A S-nitrosilação ocorre quando NO reage com tióis reativos em resíduos de 

cisteína formando S-nitrosotiol. As proteínas que sofrem S-nitrosilação possuem um 

motivo consenso no qual, geralmente, a cisteína alvo está entre um aminoácido ácido e 

um básico na estrutura primária, terciária ou quaternária da proteína. A atividade 

antimicrobiana do NO pode ser resultante de mutação de DNA, inibição do reparo e 

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

nitrosilação, ADP-ribosilação ou nitração de tirosinas, inativação de enzimas por 
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rompimento de clusters Fe-S, dedos de zinco ou grupos heme ou por peroxidação de 

membranas lipídicas. O NO pode também inibir a respiração bacteriana, o que poderia 

explicar a indução de um estado persistente ou dormente em certos microrganismos 

incluindo Mycobacterium tuberculosis. Além disso, vários patógenos são dependentes 

de arginina exógena para a síntese de poliaminas e proliferação celular, portanto, a 

depleção da arginina pela iNOS ou arginase nos macrófagos pode levar a inibição do 

crescimento e morte dos parasitas (Bogdan, 2001; Fang, 2004; Illi et al., 2009).  

Na infecção por T. cruzi, por exemplo, o NO pode modificar quimicamente 

proteínas contendo cisteínas e/ou ligar a metaloproteínas que medeiam processos 

metabólicos cruciais. Um mecanismo adicional pelo qual o NO pode afetar o 

metabolismo de T. cruzi é a redução de fatores de crescimento disponíveis. Por 

exemplo, o ferro é um importante fator de crescimento para T. cruzi e o NO induz a 

nitrosilação do grupo heme da hemoglobina, a principal fonte de ferro para este parasita 

(Bogdan, 2001; Gutierrez et al., 2009).  

A maioria dos dados que mostram a relação entre NO e sinalização imune é 

derivada de linhagens de células tumorais ou de macrófagos de roedores que são fontes 

prontamente disponíveis de NO. No final dos anos 80 e início dos anos 90, os 

pesquisadores tentaram estender os resultados obtidos em roedores a fagócitos 

mononucleares humanos, mas tiveram dificuldades em demonstrar altos níveis de 

produção de NO e expressão de iNOS nestas células. Algumas explicações para estes 

resultados controversos de produção de NO em humanos são a dificuldade em detectar 

NO em macrófagos humanos in vitro, devido a perda da tetrahidrobiopterina (BH4), um 

cofator necessário para a atividade catalítica da iNOS que não é constitutivamente 

expresso por monócitos e macrófagos humanos e também a baixa sensibilidade dos 

testes colorimétricos padrões de detecção de NO. Entretanto, in vivo, macrófagos 

humanos podem obter a tetrahidrobiotepterina a partir de células vizinhas capazes de 

sintetizar esta molécula e métodos mais sensíveis podem ser usados para a detecção de 

NO (Chan et al, 2001). Atualmente, é amplamente aceito que humanos fazem NO a 

partir do aumento da atividade de iNOS, embora os níveis de produção de NO e da 

proteína iNOS em macrófagos humanos sejam menores quando comparados ao 

observado em roedores. Em humanos, a indução da proteína iNOS é dependente da 

combinação sinergística de vários sinais imunes (Wink et al., 2011). Weinberg (1998) 
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fez uma extensa revisão sobre a produção de NO e expressão da iNOS em fagócitos 

mononucleares humanos, listando uma série de trabalhos publicados entre 1989 a 1998 

que mostram a produção de NO por células humanas.  

1.5. A Óxido nítrico sintase (NOS) 

Em mamíferos, o NO é sintetizado por uma família de enzimas chamadas de NO 

sintases (EC 1.14.13.39) que existem em três principais isoformas e algumas variantes 

por splicing alternativos. As três principais isoformas de NOS são provenientes de 

diferentes genes e também diferem quanto à localização, regulação, propriedades 

catalíticas e sensibilidade a inibidores. Duas NOS são expressas constitutivamente, uma 

principalmente em células nervosas, músculo esquelético e músculo cardíaco (nNOS – 

neuronal nitric oxide synthase ou NOS1) e outra em células endoteliais (eNOS ou 

NOS3).  A expressão da terceira isoforma (iNOS ou NOS2) é induzida por citocinas 

pró-inflamatórias ou endotoxinas em várias células e tecidos como uma resposta do 

sistema imune. Todas as isoformas foram isoladas e clonadas no início dos anos 90 

sendo que em humanos as três isoformas apresentam 51-57% de homologia entre si. 

Entre as diferentes espécies, a homologia varia de 80% para a iNOS, a 95% para as 

isoformas constitutivas (Bredt, 1999; Alderton et al., 2001; Daff, 2010; Santolini, 

2011). 

As NOS catalisam dois passos sucessivos de oxidação de um único substrato, a 

L-arginina (L-arg). A reação química consiste da oxidação de cinco elétrons da L-arg 

consumindo três elétrons exógenos e duas moléculas de oxigênio. O primeiro passo 

consiste da hidroxilação do nitrogênio (N) do grupo guanidina da L-arg resultando na 

formação de um intermediário estável, a NOHA (N--hidroxi-L-arginina). O segundo 

passo corresponde à oxidação do grupo hidroxiguanidina a uréia correspondente, L-

citrulina. A reação completa leva à liberação de duas moléculas de água e uma molécula 

de NO (Fig. 2) (Santolini, 2011). 
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Figura 2. Esquema da reação de síntese de NO a partir da L-arginina (Daff, 2010). A síntese do 

NO a partir da L-arginina consiste em uma reação de duas etapas formando o intermediário Nω-hidroxi-L-

arginina. 

A estrutura quaternária das NOS é homodimérica. Cada monômero compreende 

dois domínios funcionais em um único polipeptídeo: um domínio oxigenase N-terminal 

e um domínio redutase C-terminal, com sítios de ligação distintos para três cosubstratos 

(NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, oxigênio e L-arginina) e 

vários cofatores (Fig. 3).  Os cofatores dessas enzimas são: (6R)-5,6,7,8-

tetrahidrobiopterina (BH4), duas diferentes flavinas (FMN – flavin mononucleotide e 

FAD – flavin adenin dinucleotide), protoporfirina IX ferro (heme) e a calmodulina 

(CaM) que é uma proteína reguladora. Alguns autores descrevem a estrutura das NOS 

como tetrâmeros, e não como dímeros, pois consideram as calmodulinas como parte da 

sua estrutura quaternária, assim seriam dois monômeros de NOS associados a duas 

CaMs. Várias proteínas bloqueiam a dimerização e a atividade das NOS, incluindo o 

inibidor da nNOS (PIN, protein inhibitor of NOS), o produto de macrófagos NAP110 

(com 70% de homologia a proteína de células tumorais que inibe iNOS) e a proteína 

kalirin do sistema nervoso central que também inibe a iNOS e pode proteger o sistema 

nervoso durante processos inflamatórios (Alderton et al., 2001; Bogdan, 2001; 

Santolini, 2011).  

O domínio oxigenase N-terminal das NOS contem os sítios de ligação para L-

arginina, heme e BH4, e compreende o centro catalítico da enzima. O domínio redutase 

C-terminal é relacionado pela sequência, estrutura e função com a enzima Citocromo 

P450 redutase microssômica dependente de NADPH. Este domínio se liga ao FAD, 
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FMN e NADPH funcionando como fornecedor de equivalentes redutores para a 

ativação do oxigênio (Alderton et al., 2001; Crane, 2008; Daff, 2010).   

A calmodulina é o domínio de ligação que conecta os domínios oxigenase e 

redutase (Fig. 3) necessário para a eficiente transferência de elétrons de domínio 

redutase para o domínio oxigenase durante a produção de NO. A grande mudança 

conformacional que a ligação de CaM induz no domínio redutase permite que o FMN 

interaja com o FAD para aceitar elétrons e passar os elétrons ao heme durante a catálise 

A calmodulina liga e ativa as NOS constitutivas (eNOS e nNOS) em concentrações 

celulares elevadas de Ca+2. Em contraste, a iNOS liga a CaM de maneira independente 

do Ca+2 (Piazza et al., 2012).  

 

Figura 3. Estrutura das Óxido Nítrico Sintases (NOS) de mamíferos. Estrutura de diferentes 

fragmentos das NO sintases alinhados em ordem da sequência de aminoácidos (Daff, 2010). 

Como o NO participa de diferentes processos fisiológicos, as NOS podem ter 

diversas funções. A eNOS é essencial para a vasodilatação e manutenção de um sistema 

cardiovascular saudável. A inibição química ou o knockdown da eNOS causa 

vasoconstrição, hipertensão e em alguns casos, aneurismas graves. Esta isoforma 

também participa da angiogênese regulando o fator de crescimento endotelial vascular. 

Como citado anteriormente, a nNOS pode ser encontrada em células nervosas bem 

como em células musculares. Fora do cérebro, a nNOS modula diversos processos 

como relaxamento da bexiga e respiração. Embora a nNOS esteja envolvida no processo 
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de potenciação de longa duração, camundongos knockout  para nNOS são ainda capazes 

de realizar tarefas de memória e aprendizagem. A iNOS tem uma capacidade 

imunoprotetora, combatendo vários tipos de infecções. Esta isoforma não é expressa em 

células saudáveis, mas é rapidamente transcrita em resposta à doença. Diferentemente 

das outras isoformas, a iNOS pode produzir grande quantidade de NO em um curto 

período de tempo (Tennyson & Lippard, 2011).  

Alguns variantes de splicing alternativo das NOS foram descritas. Lorenz e 

colaboradores (2007) descreveram três variantes de splicing alternativo da eNOS 

(eNOSA, eNOSB e eNOSC) que são expressas em células endoteliais e outros tecidos 

humanos. Essas isoformas apresentam expressão diferencial e também diferem na 

capacidade de formar heterodímeros, o que pode sugerir um novo mecanismo para a 

regulação da eNOS com possíveis implicações em doenças cardiovasculares. São 

conhecidos quatro variantes de splicing da nNOS (nNOSb, nNOSc, nNOSI e nNOS-2) 

além da isoforma de tamanho completo chamada de nNOSa. A regulação deste splicing 

alternativo e a significância biológica dessas isoformas ainda são pouco conhecidas. 

Transcritos de mRNA da iNOS que sofreram splicing alternativo também foram 

detectados em células epiteliais e em macrófagos alveolares humanos, que se traduzidos 

produziriam três proteínas com deleção no domínio heme (Alderton et al., 2001).  

1.6. Regulação da expressão e atividade da iNOS 

A indução da isoforma iNOS é principalmente regulada ao nível de sua 

expressão. Os mecanismos que regulam a expressão da iNOS envolvem a modulação da 

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

que determinam a expressão da iNOS são espécies específicos. Indutores da expressão 

da iNOS em um tipo celular pode não ter influencia, ou pode até mesmo inibir esta 

expressão em um outro tipo celular do mesmo organismo (Pautz et al., 2010). 

A expressão de iNOS é induzida principalmente por citocinas ou produtos 

microbianos, tais como IFN-, IFN-β, TNF-α, IL-2, IL-1β e LPS. Diferentemente de 

células de camundongos ou ratos, a indução da expressão da iNOS em células humanas 

requer uma combinação de várias citocinas incluindo IFN-γ, IL-1β e TNF-α (Kleinert et 

al., 2003). Os diferentes indutores da expressão de iNOS ativam diferentes vias de 

sinalização. Entretanto, de forma geral, a ativação ou inibição de JAKs e STATs e/ou 
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NF-κB parecem ser o mecanismo central da indução por esses diferentes fatores 

(Kleinert et al, 2004).   

As sequências publicadas de promotores da iNOS clonados de diferentes 

espécies exibem homologias a sítios de ligação para numerosos fatores de transcrição 

incluindo:  NF-κB, AP-1 (activating protein-1), STAT-1, IRF1 (Interferon regulatory 

factor 1), NF-IL-6 (nuclear factor IL-6), C/EBP (CCAAT-enhancer box binding 

protein), CREB (cAMP responsive element binding protein), Oct-1 (octamer factor-1) e 

proteínas do grupo-I (Y) de alta mobilidade. Além disso, a sequência promotora contém 

duas regiões de repetições de GT- ou AC- consideradas susceptíveis para a formação de 

Z-DNA que podem conferir atividade enhancer (Xie et al., 1993; Bogdan, 2001; 

Kleinert et al, 2004). 

O promotor da iNOS de todas espécies investigadas contem um TATA box cerca 

de 30 pares de bases (pb) a partir do sítio de início da transcrição. Próximo à região do 

TATA box  todos os promotores de mamíferos contêm sítios de ligação para o NF-κB, 

NF-IL-6, fatores octâmeros e fatores de transcrição induzidos por TNF-α. O fator de 

transcrição NF-κB parece ser o alvo central dos ativadores ou inibidores da expressão 

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

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

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

ser resultado da inibição da ativação NF-κB (Kleinert et al, 2004, Pautz et al., 2010). 

O promotor murino da iNOS contem dois sítios putativos de ligação a NF-κB, 

um upstream (GGGATTTTCC, denominado NF-κBu) e um downstream 

(GGGACTCTCC, denominada de NF-κBd). A região NF-κBu é idêntica ao sítio de NF-

κB no promotor de IL-6. Em contraste, a região NF-κBd parece ser exclusiva da iNOS. 

A indução de iNOS por LPS em células RAW 264.7 envolve a ligação de heterodímeros 

de NF-κB (p50/c-Rel e p50/RelA) ao sítio de NF-κBd  no promotor de iNOS. Além 

disso, uma região na sequência promotora da iNOS upstream a -722 pb é necessária 

para que o IFN- aumente sinergicamente a indução de iNOS por LPS. Essa região 

contém quatro cópias de elemento responsivo a IFN- (-IRE, interferon-responsive 

element), duas cópias do sítio -ativado (GAS, gamma-activated site), e duas cópias do 

elemento de resposta estimulado por IFN (ISRE, interferon-stimulated responsive 

element) (Martin et al., 1994; Xie et al., 1994). Resultados conflitantes sobre os sítios 
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de ligação do NF-κB no promotor da iNOS em humanos tem sido publicados (Kleinert 

et al, 2004; Pautz et al., 2010). 

O NF-κB representa uma família de fatores de transcrição diméricos que, em 

mamíferos, compreendem RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-κB1 (p105/p50) e NF-κB2 

(p100/p52). O NF-κB1 e o NF-κB2 são sintetizados como um grande polipeptídeo e 

após uma clivagem pós-traducional dão origem as subunidades p50 e p52, 

respectivamente.  As proteínas da família do NF-κB são estruturalmente homólogas e 

formam vários homo ou heterodímeros que agem como ativadores ou repressores da 

transcrição. O heterodímero p50/p65 é a forma de NF-κB mais abundante na maioria 

das células e juntamente com os complexos p50/c-Rel, p65/p65 e p65/c-Rel são 

ativadores da transcrição. Os complexos p50/p50 e p52/p52 funcionam como 

repressores da transcrição. Os principais reguladores do NF-κB de mamíferos são as 

proteínas IκB (α, β ou ). Na forma não estimulada, o NF-κB está presente no citosol 

ligado a sua proteína inibitória IκB. Na ativação clássica ou canônica do NF-κB, a 

indução das células por uma variedade de agentes como mitógenos, citocinas, LPS e 

cAMP, promove a fosforilação do IκB mediada por IκB cinases (IKK – IκB kinase), o 

que induz a sua poliubiquitinação e consequente degradação pelo proteassomo 26S. A 

degradação do IκB expõe no NF- κB a sequência de localização nuclear no NF-κB, 

resultando na sua translocação ao núcleo. O IκB também é importante na terminação da 

ativação do NF-κB. O IκB-α recém-sintetizado entra no núcleo e se liga ao NF-κB. 

Como a afinidade do NF-κB pelo IκB parece ser maior que a afinidade pelo seu sítio de 

ligação no DNA, ele se dissocia do DNA e é re-exportado ao citoplasma. A ativação 

alternativa ou não-canônica do NF-κB é induzida por certas citocinas membros da 

família do TNF, mas não pelo TNF-α. Nesta via, a IKK1 fosforila o NF-κB2 marcando-

o para a poliubiquitinação e subsequente degradação por proteólise parcial pelo 

proteassomo produzindo p52. O p52 transloca então ao núcleo predominantemente em 

associação com RelB. Diferentemente desta via alternativa, o processamento 

constitutivo pelo proteassomo de p105 para produzir p50 não é regulado por 

estimulação com agonistas. Entretanto, p105 é fosforilado por IKK após ativação da via 

clássica marcando a sua degradação completa pelo proteassomo e liberação das 

subunidades do NF-κB. Alguns resultados sugerem que a via de ativação clássica do 

NF-κB está principalmente envolvida na imunidade inata enquanto a via alternativa está 
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relacionada com a imunidade adaptativa (Rothwarf & Karin, 1999; Liang et al, 2004; 

Sun & Ley, 2008). 

Todos os promotores da iNOS em mamíferos contem sítios de ligação para 

STAT-1. A exposição das células a IFN-γ promove a dimerização do seu receptor e 

ativação de JAKs citoplasmáticas que se auto-fosforilam, fosforilam o receptor de IFN-γ 

e fatores de transcrição da família STAT. Após a fosforilação, as proteínas STAT se 

dimerizam e translocam ao núcleo onde ativam a expressão de genes dependentes de 

STAT (Kleinert et al, 2004). O STAT-1 é essencial para a indução da expressão da 

iNOS ativada por LPS. O LPS ativa a síntese autócrina/parácrina de IFNs do tipo I 

(IFN-α e IFN-β), que assim como o IFN-γ, induzem a fosforilação de STAT-1. Quando 

o LPS e IFN-γ são usados como co-indutores da expressão da iNOS, essa combinação 

de estímulos induz a ativação do NF-κB, a ativação do gene de IRF1 e a fosforilação do 

STAT-1. Os homodímeros de STAT-1 também participam da trans-ativação do gene de 

IRF1 aumentando a sua expressão. O acúmulo desses três fatores de transcrição (NF-

κB, STAT-1 e IRF1) no núcleo leva à ligação desses fatores, juntamente com um dos 

fatores de transcrição octâmeros constitutivamente presentes (Oct-1 ou Oct-2), à 

sequência promotora da iNOS.  Quando apenas o LPS é usado como o estímulo para a 

produção de NO, uma cascata alternativa é iniciada que culmina na ativação do NF-κB 

e na indução da síntese de IFN-α/β, com predominância de IFN-β. Ao interagir com o 

seu receptor, o IFN-β induz a ativação de STAT-1, que da mesma forma que descrito 

para a estimulação simultânea com LPS e IFN-γ, ativa a expressão de IRF1 (Gao et al., 

1998). Assim, STAT-1 está essencialmente envolvido na estimulação da indução da 

iNOS seja diretamente pela ligação direta ao promotor da iNOS ou indiretamente pela 

indução de IRF1 (Kleinert et al, 2004). 

Uma das possíveis explicações para a menor produção de NO por células 

humanas quando comparadas com células de camundongos seria a diferença na 

sequência promotora da iNOS entre essas espécies. A comparação do locus gênico da 

iNOS em humanos, camundongos, ratos, macacos Rhesus e chimpanzés mostra alta 

homologia entre as sequências dos primatas, mas relativamente baixa homologia entre 

os humanos, ratos e camundongos. Além disso, parece que a indução por citocinas do 

promotor da iNOS em humanos depende do background genético e do estado de 

diferenciação do tipo celular analisado (Pautz et al., 2010; Wink et al, 2011). 
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A regulação da estabilidade do mRNA é um outro mecanismo importante na 

regulação da expressão da iNOS, especialmente em humanos. Cardiomiócitos primários 

humanos, in vitro, expressam mRNA de iNOS mas não expressam a proteína iNOS. 

Esta incapacidade de tradução do mRNA da iNOS foi relacionada com a presença de 

regiões 3’- e 5’- não traduzidas (3’-UTR e 5’UTR). O mRNA de iNOS humano possui 

quatro sequências com o motivo AUUA na região 3’-UTR que, em geral, conferem 

instabilidade a mRNAs de oncogenes e citocinas. A mesma sequência é encontrada duas 

vezes na 3’-UTR do mRNA de iNOS murino e quatro vezes no mRNA de ratos. A 

inibição da expressão da iNOS por diferentes agentes tais como TGF-β1 em macrófagos 

murinos ou dexametasona em células mesangiais de ratos tem sido descrita como 

resultado da desestabilização do mRNA e da proteína iNOS (Kleinert et al., 2004; Pautz 

et al., 2010). 

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

Baixas quantidades de NO, como encontrado em concentração fisiológica, mantêm 

suprimida a expressão de iNOS por impedir a ativação do NF-κB. Se o nível de NO cai 

para um valor abaixo do threshold, a expressão de iNOS é facilmente ativada.  Nesta 

perspectiva, citocinas pró-inflamatórias e LPS rapidamente diminuem o nível de NO na 

fase precoce da resposta inflamatória para então permitir ativação de NF-κB e 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

macrófagos citotóxicos. Tanto a via de síntese de NO quanto a via da arginase 

dependem do fornecimento extracelular de L-arginina sendo que 90% da L-arginina é 
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consumida por arginase enquanto 10% é consumido para a síntese de NO  (Hrabák et 

al., 1994; Chang et al., 1998).   

A arginase é a enzima que catalisa a degradação da arginina em uréia e ornitina. 

A ornitina é então metabolizada pela ornitina descarboxilase produzindo as poliaminas 

putrescina, espermidina e espermina. Existem pelo menos dois genes para arginase não 

homólogos e distintos denominados de arginase I e arginase II. A arginase I é ubíqua, 

mas é encontrada principalmente no fígado enquanto a arginase II é abundante no 

pâncreas e possui uma sequência de localização mitocondrial (Wang et al, 1995; Lewis 

et al., 2010).   

A atividade de iNOS é um fator importante no mecanismo citotóxico de 

macrófagos para controlar o crescimento de patógenos. Por outro lado, a atividade de 

arginase impede a ativação excessiva do sistema imune e promove a resolução da 

inflamação. As citocinas pró-inflamatórias clássicas como IL-1, TNF-α, IFN- e IL-2 

induzem a expressão de iNOS, enquanto citocinas anti-inflamatórias humorais como IL-

4, IL-10, IL-13 e TGF-β, prostaglandinas (PGE) e catecolaminas induzem a expressão 

de arginase I. As endotoxinas induzem tanto iNOS como arginase I. Sob indução, iNOS 

exerce um efeito regulador na atividade da arginase pela produção de hidroxi-L-

arginina, um produto intermediário da síntese de NO, enquanto arginase I regula NO 

por meio da depleção da disponibilidade de arginina (Marathe et al., 2006; Popovic et 

al., 2007).   

1.7. Resistência versus susceptibilidade de hospedeiros à infecção por 

microrganismos intracelulares 

Inicialmente, resistência e susceptibilidade foram relacionadas ao 

desenvolvimento de uma resposta Th1 ou Th2, respectivamente. Este conceito de 

polarização Th1/Th2 surgiu a partir do trabalho de Mosmann e colaboradores (1986), 

com a descrição de dois subconjuntos de células T CD4+ que secretavam distintas 

citocinas in vitro. A primeira evidência funcional in vivo desses subconjuntos de células 

T auxiliares CD4+ foi obtida com o modelo experimental de leishmaniose, onde 

promastigotas de L. major foram inoculadas em camundongos (Scott et al, 1988; 

Heinzel et al., 1989). Entretanto, alguns trabalhos vêm mostrando que o controle da 

infecção envolve vários outros fatores que nem sempre estão ligados ao 
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desenvolvimento de células T CD4+ Th1 (Sakaguchi et al., 1985; Langrish et al., 2005; 

Alexander & Brombacher, 2012, Tacchini-Cottier et al., 2012).  

O modelo de infecção murina por L. major permanece como uma ferramenta 

popular para os imunologistas investigarem a contribuição de vários fatores, como por 

exemplo, citocinas, receptores ou moléculas sinalizadoras, no desenvolvimento de uma 

resposta Th1 ou Th2 in vivo.  Em linhagens de camundongos C57BL/6, CBA e 

C3H/He, por exemplo, a infecção induz o início de uma resposta Th1 específica ao 

parasita, dependente de IL-12, caracterizada pelo aumento da expressão de IFN-. Esta 

citocina induz a síntese de iNOS em macrófagos e o NO produzido mata este parasita, 

resultando na cura da infecção. Em contraste, camundongos BALB/c desenvolvem uma 

resposta Th2 específica ao parasita caracterizada pelo aumento da expressão de IL-4, o 

que permite a multiplicação descontrolada do parasita, o desenvolvimento progressivo 

da lesão que, eventualmente leva à morte do hospedeiro.  As diferentes linhagens de 

camundongos não se comportam uniformemente em relação às várias espécies de 

Leishmania. Por exemplo, camundongos da linhagem C57BL/10, enquanto capazes de 

curar uma infecção por L. major, não conseguem resolver a lesão se infectados por L. 

amazonensis. Quando infectados por L. major estes camundongos produzem altos 

níveis de IFN- e nenhuma IL-4, mas se a infecção for por L. amazonensis há produção 

de IL-4 e pouca ou nenhuma de IFN- (Afonso & Scott, 1993). Da mesma forma, 

linhagens de camundongos susceptíveis a L. major, podem ser resistentes a Leishmania 

braziliensis, e linhagens de camundongos resistentes a L. major, podem ser susceptíveis 

a L. amazonensis (Jones et al., 1998). Assim, no modelo murino, resistência e 

susceptibilidade à leishmaniose, bem como o padrão Th1/Th2 de resposta, só podem ser 

considerados fenótipos se definida a espécie da Leishmania. Isto também se aplica a 

outros pares hospedeiro/patógeno e, mais uma vez, mostra que os fatores são complexos 

e provenientes tanto do hospedeiro como do microrganismo infectante. 

Um aspecto interessante, mas pouco explorado do modelo murino de 

resistência/susceptibilidade é que, independente da ativação de linfócitos Th1 e Th2, 

macrófagos de linhagens de camundongos resistentes não infectados são mais sensíveis 

aos estímulos de IFN- e/ou TNF-α ou LPS para a produção de NO que as linhagens de 

camundongos susceptíveis não infectados (Liew et al., 1991; Oswald et al., 1992; 

Jardim et al., 1997). Isto indica que, independente do patógeno, macrófagos de BALB/c 
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e C57BL/6 apresentam mecanismos reguladores distintos que controlam a produção de 

NO. De forma semelhante, foi mostrado que, na presença de IFN-, macrófagos 

peritoneais ou derivados da medula óssea de camundongos C57BL/6 produzem mais 

NO que macrófagos de camundongos BALB/c em resposta a Trypanosoma congolense 

fagocitado ou seu extrato celular total (Kaushik et al., 1999).  

Mills e colaboradores (2000) confirmaram os resultados acima mostrando, de 

maneira mais sistemática, que macrófagos residentes de camundongos que tipicamente 

desencadeiam uma resposta Th1 diferem quantitativamente de macrófagos de linhagens 

que tipicamente desencadeiam resposta Th2 em sua capacidade de ativação. Esses 

macrófagos denominados de M-1 e M-2, produzem diferencialmente NO (e citrulina) e 

ornitina (e uréia). Sob os mesmos estímulos de IFN- e/ou LPS, macrófagos M-1 

produzem mais NO que macrófagos M-2, os quais produzem mais ornitina que células 

M-1 sugerindo assim diferenças na regulação das vias de expressão de iNOS e arginase 

entre esses macrófagos. Além disso, os macrófagos M-1 e M-2, assim estimulados, 

podem direcionar o sistema imune do hospedeiro para respostas Th1 ou Th2, 

respectivamente. 

Dentro desta perspectiva, este trabalho propõe esclarecer quais são os 

determinantes moleculares envolvidos na produção diferencial de NO por macrófagos 

de camundongos BALB/c e C57BL/6 uma vez que os fatos citados anteriormente 

sugerem que a resistência e a susceptibilidade de camundongos podem depender 

também da capacidade intrínseca do macrófago de produzir NO e inibir o crescimento 

dos patógenos, como também contribuir para o direcionamento da resposta imune (Th1 

ou Th2) por mecanismos diferentes dos já estabelecidos. Assim, é possível que a maior 

sensibilidade dos macrófagos aos estímulos das citocinas para a produção de NO possa 

também contribuir para a expressão do fenótipo de resistência juntamente com outros 

componentes do background genético desses camundongos.  
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2.1. Objetivo Geral 

Investigar os determinantes da sensibilidade diferencial de macrófagos de 

camundongos C57BL/6 e BALB/c a LPS para a produção de NO.  

2.2. Objetivos específicos 

a) Caracterizar a produção diferencial de NO em macrófagos, in vitro: 

 estabelecer as concentrações de LPS que promovem a maior diferença na 

produção de NO entre os macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. 

 determinar a cinética de produção de NO após estimulação com a dose 

escolhida de LPS. 

 verificar se a sensibilidade diferencial para a produção de NO é um 

reflexo da ativação/maturação diferencial provocada pelo tioglicolato 

injetado. 

b)  Investigar qual(is) etapa(s) da sinalização induzida por LPS é(são) 

responsável(is) pela produção diferencial de NO pelos macrófagos, 

analisando:  

 a expressão e/ou atividade da arginase. 

 a expressão da proteína iNOS. 

 o perfil de degradação da proteína iNOS. 

 a expressão de mRNA para iNOS.  

 a expressão do TLR4, receptor envolvido na via de sinalização de LPS. 

 a ativação de alguns fatores de transcrição envolvidos na via de 

sinalização de LPS. 

 a expressão de citocinas ou outras proteínas induzidas por LPS direta ou 

indiretamente, como, por exemplo, TNF-α, IFN-β e IL-10 que podem 

regular a síntese de iNOS. 
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3.1. Animais 

Este estudo foi realizado de acordo com a legislação brasileira para 

Experimentação Animal e aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

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

108/2004. Foram utilizados camundongos fêmeas das linhagens BALB/c e C57BL/6 

com idade entre 7-10 semanas. Os animais foram produzidos no Centro de Bioterismo 

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

Departamento de Bioquímica e Imunologia, ICB-UFMG. Antes de serem utilizados nos 

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

por uma semana. 

3.2. Obtenção de macrófagos peritoneais de camundongos 

Para obtenção dos macrófagos peritoneais, foram inoculados nos camundongos 

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

animais foram sacrificados por deslocamento cervical e 10 mL de meio RPMI (Sigma) 

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

injetados na cavidade peritoneal e recolhidos com seringa.  O lavado peritoneal foi 

centrifugado a 1200 x g por 10 minutos a 4°C e o pellet celular ressuspenso em meio 

RPMI com antibiótico. As células foram contadas em câmara hemocitométrica de 

Neubauer e crescidas em placas de 96 poços (1x105 células/poço), placas de 24 poços 

(3x105 a 1x106 células/poço), placas de seis poços ou Placas de Petri de 40x11 mm 

(1x106 células a 5x106/poço ou placa) e em garrafas de 25 cm2 (5x106 a 1x107 

células/garrafa) em meio RPMI completo (suplementado com antibiótico e 10% de soro 

fetal bovino (SFB), Cripion) de acordo com a finalidade do experimento. As células 

foram incubadas por duas horas a 37°C em estufa de 5% de CO2 para adesão dos 

macrófagos. Em seguida as células foram lavadas com RPMI para remoção das células 

não aderentes e deixadas em repouso em RPMI completo por 18 horas quando foram 

então estimuladas com LPS purificado de Escherichia coli 0127 (Sigma) ou com Poli 

(I:C) (InvivoGen) por tempos determinados. 

3.3. Obtenção de macrófagos derivados da medula óssea (BMDM)  

Para obtenção dos macrófagos derivados da medula óssea, os camundongos 

foram sacrificados por deslocamento cervical e os fêmures e tíbias foram extraídos. As 
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extremidades proximal e distal de cada osso foram removidas e a medula óssea extraída 

pela lavagem do interior do osso com 5 mL de HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, 

GIBCO). A suspensão das células foi então centrifugada a 600 xg por 10 minutos a 4°C. 

O pellet celular foi ressuspenso em 10 mL/animal de RPMI completo. A suspensão 

celular foi filtrada em separadores de nylon com a malha de 70 μm (BD Falcon) para 

remoção dos detritos e ruptura das ligações célula-célula. As células foram plaqueadas 

em placas de Petri para cultivo celular e incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO2 

por duas horas. As células não aderentes foram coletadas e centrifugadas a 600 xg por 

10 minutos a 4°C e o pellet celular ressuspenso em 2 mL de meio RPMI completo. As 

células foram contadas em câmara de Neubauer e plaqueadas em placa de 96 poços 

(2x105 células/poço) ou de 24 poços (5x105 células/poço) em meio RPMI completo e 

10% de LCCM (L929 cell condition medium) como fonte do fator estimulador de 

colônia de monócitos (M-CSF).  As placas foram incubadas em estufa a 37°C e sob 

atmosfera de 5% de CO2. Após quatro dias de plaqueamento, 10% de LCCM foram 

adicionados por poço e no sétimo dia, o meio de cultura foi substituído por um novo 

contendo 10% de LCCM. Os estímulos para os macrófagos derivados de medula foram 

adicionados a partir do décimo dia de cultura já que a partir deste momento as células 

estão completamente diferenciadas em macrófagos. 

3.4. Ensaio de Viabilidade Celular 

A viabilidade celular foi determinada nos tempos de 15, 24, 48 e 72 horas após 

estimulação, através do ensaio de redução do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazólio, Sigma] (Mosmann, 1983).  Após a retirada do sobrenadante dos 

macrófagos aderidos em placas de 96 poços, 200 μl de solução de MTT (500 μg/mL) 

foram adicionados em cada poço. Os macrófagos foram novamente incubados a 37°C 

em estufa com 5% de CO2 por quatro horas. O sobrenadante foi então coletado e os 

cristais de sal formados foram solubilizados com 200 μl de solução de 

dimetilformamida (1:1) em água e 10% SDS.  Após homogeinização, 100 μl do 

sobrenadante foram transferidos para outra placa de 96 poços e a absorbância 

determinada a 550 nm. Neste caso, a absorbância é diretamente proporcional à 

viabilidade celular já que apenas as células viáveis conseguem reduzir o MTT pela ação 

das desidrogenases mitocondriais. 
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3.5. Quantificação da produção de NO por macrófagos 

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

resultante da sua oxidação no sobrenadante da cultura de macrófagos pela reação 

colorimétrica de Griess (Hibbs et al., 1988). Para isso, 50 µL do sobrenadante da 

cultura de macrófagos foram misturados a 50 µL do Reagente de Griess (solução 1:1 de 

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

diamina (NED) em 2,5% de H3PO4 preparado no momento do uso) e após 10 minutos a 

absorbância foi medida em 540 nm. A curva padrão foi feita com nitrito de sódio 

(NaNO2) diluído em meio RPMI em concentrações variando de 1,56 a 200 μM. 

3.6. Extrato protéico total 

Após a retirada do sobrenadante, as células aderidas foram lisadas diretamente 

na placa com 50 µL de Tampão de Lise (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 50 

mM NaF, 10 mM β-glicerofosfato, 0,1 mM EDTA, 10% glicerol, 1% Triton X-100,  1 

mM ortovanadato de sódio e suplementado com mix de inibidores de proteases da GE 

Healthcare). O lisado celular foi transferido para um tubo de 1,5 mL e incubado no gelo 

por 30 minutos. Após este tempo os tubos foram centrifugados a 8000 rpm por 1 minuto 

e o sobrenadante (extrato protéico) estocado a -20°C até o momento do uso. O extrato 

protéico foi quantificado utilizando o reagente para dosagem de proteína da Bio-Rad 

(método de Bradford modificado para microplacas) de acordo com as recomendações 

do fabricante. 

3.7. SDS-PAGE e Western Blot 

O extrato protéico total (30 a 50 µg) foi aplicado com tampão de amostra (1% 

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

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

As proteínas fracionadas pelo SDS-PAGE foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) em uma voltagem de 30 V por 18 horas ou 

80 V por 1 hora, a 4°C em tampão de transferência (25 mM Tris, 192 mM glicina e 20% 

v/v metanol). Após a transferência, as membranas foram incubadas em tampão de 

bloqueio (TBS contendo 5% de leite em pó desnatado) por 1 hora a temperatura 

ambiente sob agitação. A seguir, elas foram incubadas por 18 horas a 4°C sob agitação, 
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com os anticorpos primários diluídos em tampão de anticorpo (TBS contendo 0,1% de 

Tween 20 e 5% de albumina bovina). Foram utilizados os seguintes anticorpos 

primários: anticorpo policlonal de coelho anti-iNOS de macrófago murino (Sigma) na 

diluição de 1:5000, anti-IκBα, anti-fosfo-p65 NF-κB (Ser536), anti- STAT-1 total, anti-

phospho-STAT-1 (Y701) e anti-β-actina na diluição 1:1000 (Cell Signaling). As 

membranas foram então lavadas com TBS-Tween 20 0,1% e incubadas com o anticorpo 

secundário anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase (KPL) diluído no tampão de 

anticorpo por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitação. Para a revelação foi utilizado 

o Immobilon Western Chemiluminescent HPR Substrate (Millipore) conforme as 

recomendações do fabricante e a luminescência foi captada no equipamento STORM. A 

densitometria das bandas visualizadas foi realizada utilizando o programa ImageJ 

(disponível em http://rsbweb.nih.gov/ij/).  

3.8. Extração de RNA e Real Time PCR 

O RNA total dos macrófagos, crescidos em garrafas de 25 cm2 ou em placas de 

seis poços, foi extraído com o RNeasy Mini Kit (QIAGEN) de acordo com as 

recomendações do fabricante e quantificado no espectrofotômetro Nanodrop (Thermo 

Scientific).  O cDNA foi produzido a partir de 500 ng de RNA total com illustra Ready-

To-Go RT-PCR Beads (GE Healthcare) seguindo as recomendações do fabricante. O 

cDNA obtido foi diluído 1:20 em água ultrapura, livre de nucleases e utilizado como 

molde para o Real Time PCR.  

As sequências dos primers utilizados no Real Time PCR estão listadas na Tabela 

1. Os primers para análise da expressão das isoformas arginase I, arginase II e IFN-β 

foram desenhados com o auxílio da ferramenta Primer-Blast disponível no site da NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Para a determinação do nível de 

expressão do mRNA foi utilizado o método do ΔCt relativo utilizando a β-actina como 

normalizador endógeno e como referência a amostra obtida dos macrófagos de 

C57BL/6 sem estímulo. As reações de Real Time PCR foram realizadas utilizando o 

ABI Prism 7900 e o SYBR Green como fluorescência (Applied Biosystems).  

Para que os experimentos de Real Time PCR utilizando o método do ΔCt sejam 

válidos, é necessário que a eficiência de amplificação dos primers para amplificação dos 

mRNAs alvos seja semelhante a eficiência de amplificação dos primers para 
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amplificação do gene utilizado como normalizador endógeno (β-actina). Para isso, para 

cada par de primer foi feito uma curva de amplificação utilizando cDNA em diferentes 

concentrações (1:10, 1:20, 1:50 e 1:100) e o cálculo de eficiência de amplificação foi 

feito segundo “Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using 

Real-Time Quantitative PCR” disponível no site: 

http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocu

ments/cms_042380.pdf. Todos os primers apresentaram pelo menos 99% de eficiência 

de amplificação.  

Tabela 1. Sequências nucleotídicas dos primers utilizados no Real Time PCR. 

 

3.9. Análise da taxa de degradação da proteína iNOS 

A taxa de degradação da proteína iNOS foi analisada por Western blot após o 

bloqueio da síntese de proteínas utilizando a cicloheximida (CHX). Os macrófagos 

peritoneais de C57BL/6 e BALB/c foram estimulados com LPS (1 μg/mL) por 15 horas. 

Após este tempo, os macrófagos foram tratados com CHX (Sigma) na concentração 

final de 50 μg/mL por 1 a 7 horas. O extrato protéico foi preparado e o Western blot 

realizado como descrito no item 3.6 e 3.7. Como controle da inibição da tradução, os 

macrófagos foram tratados por 2 horas com CHX antes da adição do LPS. 

3.10. Determinação da atividade de arginase 

A atividade de arginase foi determinada pela dosagem de uréia de acordo com 

Corraliza e colaboradores, 1994. Para isso, os macrófagos peritoneais de C57BL/6 e 

BALB/c foram crescidos em placas de 24 poços e estimulados com LPS por 24, 48 ou 

72 horas. Após este tempo, o sobrenadante foi coletado e utilizado para dosagem de NO 

e as células aderidas na placa foram lisadas com 100 µL de Triton X-100 (Sigma) 0,1% 

Primer Sequência foward (5’-3’) Sequência reverse (5’-3’) Referência 

iNOS CAGCTGGGCTGTACAAACCTT CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG Overbergh  et al., 1999 

Arginase I AAAGCTGGTCTGCTGGAAAA ACAGACCGTGGGTTCTTCAC Este trabalho 

Arginase II TGGACAGCCACTTTCCTTTC GAGGCTCCACATCTCTCAGG Este trabalho 

IFN-β ACGTGGGAGATGTCCTCAACTGC  TCGGACCACCATCCAGGCGT Este trabalho 

IL-10 TGGACAACATACTGCTAACC GGATCATTTCCGATAAGGCT Cardoso et al., 2008 

TNF-α TGTGCTCAGAGCTTTCAACAA CTTGATGGTGGTGCATGAGA Cardoso et al., 2008 

β-actina AGAGGGAAATCGTGCGTGAC CAATAGTGATGACCTGGCCGT Overbergh  et al., 1999 
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por 30 minutos sob agitação. A seguir foi adicionado 100 µL de MnCl2 (Sigma) 10 mM 

e 100 µL de Tris-HCl 50 mM pH = 7,5. Para a ativação da arginase, a placa foi 

incubada por 10 minutos a 55°C. Para a hidrólise da arginina foi adicionado 50 µL de 

arginina 0,5 M a 50 µL do lisado celular e a placa incubada a 37°C por 60 minutos. A 

reação de hidrólise foi parada pela adição de 400 µL da solução de H2SO4: H3PO4: H2O 

na razão 1:3:7. Para a formação da cor foi adicionado 25 µL de α-

isonitrosopropiofenona (Sigma) 9% em etanol, seguido por aquecimento a 95°C por 

aproximadamente 40 minutos. A curva padrão foi feita com quantidades de uréia 

variando de 3,12 a 100 µg. Cada unidade de atividade enzimática foi definido como a 

quantidade de enzima que catalisa a formação de 1 µmol uréia por minuto. 

3.11. Análise da expressão de TLR4 por citometria de fluxo 

Os macrófagos peritoneais aderidos foram lavados com PBS gelado, removidos 

da placa com Cell scraper (Nunc) e centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos. O pellet 

celular foi ressuspenso em PBS contendo 2% de BSA e 0,1% de NaN3 (PBS-BSA-NaN3 

pH = 7,4). As células (1x106) foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD11c 

conjugado com FITC, anti-TLR4 conjugado com PE ou anti-CD11b conjugado com 

Cy5 por 30 min a 4°C em placas de 96 poços. As placas foram lavadas com PBS-BSA-

NaN3 e centrifugadas a 1200 rpm por 2 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as 

células ressuspensas em 200 μL do mesmo tampão. As células foram então analisadas 

pelo FACSCan (Becton & Dickinson) e os dados foram analisados com o auxílio do 

programa FlowJo (Treestar). No mínimo 30000 eventos foram contados para cada 

amostra.   

3.12. Ensaio de neutralização de IFN-β 

Para a neutralização do IFN-β foi utilizado o anticorpo policlonal anti-IFN-β 

murino (IgG de coelho purificada) (PBL Interferon Source) em concentração e tempo 

determinados para cada experimento. O sobrenadante das células tratadas com o 

anticorpo de neutralização foi utilizado para a dosagem de NO descrito no item 3.5 e o 

extrato protéico total utilizado em experimentos de Western Blot (itens 3.6 e 3.7). 
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3.13. Dosagem de citocinas 

As concentrações de IL-10 e TNF-α nos sobrenadantes da cultura dos 

macrófagos peritoneais de C57BL/6 e BALB/c estimulados com LPS por 6, 15 e 24 

horas foram determinadas pelo método de ELISA sanduíche, utilizando os kits 

fornecidos pela R&D System de acordo com o protocolo dos fabricantes. A absorbância 

foi mensurada no espectrofotômetro, a uma leitura de 450 nm. 

3.14. Análise estatística 

Os resultados obtidos neste trabalho foram analisados por meio do teste t de Student, 

utilizando o programa GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc). O nível de 

significância adotado nas análises foi p<0,05. 



Mecanismos moleculares determinantes da sensibilidade diferencial de macrófagos 

de camundongos C57BL/6 e BALB/c a LPS para produção de NO 
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4.1. Curva dose-resposta e cinética de produção de NO por macrófagos 

estimulados com LPS 

Para a padronização da cultura de macrófagos peritoneais de camundongos 

C57BL/6 e BALB/c quanto à produção de NO, bem como a escolha da dose de LPS a 

ser utilizada como estímulo, macrófagos peritoneais obtidos desses animais foram 

cultivados com LPS nas doses de 0,05; 0,2; 0,5 e 1,0 μg/mL por 72 horas, e com 1,0 

μg/mL durante 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Como observado na figura 4A, em todas as 

doses de LPS utilizadas, os macrófagos de C57BL/6 produziram mais NO (de 8 a 27 

vezes) que os macrófagos de BALB/c. A maior diferença observada foi na dose de 1 

μg/mL de LPS, que foi a dose utilizada nos demais experimentos. A figura 4B mostra a 

cinética de produção de NO para a dose escolhida de LPS. Foi verificado que a 

produção máxima de NO é observada em 72 e 96 horas e a diferença máxima em 72 

horas. 

Para verificar se a produção diferencial de NO pelos macrófagos peritoneais de 

C57BL/6 e BALB/c quando estimulados com LPS sofre influência da ativação inicial 

provocada pelo meio tioglicolato, macrófagos derivados de medula óssea também foram 

estimulados com 1 μg/mL de LPS por 15, 24, 48 e 72 horas. Como visto na figura 4C, 

macrófagos derivados da medula óssea de C57BL/6 também produzem mais NO que as 

mesmas células obtidas de BALB/c, quando estimulados com LPS. Vale ressaltar que 

embora a produção de NO por esses macrófagos seja menor quando comparados com os 

macrófagos peritoneais, o perfil de produção diferencial de NO pelas duas linhagens de 

camundongos estudadas é mantido.  
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Figura 4. Produção de NO pelos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c estimulados com 

LPS. A) Produção de NO por macrófagos peritoneais (1x105 células) de C57BL/6 e BALB/c 

estimulados com diferentes doses de LPS por 72 horas determinada pelo método de Griess. B) 

Cinética de produção de NO pelos macrófagos peritoneais (1x105 células) de C57BL/6 e BALB/c 

estimulados com LPS (1 μg/mL) por 12, 24, 48, 72 ou 96 horas. C) Cinética de produção de NO 

pelos macrófagos derivados de medula óssea (5x105 células) de C57BL/6 e BALB/c estimulados 

com LPS (1 μg/mL) por 15, 24, 48 ou 72 horas. 
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4.2. Análise da viabilidade celular 

Para verificar se a diferença na produção de NO entre macrófagos peritoneais de 

C57BL/6 e BALB/c era devido a uma diferença na viabilidade celular in vitro, foi 

realizado um ensaio de MTT nessas células estimuladas ou não com LPS, por 15, 24, 48 

e 72 horas. O resultado obtido mostra que as células sobrevivem muito bem até 48 

horas, mas em 72 horas, a maioria das células morre (Fig. 5). Os macrófagos não 

estimulados mantidos em cultura pelo mesmo período apresentaram padrão idêntico ao 

das células estimuladas (resultados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Viabilidade celular dos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. Macrófagos peritoneais 

(1x105 células) de C57BL/6 e BALB/c estimulados com LPS (1 μg/mL) por 15, 24, 48 e 72 horas, tiveram 

a viabilidade celular determinada pelo ensaio de MTT.  
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4.3. Balanço entre iNOS x Arginase 

Mills e colaboradores (2002) mostraram que os macrófagos residentes de 

C57BL/6 e BALB/c apresentam diferenças na regulação da expressão de arginase além 

de diferenças na regulação da expressão de iNOS. Para analisar a importância do 

balanço entre iNOS e arginase na produção de NO nos macrófagos peritoneais foram 

realizados experimentos de Real Time PCR para determinação da expressão relativa dos 

mRNAs das isoformas de arginase I e arginase II e um teste para determinação da 

atividade total de arginase. 

4.3.1.  Expressão do mRNA das isoformas arginase I e arginase II 

Como observado na figura 6A, o mRNA da arginase I é mais expresso em 

macrófagos de C57BL/6 que em macrófagos de BALB/c em todo o período analisado. 

A estimulação com LPS induz uma redução, observada em 5 horas, na expressão da 

arginase I em macrófagos de ambas as linhagens, seguida de um aumento em sua 

expressão observada em 15 horas nos macrófagos de C57BL/6 e em 24 horas nas 

células de BALB/c. O oposto é observado para o mRNA da isoforma arginase II que é 

mais expresso em macrófagos de BALB/c que nos macrófagos de C57BL/6 (Fig. 6B). 

Há um aumento progressivo da expressão do mRNA da arginase II em macrófagos de 

ambas as linhagens, mas muito mais proeminente em macrófagos de BALB/c, após 

estimulação com LPS.   

4.3.2.  Atividade de arginase 

Para avaliar se a diferença de expressão do mRNA das isoformas da arginase 

observada nos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c resultaria em uma diferença na 

atividade desta enzima,  foi utilizado um protocolo que determina a atividade da 

arginase por meio da dosagem de uréia, um produto final da reação. Embora haja 

diferenças marcantes na expressão de arginase I e II em macrófagos das duas linhagens 

de camundongos, não foi observada diferença na atividade total de arginase entre os 

macrófagos de C57BL/6 e BALB/c nos tempos ensaiados (Fig. 6C). Em ambas as 

linhagens de camundongos, o LPS induz um aumento na atividade de arginase que 

culmina em 48 horas, decaindo em 72 horas.  
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Figura 6. Expressão e atividade da arginase nos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. 

Quantificação relativa de mRNA de arginase I (A) e arginase II (B) por Real Time PCR utilizando o RNA 

total extraído de macrófagos peritoneais (5x106 células) estimulados com LPS (1 µg/mL) 5, 15, 24 ou 48 

horas, o SYBR Green como fluorescência e o método de ΔCt relativo. O mRNA de β-actina foi utilizado 

como normalizador e a amostra de mRNA do C57BL/6 não estimulado como amostra referência. Há 

diferença estatiscamente significante quando comparados C57BL/6 e BALB/c em cada tempo, assim 

como quando comparados cada tempo do C57BL/6 ou BALB/c com seu respectivo controle (não 

estimulado), p<0,05. C) Atividade total da enzima arginase medida pela dosagem colorimétrica de uréia 

em extrato protéico total de macrófagos peritoneais (5x105 células) estimulados com LPS (1 µg/mL) por 

24, 48 ou 72 horas. O resultado apresentado corresponde ao valor obtido para os macrófagos estimulados 

com LPS menos o valor obtido para os macrófagos não estimulados. Não há diferença estatiscamente 

significante quando comparados C57BL/6 e BALB/c em cada tempo, p<0,05. NE = não estimulado. 
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4.4. Expressão da proteína iNOS 

Para verificar se a maior produção de NO pelos macrófagos de camundongos 

C57BL/6 é devido a uma maior expressão da enzima iNOS nestas células, semelhante 

ao observado quando os macrófagos são tratados simultaneamente com IFN-γ e LPS 

(Santos et al, 2006), foi realizado um experimento de Western Blot para a detecção da 

proteína iNOS. Utilizando anticorpo anti-iNOS e extratos protéicos de macrófagos 

peritoneais estimulados com LPS por 6, 15, 24, 48 e 72 horas, foi observado que o LPS 

induz uma forte expressão da proteína iNOS nos macrófagos de C57BL/6 e uma fraca 

expressão nos macrófagos de BALB/c (banda correspondente a 130 kDa, Fig. 7A). 

Após 6 horas de estimulação com LPS, já é possível observar a expressão da iNOS nos 

macrófagos de C57BL/6 sendo que esta expressão aumenta até atingir o seu pico em 48 

horas de estimulação. Após 72 horas de estimulação com o LPS, o nível de expressão da 

proteína iNOS praticamente retorna ao seu nível basal (Fig. 7A e B), possivelmente pela 

baixa sobrevivência das células neste tempo. A expressão diferencial da proteína iNOS 

em macrófagos de ambas as linhagens de camundongos tratados com LPS correlaciona 

diretamente com a produção de NO (Fig. 4B). 

  



Resultados 

44 
 

 

   

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Expressão da proteína iNOS nos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. A) Níveis de 

expressão da proteína iNOS em extratos protéicos de macrófagos peritoneais (1x106 células) de C57BL/6 

e BALB/c estimulados com LPS (1 µg/mL), por 6, 15, 24, 48 ou 72 horas, determinado por Western Blot 

utilizando anticorpos específicos anti-iNOS e anti-β-actina.  B) Densitometria das bandas visualizadas no 

Western Blot com o programa ImageJ. O histograma representa a razão entre os valores quantificados das 

bandas de iNOS em relação aos valores quantificados das bandas de β-actina correspondentes. NE = não 

estimulado. 
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4.5. Análise da degradação da proteína iNOS 

A maior concentração da proteína iNOS nos macrófagos de C57BL/6 pode ser 

devido a uma maior concentração de seu mRNA e/ou a uma menor taxa de degradação 

da proteína. Assim, foi avaliado se, eventualmente, a degradação da proteína iNOS 

estaria contribuindo para a diferença na concentração desta enzima observada nos 

extratos protéicos de macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. Para isso, foi realizado um 

experimento de Western Blot com extratos protéicos dos macrófagos estimulados por 

15 horas com LPS e tratados, a seguir, por tempos determinados com CHX (inibidor da 

tradução de proteínas). Como controle do bloqueio da tradução por CHX, os 

macrófagos foram primeiramente tratados por 2 horas com a solução de CHX e depois 

estimulados por 15 horas com LPS. Como observado na figura 8A e B, mesmo após 7 

horas de tratamento com CHX, não é observada degradação da proteína iNOS nos 

extratos protéicos dos macrófagos de C57BL/6 e de BALB/c. Com este experimento 

não foi possível determinar o tempo de meia-vida da proteína iNOS, uma vez que, após 

7 horas de tratamento com a CHX, as células já morriam pela ação da droga. Visto que, 

aparentemente, a degradação da proteína iNOS não ocorre de modo diferencial nos 

macrófagos de C57BL/6 e BALB/c é provável que a maior quantidade de proteína 

iNOS nos macrófagos de C57BL/6  seja devido a um maior acúmulo do seu mRNA.  
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Figura 8. Degradação da proteína iNOS em macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. A) Western 

Blot para análise da degradação da proteína iNOS em extratos protéicos de macrófagos peritoneais (1x106 

células) de C57BL/6 e BALB/c estimulados com LPS (1 μg/mL) e tratados com CHX (50 μg/mL). (-): 

células apenas estimuladas com LPS, (+): células tratads com CHX por 2 horas e estimuladas com LPS 

por 15 horas.  (1, 3, 5, 7): tempo de tratamento (horas) com CHX após estimulação com LPS por 15 

horas. B) Densitometria das bandas visualizadas no Western Blot com o programa ImageJ. O histograma 

representa a razão entre os valores quantificados das bandas de iNOS/β-actina para os tempos de 

tratamentos com CHX em relação aos valores obtidos para a razão da iNOS/β-actina do respectivo 

controle negativo do experimento. 
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4.6.Expressão de mRNA de iNOS 

Para verificar se a expressão diferencial da enzima iNOS nos macrófagos de 

C57BL/6 e BALB/c é resultado do acúmulo diferencial do mRNA de iNOS, foram 

avaliados os níveis de mRNA por Real Time PCR em macrófagos estimulados com LPS 

por 3, 6, 15 e 24 horas. Após 3 horas de estimulação com LPS é observado um pequeno 

aumento na expressão do mRNA da iNOS em ambos os macrófagos estudados. 

Entretanto, após 15 horas de estimulação, a expressão do mRNA da iNOS começa a se 

diferenciar entre os macrófagos de C57BL/6 e BALB/c de forma que os macrófagos de 

C57BL/6 acumulam níveis cada vez maiores do mRNA da iNOS até o maior tempo 

analisado (24 horas) enquanto os macrófagos de BALB/c expressam níveis bem 

menores do mRNA da iNOS (Fig. 9). Resultado semelhante a este foi demonstrado por 

nosso grupo em macrófagos destes mesmos modelos experimentais estimulados 

simultaneamente com LPS e IFN-. Além disso, foi verificado anteriormente que o 

tempo de meia-vida, ou seja, a estabilidade dos mRNAs de iNOS em macrófagos de 

ambas as linhagens estimulados com LPS e IFN- são semelhantes, sugerindo que, pelo 

menos nesses macrófagos, a regulação da expressão da iNOS deve ocorrer 

principalmente ao nível transcricional (Santos et al., 2006).  

Juntos, esses resultados indicam que a sensibilidade diferencial de macrófagos 

de camundongos C57BL/6 e BALB/c a LPS para produção de NO é, pelo menos em 

parte, o reflexo de uma maior concentração de iNOS que, por sua vez, é o reflexo de 

uma maior concentração de seu mRNA, sendo esta, mais provavelmente devida a uma 

maior taxa de transcrição de seu gene. 
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Figura 9.  Expressão do mRNA da iNOS em macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. 

Quantificação relativa de mRNA de iNOS por Real Time PCR utilizando o RNA total extraído de 

macrófagos peritoneais (5x106 células) de C57BL/6 e BALB/c estimulados com LPS (1 µg/mL) por 3, 6, 

15 ou 24 horas, o SYBR Green como fluorescência e o método de ΔCt relativo. O mRNA de β-actina foi 

utilizado como normalizador e a amostra C57BL/6 não estimulado como referência. (*) diferença 

estatiscamente significante quando comparados C57BL/6 e BALB/c em cada tempo, p<0,05. NE = não 

estimulado. 
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4.7. Análise da expressão do TLR4 na membrana celular dos 

macrófagos 

O TLR4 é a molécula receptora que transduz os sinais da ativação dos 

macrófagos por LPS. Por isso, foi analisado o nível de expressão desse receptor em 

macrófagos de C57BL/6 e BALB/c, através da citometria de fluxo utilizando anticorpos 

anti-TLR4, anti-CD11b e anti-CD11c. Para a análise do nível de expressão do TLR4 foi 

selecionada a população de células CD11b positiva e CD11c negativa (Fig. 10A e B). 

Como observado na figura 10C e D, os macrófagos peritoneais não estimulados de 

C57BL/6 possuem uma maior densidade de TLR4 que macrófagos de BALB/c. A 

estimulação com LPS induz um aumento na expressão do TLR4 na membrana dos 

macrófagos tanto de C57BL/6 quanto de BALB/c, que se faz notar após 15 horas. 

Entretanto, os macrófagos de C57BL/6 continuam apresentando uma maior densidade 

deste receptor na membrana em relação aos macrófagos de BALB/c. Assim, é possível 

que o nível de TLR4 na superfície dos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c esteja 

relacionado com a sensibilidade diferencial dessas células ao LPS para a produção de 

NO. 
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Figura 10. Expressão do TLR4 na membrana celular dos macrófagos de C57BL/6 e 

BALB/c. Análise da expressão de TLR4 na membrana dos macrófagos peritoneais, estimulados por 5, 15 

ou 24 horas com LPS (1 µg/mL), de C57BL/6 e BALB/c por citometria de fluxo, utilizando anticorpos 

monoclonais anti-CD11b, anti-CD11c e anti-TLR4. A figura A representa um gráfico de tamanho (FSC) 

x granulosidade (SSC), e em destaque a população de granulócitos. A figura B representa a detecção de 

fluorescência de FL-1 (CD11c-FITC) versus FL-3 (CD11b-cy) dentro da população de granulócitos. A 

figura C representa a detecção da fluorescencia de FL-2 (TLR4 PE) dentro da população representada em 

B. A figura D mostra um gráfico de intensidade média de fluorescência do TLR4. Os dados apresentados 

correspondem à média de três experimentos independentes. Os macrófagos não marcados foram usados 

como controle negativo. Diferença estatisticamente significante quando comparado C57BL/6 e BALB/c 

em cada tempo (*) ou quando comparado com seu respectivo controle (não estimulado) (#), p<0,05. MIF 

= mean fluorescence intensity; NE = não estimulado. 
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4.8. Ativação do fator de transcrição NF-κB 

Os resultados obtidos até agora sugerem que a expressão diferencial da iNOS 

pelos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c parece ser principalmente regulada a nível 

transcricional. Por isso, inicialmente foi analisada a ativação de dois fatores de 

transcrição envolvidos na indução da transcrição da iNOS. Um fator de transcrição 

essencial para a transcrição do gene da iNOS induzido por LPS é o NF-κB. Por Western 

Blot, foi verificada a expressão da subunidade p65 fosforilada do NF-κB e do IκB-α, 

que é uma proteína inibidora da translocação do NF-κB para o núcleo (Fig. 11). Pode-se 

observar que o pico de ativação do NF-κB (p65) ocorre 15 minutos após estimulação 

com LPS tanto nos macrófagos de C57BL/6 quanto nos de BALB/c, sendo que nestes, a 

fosforilação do p65 é um pouco maior que nos macrófagos de C57BL/6. Após 60 

minutos de estimulação com LPS, os níveis de p65 fosforilada tendem a voltar ao estado 

basal nos macrófagos de ambas as linhagens de camundongos. Concordando com este 

resultado, os níveis de IκB-α nos extratos protéicos dos macrófagos foi inversamente 

proporcional aos níveis de p65 fosforilada. Porém, pela análise do IκB-α, é mais visível 

que o NF-κB (p65) fica ativo por mais tempo nos macrófagos de camundongos 

BALB/c.  
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Figura 11. Ativação do NF-κB nos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. A) Western Blot de 

extrato protéico total de macrófagos peritoneais (1x106 células) de C57BL/6 e BALB/c estimulados com 

LPS (1 µg/mL) por 15, 30 e 60 minutos, utilizando anticorpo anti-p65 fosforilada, anti-IκB-α e anti-β-

actina. B) Densitometria das bandas visualizadas no Western Blot com o programa ImageJ. O histograma 

representa a razão entre os valores quantificados das bandas de p65 ou IκB-α em relação aos valores 

obtidos para as respectivas bandas de β-actina. NE = não estimulado. 
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4.9. Ativação do fator de transcrição STAT-1  

Outro fator de transcrição conhecidamente envolvido na transcrição da iNOS é o 

STAT-1. A expressão e a ativação deste fator de transcrição nos macrófagos de 

C57BL/6 e BALB/c foram analisadas através de Western Blot com anticorpos 

específicos para o STAT-1 total e o STAT-1 fosforilado. Pode-se observar que os 

macrófagos de C57BL/6 apresentam constitutivamente níveis maiores de STAT-1 total 

que os macrófagos de BALB/c. Além disso, o STAT-1 é diferencialmente fosforilado 

nos macrófagos peritoneais de C57BL/6 e BALB/c (Fig. 12 A e B). Após 4 horas de 

estimulação com LPS, foi possível visualizar duas bandas reativas com o anticorpo anti-

fosfo-STAT-1 que devem corresponder a p91 (STAT-1α) e p84 (STAT-1β) tanto em 

C57BL/6 quanto em BALB/c (Fig. 12A). Entretanto, nos macrófagos de C57BL/6 a 

ativação do STAT-1 é mais forte e mais persistente já que permane fosforilado nos 

tempos de 4 e 8 horas. Após 8 horas de estimulação com LPS, é observada uma queda 

no STAT-1 fosforilado. Já nos macrófagos de BALB/c a fosforilação do STAT-1 

também é observada em 4 horas de estimulação com LPS, mas em 8 horas, o STAT-1 

fosforilado diminui consideravelmente. Estes resultados mostram uma correlação entre 

a ativação diferencial do STAT-1 e a expressão diferencial da iNOS nos macrófagos de 

C57BL/6 e BALB/c estimulados por LPS. 
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Figura 12. Expressão e ativação de STAT-1 nos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. A) 

Western Blot de extrato protéico total de macrófagos peritoneais (1x106 células) de C57BL/6 e BALB/c 

estimulados com LPS (1 µg/mL) por 1, 2, 4, 8 e 15 horas, utilizando anticorpo anti-STAT-1 fosforilado, 

anti-STAT-1 total e anti-β-actina. B) Densitometria das bandas visualizadas no Western Blot com o 

programa ImageJ. O histograma representa a razão entre os valores quantificados das bandas de p-STAT-

1 ou STAT-1 total em relação aos valores obtidos para as respectivas bandas de β-actina. NE = não 

estimulado. 
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4.10. Análise da produção de IFN-β, um indutor da ativação do STAT-1 

estimulado por LPS 

Os interferons do tipo I, especialmente o IFN-β, podem ser fortes indutores da 

expressão de iNOS em macrófagos murinos quando estimulados com LPS, por meio da 

ativação de STAT-1 (Diefenbach et al., 1998; Jacobs & Ignarro, 2001). Como foi 

observada a ativação diferencial de STAT-1 pelos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c, 

foi realizado um experimento de Real Time PCR para verificar se esta ativação 

diferencial de STAT-1 está relacionada à produção diferencial de IFN-β por estes 

macrófagos. Compatível com a ativação diferencial de STAT-1, os macrófagos de 

C57BL/6 expressam mais IFN-β que os macrófagos de BALB/c em todos os tempos 

analisados (Fig. 13). O LPS induz um aumento na expressão de IFN-β após 1 e 5 horas 

de estimulação, sendo de forma mais proeminente nos macrófagos de C57BL/6. Após 

15 horas de estimulação, os níveis de mRNA de IFN-β caem para valores próximos aos 

nível basal. 
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Figura 13. Expressão do mRNA de IFN-β nos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. 

Quantificação relativa de mRNA de IFN-β por Real Time PCR utilizando o RNA total extraído de 

macrófagos peritoneais (5x106 células) de C57BL/6 e BALB/c estimulados com LPS (1 µg/mL) por 1, 5, 

15 ou 24 horas, o SYBR Green como fluorescência e o método de ΔCt relativo. O mRNA de β-actina foi 

utilizado como normalizador e a amostra C57BL/6 não estimulado como referência. Diferença 

estatisticamente significante quando comparado C57BL/6 e BALB/c em cada tempo (*) ou quando com 

seu respectivo controle (não estimulado) (#), p<0,05. NE = não estimulado. 
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4.11. Análise do Papel do IFN-β 

Como o nível de mRNA de IFN-β é diferente nos macrófagos de C57BL/6 e 

BALB/c, foi realizado alguns experimentos na tentativa de verificar a importância desta 

citocina na produção diferencial de NO pelos macrófagos dos modelos animais 

estudados.  

4.11.1. Produção de NO pelos macrófagos estimulados com Poli(I:C) 

O Poli(I:C) é um RNA fita dupla sintético, agonista de TLR3, que induz IFN-β 

em macrófagos e células dendríticas. Por isso, este indutor foi utilizado para estimular 

os macrófagos peritoneais, bem como os macrófagos derivados de medula óssea, de 

camundongos C57BL/6 e BALB/c, para verificar se a produção de IFN-β mediada por 

TLR3 também leva a uma produção diferencial de NO por estas duas linhagens de 

camundongos. Como visto na figura 14, os macrófagos de C57BL/6 produzem mais NO 

quando estimulados com Poli(I:C) que os macrófagos de BALB/c e de uma maneira 

dose-dependente (Fig. 14A). Os macrófagos peritoneais de C57BL/6 têm uma cinética 

de produção de NO semelhante a quando estimulados com LPS, sempre com a 

produção superior às dos macrófagos de BALB/c. É interessante notar que quando 

estimulados por Poli(I:C) por 72 horas, macrófagos de BALB/c chegam a produzir NO 

em níveis comparáveis aos que os macrófagos de C57BL/6 produzem em 24 horas, o 

que pode sugerir que em concentrações apropriadas de IFN-β, os macrófagos de 

BALB/c podem  ser  capazes de produzir tanto NO quanto as células de C57BL/6 . 

Também como quando estimulados com LPS, os macrófagos derivados de medula 

óssea produzem menos NO os macrófagos peritoneais (Fig. 14B e C).  Estes resultados 

sugerem que o IFN-β pode ter um papel importante na produção diferencial de NO 

pelos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. 

  



Resultados 

59 
 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 14. Produção de NO pelos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c estimulados com 

poli(I:C). A) Dose resposta de produção de NO por macrófagos peritoneais (1x105 células) de C57BL/6 e 

BALB/c estimulados com diferentes doses de Poli(I:C) por 72 horas. (*) diferença estatisticamente 

significante quando comparado C57BL/6 e BALB/c em cada tempo, p<0,05. B) Cinética de produção de 

NO pelos macrófagos peritoneais (1x105 células) de C57BL/6 e BALB/c estimulados com Poli(I:C) (10 

μg/mL) nos tempos 15, 24, 48 e 72 horas. C) Cinética de produção de NO pelos macrófagos derivados de 

medula óssea de C57BL/6 e BALB/c estimulados com Poli(I:C) (10 μg/mL) nos tempos 15, 24, 48 e 72 

horas.  
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4.11.2. Ensaio de neutralização do IFN-β: produção de NO e ativação do 

STAT-1 

Em busca de um maior entendimento do papel IFN-β na produção diferencial de 

NO pelos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c, foi realizado um experimento onde os 

macrófagos foram estimulados com LPS e tratados com anticorpo de neutralização de 

IFN-β.  Foi observado que a utilização do anticorpo de neutralização de IFN-β foi capaz 

de inibir a produção de NO nos macrófagos de C57BL/6, mas não nos macrófagos de 

BALB/c. A inibição nos macrófagos de C57BL/6 se mostrou dependente da 

concentração do anticorpo (Fig. 15A), sendo que com 200 U/mL do anticorpo 

neutralizante, houve uma redução de aproximadamente 60% na produção de NO (Fig. 

15B).  Na cinética de produção de NO representada na figura 15B, verifica-se que a 

produção de NO pelos macrófagos de C57BL/6 se iguala aos níveis de NO produzido 

pelos macrófagos de BALB/c. Este resultado indica que o IFN-β é o principal fator 

responsável pela produção diferencial de NO pelos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. 
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Figura 15. Efeito da neutralização de IFN-β na produção de NO pelos macrófagos de 

C57BL/6 e BALB/c. A) Produção de NO pelos macrófagos peritoneais (1x105 células) de C57BL/6 e 

BALB/c tratados com LPS (1 μg/mL), anticorpo anti-IFN-β (100 e 200 U/mL) e/ou IgG controle de 

isotipo por 24 horas. B) Cinética de produção de NO pelos macrófagos peritoneais (1x105 células) de 

C57BL/6 e BALB/c após estimulação com LPS (1 μg/mL) e/ou tratamento com anticorpo anti-IFN-β 

(200 U/mL) por 15, 24 e 48 horas. Como controle de isotipo foi utilizado IgG purificada de soro de 

coelho na concentração de 350 ng/mL o que equivale a concentração de 200 U/mL do anticorpo anti-IFN-

β conforme as informações do fabricante. Diferença estatisticamente significante quando comparado 

C57BL/6 tratado com anti-IFN-β com o C57BL/6 não tratado em cada tempo (#) ou com o BALB/c não 

tratado (*), p<0,05. NE = não estimulado. 
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Para verificar se a maior ativação do STAT-1 nos macrófagos de C57BL/6 é 

devido a maior produção de IFN-β, foi realizado um experimento de Western Blot para 

STAT-1 fosforilado nos extratos proteicos total de macrófagos peritoneais de C57BL/6 

estimulados com LPS e/ou tratados com anticorpo de neutralização de IFN-β. A figura 

16 mostra que a neutralização do IFN-β aboliu a ativação do STAT-1 nos macrófagos 

de C57BL/6. Assim, é possível inferir que a maior expressão de iNOS nos macrófagos 

de C57BL/6 em relação aos macrófagos de BALB/c é dependente da maior ativação de 

STAT-1 mediada pela maior produção de IFN-β. 

   

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Efeito da neutralização de IFN-β na ativação de STAT-1 nos macrófagos de 

C57BL/6. A) Western Blot de extrato protéico total de macrófagos peritoneais (3x105 células) de 

C57BL/6 estimulados com LPS (1 μg/mL) e/ou tratados com anticorpo anti-IFN-β (250 U/mL) por 1, 2, 

4, 8 horas, utilizando anticorpo anti-STAT-1 fosforilado e anti-β-actina. B) Densitometria das bandas 

visualizadas no Western Blot com o programa ImageJ. O histograma representa a razão entre os valores 

quantificados das bandas de p-STAT-1 em relação aos valores obtidos para as respectivas bandas de β-

actina. NE = não estimulado. 
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4.12. Análise da produção de citocinas 

Sabendo do papel de algumas citocinas na regulação da iNOS, também foram 

analisadas a produção de TNF-α, um possível indutor da iNOS e IL-10, um possível 

repressor desta proteína (Perrela et al., 1996; MacMicking et al., 1997; Zamora et al., 

2000) por meio das técnicas de Real Time PCR e ELISA. O resultado apresentado na 

figura 17 mostra que o LPS induz a expressão e secreção de IL-10 e TNF-α tanto nos 

macrófagos de C57BL/6 quanto de BALB/c. Entretanto, os macrófagos de C57BL/6 

expressam e secretam de forma mais proeminente IL-10 (Fig. 17A e B), enquanto que 

os macrófagos de BALB/c expressam e secretam mais TNF-α que os macrófagos de 

C57BL/6 (Fig. 17C e D). Esses resultados mostram que a expressão de iNOS nos 

macrófagos de C57BL/6 apresenta uma correlação direta com a expressão de IL-10 e 

inversa com a expressão de TNF-. Assim, é provavel que estas citocinas não tenham 

um papel importante no acréscimo da produção de NO de macrófagos de C57BL/6 

sobre a de células de BALB/c. No entanto, se essas citocinas estão envolvidas na 

produção diferencial de NO não foi ainda investigado.   
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Figura 17. Produção de TNF-α e IL-10 pelos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c. 

Quantificação relativa de mRNA de IL-10 (A) e TNF-α (C) por Real Time PCR utilizando o RNA total 

extraído de macrófagos peritoneais (5x106 células) de C57BL/6 e BALB/c estimulados com LPS (1 

μg/mL) por 1,  5, 15 e 24 horas, o SYBR Green como fluorescência e o método de ΔCt relativo. O mRNA 

de β-actina foi utilizado como normalizador e a amostra C57BL/6 não estimulado como referência. 

Dosagem de IL-10 (B) e TNF-α (D) no sobrenadante da cultura de macrófagos peritoneais (1x106 células) 

de C57BL/6 e BALB/c estimulados com LPS (1 μg/mL) por 6, 15, 24 e 48 horas  pelo método ELISA. Os 

valores apresentados representam a média ± SD de amostras testadas em triplicatas. Diferença 

estatisticamente significante quando comparado C57BL/6 e BALB/c em cada tempo (*) ou quando com 

seu respectivo controle (não estimulado) (#), p<0,05. NE = não estimulado. 
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Mecanismos moleculares determinantes da sensibilidade diferencial de macrófagos 

de camundongos C57BL/6 e BALB/c a LPS para produção de NO 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Discussão 
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O reconhecimento de produtos microbianos por TLRs estimula a ativação de 

mecanismos antimicrobianos nos macrófagos incluindo a produção de NO pela iNOS 

aumentando assim a capacidade do macrófago em matar o microrganismo fagocitado 

(Motoyama et al., 2010; Buzzo et al., 2010; Cole et al., 2012). Dependendo da infecção, 

a contribuição da iNOS, assim como da maioria das “armas” do arsenal do sistema 

imune à proteção do hospedeiro pode ser maléfica, benéfica ou inócua, refletindo a 

diversidade das vias metabólicas, invasivas e evasivas do agente infeccioso e a 

necessidade do hospedeiro em desenvolver uma variedade de respostas (Nathan, 1997). 

O NO é a principal molécula efetora da maquinaria antimicrobiana e 

antitumoricida dos macrófagos, dotando essas células com a capacidade de matar ou 

inibir o crescimento de vírus, bactérias, fungos, protozoários, helmintos e células 

tumorais (Bogdan, 2001). Em macrófagos, a iNOS, enzima que catalisa a síntese do 

NO, não  possui expressão constitutiva mas pode ser induzida por uma variedade de 

citocinas tais como IFN-γ, IFN-β, TNF-α, IL-2 (Oswald et al., 1994) e PAMPs ligantes 

de TLR3 (Pindado et al., 2007; Motoyama et al., 2009), TLR4 (Stuehr & Marletta, 

1985; Beutler, 2000) e TLR5 (Mizel et al., 2003; Buzzo et al., 2010). Em modelos 

murinos, o NO tem-se mostrado importante ou mesmo essencial para o controle do 

patógeno em várias doenças infecciosas (Nathan, 1997; Rossol et al., 2011). Em 

humanos apresentando lepra ou leishmaniose cutânea, uma redução na expressão da 

iNOS no tecido está correlacionada com uma doença mais grave (Khanolkar-Young  et 

al., 1998; Qadoumi  et al., 2002). 

Embora se tenha uma grande quantidade de informação sobre a resposta imune 

nas doenças infecciosas, ainda é necessário um melhor entendimento sobre os 

mecanismos que conferem resistência para a maioria delas, particularmente daquelas 

causadas por parasitas. A descoberta que os linfócitos T auxiliares diferem nos seus 

padrões de produção de citocinas (Mosmann et al., 1986) trouxe um progresso no 

entendimento da resistência do hospedeiro a doenças infecciosas. Usando o modelo de 

infecção por L. major em camundongos C57BL/6 e BALB/c, Heinzel e colaboradores 

(Heinzel et al.,1989) e Locksley & Scott (1991) mostraram que camundongos C57BL/6, 

que apresentam um fenótipo de resistência, polarizam sua resposta a Th1 enquanto 

camundongos BALB/c, que possuem um fenótipo de susceptibilidade, polarizam para a 

resposta Th2. Este modelo também forneceu evidências inequívocas de que o NO 

produzido pelos macrófagos estimulados com IFN-γ derivado da resposta Th1 é o 
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principal componente responsável para o controle e erradicação do parasita (Reiner & 

Locksley, 1993; Liew et al., 1999).  

A polarização Th1/Th2 tem sido descrita em humanos e hospedeiros 

experimentais para muitas outras doenças infecciosas (Jankovic et al., 2001). 

Entretanto, alguns dados têm desafiado a simplicidade do modelo de resistência e 

susceptibilidade baseado neste paradigma Th1/Th2. Parte desta reavaliação resulta da 

identificação de outras células T CD4+ que podem significantemente influenciar no 

resultado final da doença. Tais populações incluem células T CD4+ reguladoras, células 

T CD4+ Th17, Th9 e células T auxiliares foliculares (Matthews et al., 2000; Sacks e 

Noben-Trauth, 2002; Alexander & Brombacher, 2012). Além disso, há várias 

observações de que a polarização Th não explica a resistência ou a susceptibilidade para 

todos os microrganismos (McMahon-Pratt & Alexander, 2004; Infante-Duarte & 

Kamradt, 1999) e também alguns trabalhos demonstrando o importante papel da 

imunidade inata no controle do crescimento microbiano e na modulação da resposta 

imunidade adaptativa (Scharton-Kersten & Scott, 1995; Dabbagh & Lewis, 2003). 

Dentro deste contexto, o presente trabalho adiciona uma nova informação aos 

clássicos modelos de resistência e susceptibilidade dos camundongos C57BL/6 e 

BALB/c, respectivamente, a várias doenças infecciosas mostrando in vitro porque 

macrófagos de C57BL/6 são mais responsivos à estimulação de TLR4 para a produção 

de NO que camundongos BALB/c, de forma independente da resposta adaptativa Th. 

Nosso interesse nesta resposta diferencial reside no fato de que, in vivo, uma contenção 

precoce de parasitas, facilmente observada na pele e nos linfonodos no dia 1 da infecção 

com L. major, é crucial para a resistência de camundongos C57BL/6 a este parasita. 

Essa contenção do crescimento do parasita é independente de células T e NK e 

dependente de IFN-γ (Laskay et al., 1995), sendo mediada por iNOS (Diefenbach et al., 

1998). Assim, nossa hipótese é de que a capacidade inerente dos macrófagos de 

camundongos C57BL/6 de produzir NO em resposta aos PAMPs dos patógenos e/ou 

citocinas, antes mesmo de produzirem uma resposta protetora Th1, levaria a uma 

diminuição do crescimento do patógeno facilitando a sua eliminação. Ao contrário, a 

capacidade inerentemente baixa de camundongos BALB/c de produzir NO em resposta 

à mesma carga parasitária ou quantidade de citocinas favoreceria o crescimento do 

parasita, que seria agravado pela resposta subsequente do tipo Th2. Além disto, já foi 

mostrado que macrófagos de camundongos C57BL/6 e de camundongos BALB/c 
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direcionam a polarização dos linfócitos Th para Th1 e Th2, respectivamente (Mills et 

al., 2000). 

Anteriormente, o nosso grupo mostrou que os macrófagos de C57BL/6 

produzem mais NO que os macrófagos de BALB/c quando estimulados 

simultaneamente com LPS e IFN-γ, e que essa produção diferencial de NO é uma 

consequência da maior expressão da proteína e do mRNA da iNOS, mostrando que a 

expressão de iNOS é regulada diferencialmente em macrófagos de camundongos 

C57BL/6 e BALB/c (Santos et al., 2006).  Contudo, até o momento, as causas dessa 

regulação diferencial são desconhecidas. Para este estudo, a produção diferencial de NO 

nestes mesmos modelos experimentais foi estudada tendo como estímulo apenas a 

ativação por LPS, para restringir o estudo para a sinalização mediada por TLR4.   

Inicialmente foi mostrado que nas concentrações de LPS utilizadas, macrófagos 

peritoneais ou derivados da medula óssea de camundongos C57BL/6 produzem 

consideravelmente mais NO do que as células de camundongos BALB/c (Fig. 4), 

ficando claro que os baixos níveis de NO produzidos não são devidos a um atraso em 

sua síntese. Uma vez que a arginase também age sobre a L-arginina e sua expressão 

pode ser modulada por LPS era necessário determinar se esta enzima estaria interferindo 

com a produção de NO pelos macrófagos estimulados. Embora as isoformas arginase I e 

arginase II sejam constitutivamente mais expressas e tenham essa expressão aumentada 

por LPS em macrófagos de camundongos C57BL/6 e BALB/c, respectivamente, não foi 

observada diferença na atividade total da enzima (Fig. 6). Assim, a menor produção de 

NO por macrófagos de camundongos BALB/c não parece ser devido a uma depleção da 

L-arginina pela arginase. No entanto, não se pode ignorar a possibilidade que a indução 

diferencial das isoformas da arginase possa ter alguma relevância para as demais 

diferenças observadas entre os macrófagos de C57BL/6 e BALB/c após estimulação 

com o LPS. Estes dados estão de acordo com Mills e colaboradores (2000), que 

mostraram que embora macrófagos de camundongos C57BL/6 constitutivamente 

apresentem uma maior atividade de arginase do que células de BALB/c, a ativação 

desses macrófagos leva a uma pequena diminuição da atividade de arginase em 

macrófagos de C57BL/6 e um aumento em BALB/c resultando apenas em pequenas 

diferenças na atividade da arginase nesses dois tipos celulares. A coindução de iNOS e 

arginase pode ser  um mecanismo de regular a produção de NO, e assim impedir a 
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apoptose mediada pelo NO, já que a sua superprodução é tóxica aos macrófagos e 

células vizinhas (Salimuddin et al., 1999; Mori, 2007).  

Da mesma forma que verificado anteriormente com o estímulo simultâneo de LPS 

e IFN-γ, foi mostrado aqui que a regulação diferencial da síntese de NO induzida pela 

estimulação apenas do TLR4 correlaciona diretamente com o acúmulo da enzima iNOS 

(Fig. 7). O maior estoque de iNOS em macrófagos de camundongos C57BL/6 não é 

devido a uma menor degradação da enzima (Fig. 8) e correlaciona com a maior 

expressão de mRNA (Fig. 9). O maior acúmulo de mRNA não parece ser devido a uma 

maior estabilidade da molécula, uma vez que a degradação de mRNA de iNOS segue a 

mesma cinética em macrófagos de C57BL/6 e BALB/c (Santos et al., 2006). Portanto, 

após a ativação do TLR4, há uma regulação diferencial da expressão de iNOS tanto no 

nivel da proteína como do mRNA semelhante ao observado em células simultaneamente 

estimuladas com LPS e IFN-γ. Junto com o fato de que macrófagos de C57BL/6 

duplamente estimulados expressam mais mRNA de STAT-1 e de IRF-1, e de que 

STAT-1 permanece ativado por 30 minutos a mais do que em macrófagos de BALB/c 

(resultados não publicados), os resultados obtidos neste trabalho sugerem fortemente 

que a transcrição da iNOS é mais eficiente em macrófagos de C57BL/6 do que em 

células de BALB/c. 

Os fatores de transcrição STAT-1 e NF-κB cooperam para a ativação 

trasncricional de muitos genes inflamatórios que contem sítios de ligação relacionados 

em seus promotores (Ohmori et al., 1997; Ohmori & Hamilton, 2001). De fato, foi 

observado que STAT-1 e NF-B são ativados em macrófagos tanto de C57BL/6 como 

de BALB/c. Contudo, o grau e/ou o tempo de ativação são diferentes nessas células. 

Quanto ao STAT-1, a fosforilação é mais forte e observada por mais tempo em 

macrófagos de C57BL/6 (pelo menos até 15 horas) do que em células de BALB/c (Fig. 

12). Contudo, inesperadamente, a ativação de NF-B em macrófagos de BALB/c é algo 

um pouco mais proeminente e duradoura do que em células de C57BL/6 (Fig. 11). É 

possível que a quantidade de NF-B ativo em macrófagos de C57BL/6, nos quais o 

STAT-1 é eficientemente ativo, seja suficiente para a transcrição completa da iNOS. 

Assim como, o fato de que STAT-1 ativo seja escasso em macrófagos de BALB/c (Fig. 

12) pode explicar uma menor transcrição de iNOS mesmo em um ambiente de mais alta 

ativação de NF-B. Estes resultados estão de acordo com o trabalho de Ohmori & 
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Hamilton (2001) que mostrou que o NF-B não é suficiente para a completa transcrição 

da iNOS e que STAT-1 é um determinante crítico para a expressão de vários genes 

induzíveis por LPS, como a iNOS, em macrófagos murinos. 

A ligação de LPS a TLR4 não induz diretamente a ativação de STAT-1 (Deng et 

al., 1996; Lu et al., 2008). Foi então necessário procurar por citocinas que exercesse 

esta função. Uma busca pelo perfil de citocinas produzidas por macrófagos em resposta 

à ativação de TLR4 mostrou que TNF-, IL-10 e IFN-β são diferencialmente expressos 

em macrófagos de camundongos C57BL/6 e BALB/c, sendo que TNF- é menos 

expresso em macrófagos de camundongos C57BL/6 do que em células de camundongos 

BALB/c, e o oposto foi observado para IL-10 e IFN-β (Figs. 13 e 17). Já é sabido há 

longo tempo que IFN-β endógeno fornece um sinal essencial para a produção de NO 

desencadeada por LPS por macrófagos murinos, embora, por si só, esta citocina não 

seja capaz de induzir a produção de NO (Zhang et al., 1994; Gao et al., 1998). Em 

macrófagos estimulados com IFN- ou LPS mais IFN-γ, sabe-se que STAT-1 é 

essencial para a produção de NO (Meraz et al., 1996). Além disto, a expressão de iNOS 

em macrófagos estimulados apenas com LPS é dependente da fosforilação de STAT-1, 

a qual é, em grande parte, atribuída à sintese e ação autócrina/parácrina de IFN-α/β 

(Fujihara et al., 1994; Zhang et al., 1994; Ohmori & Hamilton, 2001; Thomas et al., 

2006), que atua como o segundo estímulo necessário para a indução “ótima” do gene da 

iNOS.  

Foi mostrado aqui que a sinalização gerada pela estimulação por LPS para a 

produção ótima de NO é altamente dependente da ativação de STAT-1 mediada por 

IFN-β, em macrófagos de C57BL/6, mas não em macrófagos de BALB/c (Fig. 15). 

Mais importantes são os novos achados de que: 1) esta importante via para a produção 

de NO está severamente comprometida em macrófagos de BALB/c (Fig. 13) e 2) esta é 

a razão pela qual estas células são incapazes de produzir tanto NO quanto macrófagos 

de C57BL/6. Este último achado é claramente demonstrado pelo fato de que a 

neutralização do IFN-β com anticorpo específico abole a ativação de STAT-1 nos 

macrófagos de C57BL/6 (Fig. 16) e os deixa equivalentes aos macrófagos de BALB/c 

com relação à produção de NO (Fig. 15).  

O gene codificador do IFN-β é constitutivamente transcrito em macrófagos 

peritoneais. Entretanto seus mRNAs são instáveis e por isso estão presentes em baixas 
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quantidades em células não estimuladas. O tratamento com LPS estabiliza o mRNA do 

IFN-β resultando na secreção desta citocina no meio de cultura (Gessani et al, 1991; 

Gao et al., 1998). Ambos os interferons do tipo I e do tipo II induzem a fosforilação de 

STAT-1α. O STAT-1 não só se liga diretamente ao promotor da iNOS como favorece 

ainda mais a transcrição deste gene pela indução da transcrição do gene do IRF-1. A 

acumulação no núcleo de NF-κB, de homodímeros de STAT-1α, do IRF-1 e dos fatores 

de transcrição Oct-1 e Oct-2, que já estão constitutivamente presentes no núcleo, 

permite a trans-ativação do gene da iNOS (Gao et al., 1998). A maior produção de NO 

pelos macrófagos de C57BL/6 em relação aos macrófagos de BALB/c quando 

estimulados com Poli(I:C), um agonista de TLR3 e indutor da produção de IFN-β, além 

de reforçar que é a expressão diferencial de IFN-β determinante para a produção 

diferencial de NO, mostra que macrófagos de BALB/c também são deficientes na 

produção de NO mediada por TLR3. É ainda bem possível que o STAT-1 ativado por 

IFN-β possa induzir a expressão de mais IFN-β que também parece depender da 

ativação de STAT-1 (Kamezaki et al., 2004; Schindler et al., 2007; Sin et al, 2012), um 

aspecto que ainda precisa ser investigado. 

 A maior densidade de TLR4 na membrana celular dos macrófagos de C57BL/6 

antes e após estimulação com o LPS (Fig. 10), pode estar permitindo que estes 

macrófagos sejam mais sensíveis à ativação pelo LPS que os macrófagos de BALB/c, 

embora isto não pareça ser o determinante principal. Entretanto o papel dessa diferença 

de expressão de TLR4 nos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c precisa ser mais bem 

investigado. O TLR4 induz duas vias de sinalização independentes que são reguladas 

pelos pares de adaptadores TIRAP-MyD88 e TRAM-TRIF. A via de sinalização 

dependente de TIRAP-MyD88 induz uma rápida ativação de serino-treonina cinases tais 

como p38 e IKKb, enquanto a via TRAM-TRIF induz a ativação de fatores reguladores 

de interferons tais como o IRF3 (Kagan et al., 2008). Os resultados de expressão de 

IFN-β e de ativação de STAT-1 sugerem que a via de sinalização dependente de 

TRAM-TRIF é uma via mais ativa nos macrófagos de C57BL/6 do que em células de 

BALB/c. Kagan e colaboradores (2008) propuseram um novo modelo de sinalização 

pelo TLR4 onde após o reconhecimento do LPS, este receptor ativa as duas vias de 

sinalização em um modo sequencial a partir de compartimentos subcelulares distintos. 

A via TIRAP-MyD88 é induzida a partir da membrana plasmática enquanto a via 

TRAM-TRIF é induzida a partir de endossomos. Para isso, após a sinalização inicial 
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desencadeada pela montagem do complexo CD14, MD-2 e TLR4 na membrana 

plasmática, o TLR4 é endocitado em um processo dependente de dinamina. No 

endossomo, o TLR4 é capaz de induzir uma segunda fase de sinalização que culmina na 

produção de IFN-β. É possível que após a ativação do TLR4 pelo LPS este processo de 

endocitose ocorra com maior intensidade nos macrófagos de  C57BL/6 favorecendo a 

produção do IFN-β nestas células, o que está sendo atualmente investigado. 

Além de interferons do tipo I, macrófagos murinos quando ativados secretam 

outras citocinas que podem induzir ou inibir a produção de NO. Como falado 

anteriormente, neste trabalho foi investigado também a expressão e secreção de TNF-α 

e IL-10. A IL-10 é usualmente conhecida como uma citocina anti-inflamatória que inibe 

a produção de NO (Cunha et al., 1992; Romani et al., 1994). Entretanto alguns relatos 

demonstraram que IL-10 pode também aumentar a produção de NO em macrófagos 

murinos estimulados com LPS ou IFN-γ (Corradin et al., 1993; Zidek & Francová, 

1999). A ativação dos macrófagos e consequente produção de citocinas inflamatórias 

deve ser um processo finamente controlado. Neste contexto, a liberação de IL-10 e 

subsequente ativação de STAT-3 é um dos mais importantes mecanismo de feedback 

anti-inflamatório (Bode et al., 2012). Em macrófagos estimulados com LPS, a produção 

de IFN-β é essencial para sustentar a transcrição de IL-10 e isto requer a ativação do 

STAT-1 seguida da indução de IL-27 dependente de IFN-β em uma maneira 

autócrina/parácrina (Chang et al., 2007; Iyer et al., 2010; Pattison et al; 2012). Assim, a 

maior produção de IL-10 pelos macrófagos de C57BL/6 está de acordo com a sua maior 

produção de IFN-β. Por outro lado, é também possível que IL-10 esteja exercendo um 

papel na ativação dos macrófagos como já relatado em células monocíticas humanas 

através da indução da fosforilação de STAT-1 (Finbloom & Winestock, 1995; Rahimi et 

al., 2005). Caso isto esteja acontecendo, é possível que STAT-1 ativada por IL-10 

contribua para a ativação dos macrófagos: diretamente, induzindo a transcrição de IFN-

β (Schindler et al., 2007; Sin et al, 2012) ou indiretamente mediando o aumento da 

expressão de CD14 (Rahimi et al., 2005), que na forma ligado à membrana é essencial 

para a produção de IFN-β induzida por LPS (Saito et al., 2000). Ou seja, a IL-10 levaria 

a um aumento do IFN-β induzido por STAT-1 e mediado por TLR4, num circuito de 

amplificação IFN-β/IL-10/STAT-1. 

O TNF-α é uma citocina secretada pelos macrofágos em resposta ao LPS, que 

pode agir de maneira autócrina mediando os efeitos induzidos pelo LPS via o NF-κB. 
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Esta citocina parece ser importante para a indução da iNOS em macrófagos tratados 

com IFN-γ, mas não em macrófagos tratados com LPS (Chen et al., 1996) ou IFN-β 

(Zhang et al., 1994). Em muitos casos, o sinergismo entre IFN-γ e TNF-α é resultado da 

presença combinada de sítios de ligação ao STAT-1, que é induzido pelo IFN-γ e NF-

κB, induzido pelo TNF-α, nos elementos promotores dos genes responsivos (Schroder 

et al., 2004). Isto está de acordo com os resultados obtidos a despeito da maior 

produção de TNF-, uma ativação mais persistente do NF-κB, menor ativação de 

STAT-1 e menor acúmulo de iNOS nos macrófagos de camundongos BALB/c em 

relação às células de C57BL/6 (Figs 7, 9, 11, 12 e 17). 

Como parte do mecanismo de feedback anti-inflamatório, a IL-10 inibe a 

produção de TNF-α pelos macrófagos (Riley et al., 1999). Assim, é possível que o fato 

dos macrófagos de C57BL/6 produzirem menos TNF-α que os macrófagos de BALB/c 

seja devido a sua maior produção de IL-10. Entretanto, tanto o papel da IL-10 quanto do 

TNF-α na produção diferencial de NO pelos macrófagos de C57BL/6 e BALB/c serão 

mais bem compreendidos após a realização de experimentos de neutralização destas 

citocinas. É possível que, em macrófagos de camundongos BALB/c, a sinalização 

induzida por LPS é dirigida para a ativação autócrina por TNF-, enquanto em células 

de camundongos C57BL/6, o LPS sinaliza em direção à ativação autócrina por IFN-β. 

O envolvimento de NO (Bogdan et al., 2000), IFN-β (Mattner et al., 2004) e 

TLR4 (Kropf et al., 2004a e b) na imunidade precoce de camundongos à L. major já foi 

demonstrado. Sabe-se que o complexo proteolipídico de superfície P8 de L. pifanoi 

(Whitaker et al., 2008) é capaz de ativar TLR4 e, recentemente,  Assis e colaboradoes 

(2012) mostraram que fosfolipídeos de glicoinositol de L. braziliensis e L. infantum  

também são estimuladores de TLR4 em macrófagos. Além disto, em uma infecção por 

L. major, macrófagos positivos para IFN- e IFN-β são detectados na pele de 

camundongos C57BL/6 no primeiro dia após a infecção e in vitro, estas células também 

liberam IFN-/β após a infecção. Porém, nem L. major nem IFN-/β sozinhos induzem 

a expressão da iNOS (Diefenbach et al., 1998). Contudo, nenhum estudo comparativo 

foi feito para se determinar porque a produção de NO mediada por TLR4 é maior em 

macrófagos de C57BL/6 do que em células de BALB/c, dois modelos experimentais 

clássicos para infecção por Leishmania, sem a interferência de linfócitos Th.  
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Aqui, foi demonstrado pela primeira vez que macrófagos de camundongos 

BALB/c, que morrem se infectados por L. major, são intrinsecamente baixos produtores 

de NO porque são defeituosos na expressão de IFN-β induzida por TLR4 e, portanto na 

ativação de STAT-1, comparados com macrófagos de camundongos C57BL/6, que são 

resistentes à mesma infecção. A diferença na via TLR4-IFN-β-STAT-1-iNOS entre 

C57BL/6 e BALB/c na ausência de respostas adaptativas é um achado novo que 

corrobora suposições prévias de que os mecanismos precoces envolvendo TLR4, IFN-β 

e NO são fundamentais na resistência do hospedeiro (Bogdan et al., 2000; Kropf et al., 

2004a e b; Nagai et al., 2003).  

Um importante aspecto dos resultados obtidos neste trabalho é a correlação entre 

os fenótipos murinos de resistência/susceptibilidade com a capacidade intrínseca de seus 

macrófagos em produzir NO, independentemente da resposta Th1 ou Th2 formada. In 

vivo, com pequenas concentrações de indutores (PAMPs/citocina) camundongos 

C57BL/6, mas não BALB/c podem matar um patógeno com a produção de NO, antes da 

influência do linfócito T. Em modelos experimentais de células humanas, o IFN-β 

secretado por macrófagos, in vitro, é capaz de promover a polarização Th1 (Nagai et al., 

2003) o que não acontece em modelos murinos, provavelmente devido à perda da 

ativação de STAT-4 por IFN-I em células T (Sinigaglia et al., 1999). Entretanto, as 

demais diferenças observadas aqui podem também contribuir para que os macrófagos de 

C57BL/6 ou BALB/c distintamente afetem a subsequente produção de citocinas Th1 ou 

Th2, respectivamente, como já mostrado por Mills e colaboradores (2000). Esta 

correlação implica que os macrófagos de C57BL/6 e BALB/c devem contribuir, 

precocemente, de maneira efetiva para a manifestação da infecção, tanto por diminuir 

ou aumentar a carga parasitária enquanto a resposta imune adaptativa está sendo 

formada como por direcionar esta resposta na direção Th1 ou Th2, consolidando o 

fenótipo de resistência ou de susceptibilidade do hospedeiro. 
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Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que vários fatores/mecanismos 

envolvidos na sinalização por LPS e na consequente indução da iNOS são 

diferencialmente regulados nos macrófagos peritoneais de C57BL/6 e BALB/c. Alguns 

destes fatores aparentemente não se correlacionam com a produção diferencial de NO 

por estas células como a expressão/atividade de arginase, a expressão do TLR4, a 

ativação do NF-κB e a produção de TNF-α e IL-10. Outros, entretanto estão diretamente 

relacionados com a maior produção de NO pelos macrófagos de C57BL/6 como a 

ativação do STAT-1 e do IFN-β. Como a neutralização do IFN-β resultou numa 

produção de NO pelos macrófagos de C57BL/6 em níveis semelhantes aos produzidos 

pelos macrófagos de BALB/c pode-se concluir que a esta citocina é o principal fator 

envolvido no fenótipo de produção diferencial de NO por estas células. 
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