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RESUMO 

 

Os receptores ativados por protease (PAR) pertencem à família dos receptores 

acoplados à proteína G e são alvos de serino proteases, sendo classificados de 1 a 

4, em função da ordem de descoberta. Tanto PAR2 quanto PAR4 são expressos em 

leucócitos, e estão envolvidos no recrutamento e ativação dessas células. Embora 

seja caracterizado o papel do PAR em modelos de inflamação e ativação celular, 

pouco se sabe sobre a participação desses receptores na função efetora de 

macrófagos como, por exemplo, a fagocitose e a secreção de mediadores 

inflamatórios. Diante disso, o nosso objetivo foi avaliar o papel de PAR2 e PAR4 

sobre a fagocitose de partículas de zimosano e liberação de mediadores 

inflamatórios em macrófagos peritoneais in vitro. Para isso, os macrófagos foram 

obtidos de camundongos C57BL/6, os quais foram injetados previamente com 

solução de tioglicolato 6 % por via intraperitoneal. Após três dias, foi feito a coleta do 

lavado peritoneal e essas células foram pré-incubadas com LPS (10 µg/mL) 30 

minutos antes da incubação com o agonista de PAR2 (SLIGRL-NH2, 30 µM) ou 

agonista de PAR4 (AYPGKF-NH2 30 µM) em presença ou não dos seus respectivos 

antagonistas seletivos (PAR2: ENMD 1068; PAR4: TcY-NH2); seguida pela adição 

de zimosano (10 µg/mL). A avaliação da fagocitose foi expressa através do Índice de 

Fagocitose (IF), definido como a razão entre o somatório do total de partículas 

fagocitadas em 100 células contadas sobre a porcentagem de macrófagos 

fagocíticos. O sobrenadante da cultura foi utilizado para a dosagem de óxido nítrico 

(NO), espécies reativas de oxigênio (ROS) e produção de citocinas (TNF-α e IL-10). 

A incubação dos macrófagos com o agonista de PAR2 (30 µM) foi capaz de 

aumentar o IF, fato não encontrado quando houve incubação concomitante com seu 

antagonista. Em contrapartida a incubação com o agonista de PAR4 reduziu o IF. 

Essa redução não foi observada, quando administrado junto ao seu antagonista. A 

co-incubação de agonista de PAR2 (30 µM) com o agonista de PAR4 (30 µM) não 

alterou o IF. A ativação in vitro de PAR2 ou PAR4 foi capaz de aumentar a produção 

de NO após 24 horas de incubação. Porém, após 48 horas de incubação, houve 

uma redução na produção desse mediador. A ativação do PAR2 (30 µM) não alterou 

os níveis de ROS 24 e 48 após a incubação. Porém, na presença do agonista de 

PAR4 (30 µM) houve um aumento na produção de ROS foi observado nos dois 

tempos analisados. A incubação dos macrófagos com agonista de PAR2 (30 µM) ou 

agonista de PAR4 (30 µM) não alterou a produção de TNF-α, porém o agonista de 

PAR2 (30 µM) aumentou a produção de IL-10 no tempo de 24 horas, enquanto o 

agonista de PAR4 (30 µM) reduziu a produção dessa citocina após 4 horas de 

incubação. Em conclusão, os dados sugerem um papel regulador de PAR2 e PAR4 

no fenômeno fagocítico dos macrófagos e na produção de mediadores pró ou anti-

inflamatório essenciais para o controle da resposta efetora dessas células. 

PALAVRAS-CHAVE: PAR2, PAR4, Macrófagos, Fagocitose 



7 
 

ABSTRACT 

 

The protease activated receptors (PAR) belong to the family of G protein-coupled 

receptors and are targets of serine proteases, classified from 1 to 4 depending on the 

order of discovery. Both PAR2 and PAR4 are expressed in leukocytes, and are 

involved in the recruitment and activation of these cells. Although the role of the PAR 

is characterized in inflammation and cell activation models, little is known about the 

role of these receptors in macrophages during effector functions, for example, 

phagocytosis and the secretion of inflammatory mediators. Therefore, our objective 

was to evaluate the role of PAR2 and PAR4 on the phagocytosis of zymosan 

particles and release of inflammatory mediators in peritoneal macrophages in vitro. 

For that, macrophages were obtained from C57BL/6 mice, which were previously 

injected with 6% thioglycollate solution intraperitoneally. After three days, was made 

the collection of the peritoneal fluid and these cells were pre-incubated with LPS (10 

µg/ml) 30 minutes before the incubation with PAR2 agonist (SLIGRL-NH2,30 µM) or 

PAR4 agonist (AYPGKF-NH2, 30 µM in the absence or presence of the respective 

selective antagonists (PAR2: ENMD 1068, 30 µM; PAR4: TCY-NH2, 30 µM); followed 

by addition of zymosan (10 ug/ml). The evaluation was expressed by Phagocytosis 

Index (PI) defined as the ratio between the sum of the total particles engulfed in 100 

cells counted on the percentage of phagocytic macrophages. The culture 

supernatant was used for the dosage of nitric oxide (NO), reactive oxygen species 

(ROS) and cytokine production (TNF-α and IL-10). Incubation of macrophages with 

PAR2 agonist was able to increase the PI, which did not occur when there was a 

concomitant incubation with antagonist thereof. However, incubation with PAR4 

agonist reduced the PI. This reduction was not observed when administered with his 

antagonist. The co-incubation of PAR2 agonist (30µM) with PAR4 agonist (30µM) did 

not alter the PI. The PAR2 activation in vitro or PAR4 was able to increase NO 

production after 24 hours of incubation. However, after 48 hours of incubation, there 

was a reduction in the production of this mediator. The PAR2 activation (30µM) did 

not alter the levels of ROS 24 and 48 after incubation. Nevertheless, in the presence 

of PAR4 agonist (30 µM) an increase in ROS production was observed in both times 

analyzed. Incubation of macrophages with SLIGRL-NH2 (30µM) or AYPGKF-NH2 

(30µM) did not affect TNF-α production, but PAR2 agonist increased IL-10 production 

in 24 hours, whereas the PAR4 agonist reduces the production of cytokine after 4 

hours of incubation. In conclusion, the data suggest a regulatory role of PAR2 and 

PAR4 in the phagocytic phenomenon of macrophages and in the production of 

mediators pro and anti-inflammatory essential for controlling the effector response of 

these cells. 

KEYWORDS: PAR2, PAR4, macrophages, phagocytosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Proteases 

 

Proteases, proteinases ou peptidases são enzimas proteolíticas que clivam 

uma cadeia de aminoácidos em pequenos fragmentos. Esse processo é essencial 

para a síntese, degradação e regulação das propriedades estruturais e funcionais de 

todas as proteínas do corpo. As proteases compõem 2% do genoma humano e no 

organismo essas enzimas participam da digestão, crescimento, maturação, 

envelhecimento e morte, controlando diversas funções no ciclo de vida (Puente et 

al., 2005). 

As proteases são rigorosamente seletivas em clivar sequências específicas 

de aminoácidos, e podem ser classificadas de acordo com a sua função catalítica 

em seis tipos: aspártico, cisteínico, glutâmico, metalo, treonino e serino, onde cada 

tipo possui atividade e funções biológicas definidas (Puente et al., 2005). As serino 

proteases são representadas por um terço de todas as proteases. Algumas enzimas 

desse grupo como a tripsina e trombina estão presentes em inúmeros tecidos e 

desempenham diversos papéis fisiológicos como na digestão, hemostasia, 

fertilização, apoptose e resposta imune (Cera, 2009). 

Essa diversificada e notável atividade das proteases sobre o controle de 

funções vitais da célula têm atraído o interesse de pesquisadores no 

desenvolvimento de novos alvos farmacológicos para o tratamento de diferentes 

doenças. 

Dentre os inúmeros papéis fisiológicos das proteases, a inflamação é uma 

condição em que a participação dessas enzimas é fundamental para a regulação 

desse processo. Após uma lesão tecidual, proteases presentes no microambiente 

que podem originar-se da circulação (fatores de coagulação), de células 

inflamatórias (triptase de mastócitos e elastase de neutrófilos), como também de 

outras fontes (bactérias, fungos e células epiteliais) (Shmidlin & Bunnett, 2001) são 
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responsáveis pela ativação de plaquetas, recrutamento de leucócitos e reparo 

tecidual (Shmidlin & Bunnett, 2001; Cocks & Moffatt, 2000).  

 

1.2 Receptores ativados por proteases (PARs) 

 

A maneira pela qual as proteases são capazes de gerar respostas fisiológicas 

importantes ocorre através da sua interação com receptores específicos presentes 

na superfície de células. Esses receptores, denominados de receptores ativados por 

proteases (PARs, do inglês, ‘’Protease-Activated Receptors’’) pertencem à 

superfamília de receptores acoplados à proteína G que são alvos de proteases, com 

destaque para as serinoproteases e metaloproteases (Adams et al., 2011; Austin et 

al ., 2013). A presença de proteases no microambiente celular é capaz de clivar uma 

porção específica no domínio extracelular N-terminal do receptor. A sequência 

recém-exposta, onde a ligação foi rompida, se liga em um sítio específico do próprio 

receptor, levando a sua ativação e transdução do sinal (Soh et al., 2010), conforme 

apresentado esquematicamente na figura 1. 

 

Figura 1: Domínios Estruturais e Funcionais do PAR. A figura mostra o alinhamento de 
domínios de receptores humanos PAR1, PAR2, PAR3 E PAR4. A e B: Mecanismo de 
clivagem e interação do ligante com domínios de ligação extracelular. C: Domínios de 
importância funcional de cada receptor na porção amino-terminal, no segundo domínio 
extracelular, e na porção carboxi-terminal (retirado de Ossovskaya, V. S.; Bunnett, N.W. 
2004). 
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 Esse mecanismo peculiar de ativação do PAR pode ser mimetizado através 

do uso de peptídeos sintéticos que reproduzem a sequência de aminoácidos do 

ligante ancorado ao receptor. Ao contrário das proteases, esses peptídeos são 

capazes de ativar o PAR, de maneira reversível, sem a necessidade de proteólise 

(Adams et al., 2011). Após a ativação do PAR, a transdução do sinal pode ocorrer 

via proteína Gαq, Gαi, Gα12/13, Gβɣ ou por β-arrestinas (Soh et al., 2010; Grimsey et 

al., 2014).  

Os PARs são expressos em grande número de tecidos e células e até o 

momento foram clonados quatro subtipos desse receptor. Eles são nomeados de 1-

4, de acordo com a ordem de sua descoberta e diversas proteases têm demonstrado 

ativar diferentes subtipos de PARs e com potências relativamente variáveis. Assim, o 

subtipo PAR1 pode ser ativado por trombina, catepsina G e fator Xa; PAR2 por 

tripsina, triptase de mastócitos, fator VIIa e fator Xa; PAR3 por trombina e PAR4 por 

trombina, tripsina, catepsina G e fator Xa, entre outros (Ossovskaya & Bunnett., 

2004; Camerer, et al., 2000; Cottrell, et al., 2004; Sambrano et al., 2000).  

A descoberta relativamente recente do PAR na década de 90 tem enriquecido 

a literatura, ao longo desse tempo, com vários trabalhos concentrando-se em 

elucidar o papel fisiológico e a contribuição desse receptor no contexto de diversas 

patologias. O PAR1 foi o primeiro receptor clonado e identificado (Rasmussen et al., 

1991; Vu et al., 1991), sendo expresso em plaquetas, células endoteliais, 

fibroblastos, célula muscular lisa, monócitos, linfócitos, entre outras revisado por 

Steinhoff et al., 2005. Esse subtipo tem importância funcional na hemostasia, 

inflamação e analgesia (Vergnolle et al.,1999; Asfaha et al., 2002; Cenac et al., 

2005; Coughlin, 2005). 

O segundo receptor clonado e caracterizado foi o PAR2 (Nystedt et al., 1994; 

Bohm et al., 1996). Esse subtipo de PAR é altamente expresso no trato respiratório, 

gastrointestinal, células epiteliais, células endoteliais, macrófagos, células 

dendríticas, entre outras (Steinhoff et al.,2005). No contexto inflamatório, o PAR2 

tem demonstrado ser o principal receptor dessa classe, atuando como um efetuador 

na detecção de proteases associadas a uma infecção ou dano tecidual.  
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Alguns anos mais tarde, outros dois tipos de receptores de trombina foram 

clonados: PAR3 (Ishihara et al.,1997) e PAR4 (Kahn et al., 1998; Xu et al., 1998). O 

PAR3 funciona como um cofator para a ativação de outros tipos do PAR, sendo 

necessária a co-expressão de outros subtipos na célula para o seu correto 

funcionamento na forma de heterodímero (Nakanishi-Matsui et al., 2000). 

O PAR4 foi o último receptor dessa classe descoberto. Ele é expresso em 

células endoteliais, plaquetas, neurônios sensoriais, neutrófilos, macrófagos entre 

outras (Asfaha, et al.,2007; Vergnolle et al., 2002; Colognato et al., 2003). Assim, 

como o PAR1 esse receptor foi inicialmente caracterizado como alvo de proteases 

como a trombina, tendo função primordial na hemostasia (Kahn et al., 1998). Porém 

nos últimos anos muitos trabalhos vêm desvendando o papel desse receptor em 

modelos de dor e inflamação (Vergnolle et al., 2002; Bradesi, 2010; Gomides et al., 

2014). Embora os PARs, em especial PAR2 e PAR4 sejam expressos em leucócitos 

e outras células inflamatórias, o papel destes receptores e de seus ligantes 

endógenos na modulação da inflamação ainda não está muito bem esclarecido.  

 

1.3 Inflamação e macrófagos 
 

A inflamação é uma resposta do organismo a um estímulo nocivo de natureza 

física, química ou biológica que visa à manutenção da integridade tecidual e 

homeostase local (Medzhitov, 2010). Na inflamação aguda clássica, macrófagos, 

mastócitos e células dentríticas circulantes ou residentes monitoram locais 

estratégicos do organismo e alertam sobre a presença de patógenos invasores. A 

maneira como essas células identificam e amplificam a resposta antimicrobiana é 

desencadeada através do reconhecimento de padrões moleculares característicos 

para uma classe de microorganismos em particular (Akira et al., 2006). Vários 

receptores evoluíram a fim de detectar domínios conservados presentes em fungos, 

bactérias, vírus ou parasitos de modo a produzir uma resposta específica 

direcionada a cada classe de microorganismos. Esses receptores são conhecidos 

como Receptores de Reconhecimento de Padrão (PRRs, do inglês Pattern 

Regonition Receptors), e uma vez ativados, geram uma resposta bioquímica que 

culmina com a migração de células inflamatórias como neutrófilos, macrófagos, 
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mastócitos, células dendríticas e eosinófilos para o local da infecção ou lesão. Após 

a migração, essas células produzem mediadores bioativos como quimiocinas, 

citocinas, eicosanóides, aminas vasoativas, entre outras que contribuem para a 

amplificação da resposta inata e desenvolvimento da imunidade adaptativa 

(Medzhitov, 2010). Alguns exemplos de PPRs incluem os receptores do tipo NOD 

(NLRs, do inglês Nucleotide-binding Oligomerization Domain receptors), receptores 

de lecitina (CLRs, do inglês C-Type Lectin Receptors) e receptores do tipo Toll 

(TLRs, do inglês Toll-like receptors), que podem estar localizados na superfície 

celular, em organelas citoplasmáticas ou solúveis no sangue onde se ligam a 

antígenos e sinalizam (opsonização) para as células sentinelas (Takeuchi & Akira, 

2010).  

Os RRPs são expressos principalmente nos macrófagos e tem papel chave 

na resposta imune inata e adaptativa (Takeuchi & Akira, 2010). Os macrófagos são 

células que derivam diretamente dos monócitos a partir da linhagem progenitora 

mielóide da medula óssea. Os monócitos sob estímulos periféricos (citocinas, 

quimiocinas, moléculas microbianas) migram para os tecidos-alvos, onde se 

diferenciam em macrófagos (Shi &Pamer, 2011; Auffray et al., 2009). Uma vez no 

local da lesão, macrófagos residentes ou recrutados iniciam uma resposta celular 

especializada de combate ao patógeno invasor que é sincronizada com uma fase de 

resolução e reparação tecidual. Uma característica comum dos macrófagos que o 

define como um fagócito é a capacidade de internalizar e matar bactérias, degradar 

células apoptóticas, eliminar compostos tóxicos, produzir mediadores inflamatórios 

importantes no combate a patógenos e ativar e recrutar leucócitos para o sítio 

inflamatório (Aderem, 2003; Murray & Wynn, 2011).  

Os macrófagos são células muito versáteis e possuem, além da 

caracterização clássica de célula pró-inflamatória e microbicida, a capacidade de 

alterar o seu fenótipo e função de acordo com os sinais do microambiente local 

(Martinez & Gordon, 2014). Esses perfis fenotípicos têm sido classificados em dois 

tipos principais: Macrófagos classicamente ativados (M1) ou pró-inflamatórios e os 

alternativamente ativados ou pró-resolutivos (M2) (Mantovani et al., 2012; Martinez & 

Gordon, 2014). Os macrófagos M1 são ativados por LPS ou IFN-ɤ e contribuem para 

a resposta imune inata através da produção de mediadores como NO, ROS, 
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citocinas e quimiocinas que vão promover a morte de patógenos e amplificar a 

resposta antimicrobiana (Murray & Wynn, 2011). Os macrófagos M2 são ativados 

por IL-4 e IL-13, e produzem TGF-β, lipoxinas, protectinas, resolvinas e fatores de 

crescimento que vão contrabalançar os efeitos dos mediadores pró-inflamatórios e 

iniciar a fase de resolução da inflamação e restauração da homeostase tecidual 

(Lech & Anders, 2013). Se a resposta inflamatória aguda não consegue eliminar o 

agente patogênico, o processo inflamatório persiste e adquire caráter crônico. Essa 

nova etapa é marcada por um efetivo contingente de macrófagos e células T que, 

numa tentativa frustrada de restaurar a homeostase local, liberam mediadores 

diretamente relacionados com a formação de granulomas, fibrose tecidual a gênese 

de doenças autoimunes (Nathan & Ding, 2010). 

Assim, os macrófagos exercem um efeito regulador tanto na geração, quanto 

na resolução da resposta inflamatória, revisado por Gordon et al., 2014 e um dos 

mecanismos efetores dessas células que contribui para a duração ou término desse 

processo é a fagocitose. 

A fagocitose foi descrita inicialmente por Metchnikoff no século XIX e foi 

caracterizada como um mecanismo ancestral desenvolvido inicialmente com o intuito 

de obter nutrientes (Gordon, 2008). Em organismos superiores ela evoluiu no 

sentido de proteger o hospedeiro contra patógenos invasores e na remoção de 

debris celulares e células senescentes. A fagocitose é um mecanismo complexo, 

porém essencial na biologia dos macrófagos e está envolvido não só na defesa 

antimicrobiana como também na homeostasia local e remodelamento do tecido. Ela 

corresponde à etapa inicial da resposta imune inata que culmina de maneira 

especializada e organizada com o desenvolvimento da resposta adaptativa 

(Underhill & Goodridge., 2012). 

Nos macrófagos, a fagocitose pode ser classificada, didaticamente, em três 

fases: A fase de reconhecimento, de internalização e de degradação. A fase de 

reconhecimento envolve a discriminação entre estruturas celulares do hospedeiro e 

de patógenos invasores. Essa detecção compreende o reconhecimento específico 

de domínios conservados presentes em estruturas de bactérias, fungos e parasitos, 

denominados de padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs, do inglês 

Pathogen-Associated Molecular Patterns) que são indispensáveis a sobrevivência 
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desses organismos (Takeuchi & Akira, 2004). Neste grupo se incluem, por exemplo, 

o lipopolissacarídeo (LPS) e ácido lipotecoico de bactérias gram-negativas e o 

muramil-dipeptídeo de bactérias gram-positivas. Vários RRP participam do 

reconhecimento, em especial TLRs. Outros receptores fagocíticos específicos como 

o receptor de manose, dectina-1 e o receptor de ‘’scavenger’’ também estão 

envolvidos (Goodridge et al., 2012; Underhill & Goodridge., 2012). A segunda fase 

compreende a internalização do microorganismo ou partícula para dentro da célula. 

A internalização requer a participação de proteínas contráteis do citoesqueleto como 

miosina e actina, onde a associação entre o estado contrátil desses filamentos com 

proteínas da membrana celular promovem a internalização do microoganismo e a 

formação do fagossomo. A simples fagocitose e aprisionamento do microorganismo 

no fagossomo são insuficientes para a sua morte e degradação, por isso, na terceira 

fase, ocorre à maturação do fagossomo. Essa organela inicialmente é imatura, mas 

após a fagocitose do patógeno, há modificações estruturais na composição 

bioquímica dessa estrutura celular, de modo que o fagossomo maduro se funde com 

lissosomos contendo enzimas hidrolíticas de alta capacidade microbicida. Isso 

resulta na morte e degradação do patógeno, e algumas proteínas específicas desse 

microorganismo podem ser apresentadas como antígenos aos linfócitos e assim dar 

início a resposta imune adaptativa (Flannagan et al., 2012; Underhill & Goodbridge, 

2012).  

Diante da importância da fagocitose e do PAR na inflamação, e tendo em 

vista que o PAR é um receptor expresso em macrófagos (Colognato, et al., 2003), 

avaliou-se o papel do PAR2 e PAR4 na fagocitose e na ativação in vitro de 

macrófagos peritoneais pré-estimulados com LPS. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Apôs a descoberta dos receptores ativados por protease (PAR) na década de 

90, muitos estudos têm demonstrado a sua importância na hemostasia, dor, 

inflamação, entre outras. A literatura a respeito do PAR no contexto inflamatório é 

rica e têm como base trabalhos envolvendo os subtipos de PAR2 e PAR4 no 

recrutamento celular e liberação de mediadores. Porém apesar do crescimento e 

interesse na área, pouco ou nenhum estudo aborda o papel desses receptores sobre 

a função efetora dos macrófagos. Diante disso, o nosso trabalho visa caracterizar o 

papel de PAR2 e PAR4 sobre a fagocitose de partículas de zimosano e liberação de 

mediadores inflamatórios por macrófagos peritoneais in vitro.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 
 

Caracterizar o papel dos receptores ativados por protease (PAR)2 e PAR4 

sobre a fagocitose de partículas de zimosano e liberação de mediadores 

inflamatórios por macrófagos peritoneais in vitro. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar o papel de PAR2 e PAR4 sobre a capacidade dos macrófagos peritoneais 

em fagocitar partículas de zimosano em modelo in vitro; 

- Avaliar o efeito da ativação de PAR2 e PAR4 sobre a produção de óxido nítrico 

(NO) por macrófagos peritoneais in vitro; 

- Avaliar o efeito da ativação de PAR2 e PAR4 sobre a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) por macrófagos peritoneais in vitro; 

- Avaliar o efeito da ativação de PAR2 e PAR4 sobre a viabilidade celular dos 

macrófagos peritoneais in vitro; 

- Avaliar o efeito da ativação de PAR2 e PAR4 sobre a produção de citocinas TNF-α 

e IL-10 por macrófagos peritoneais in vitro. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Animais 
 

Camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6 com idade em torno de 6 a 8 

semanas e peso aproximado de 15-20 gramas foram utilizados na 

experimentação (Certificado do comitê de ética da UFMG - CEUA, Nº 374/2014). 

Os animais foram obtidos do Centro de Bioterismo (Cebio) da UFMG e mantidos 

sob cuidados no biotério do Departamento de Farmacologia da UFMG, com 

controle de luz, temperatura e livre acesso à ração e água. 

 

4.2 Preparo das Soluções e Reagentes 

 

4.2.1 Preparo da Solução de Tioglicolato 6% 

 

Previamente foram pesados seis gramas de Tioglicolato (Caldo 

Tioglicolato® Meio, Acumedia Manufacturers) e solubilizado em água destilada, 

sob aquecimento por trinta minutos até o aparecimento de uma coloração 

amarelo-escura. Após essa etapa, o volume final da solução foi acertado para 

100 mL. A solução foi armazenada em recipiente âmbar e conduzida para 

esterilização na autoclave por 20 minutos à 120ºC. 

 

4.2.2 Preparo do Meio de cultura (DMEM) 

 

O meio de cultura Dulbecco (DMEM, Cultilab®) foi preparado conforme 

recomendação do fabricante. No meio de cultura foram adicionados Ampicilina (100 

mg/L, Sigma-Aldrich), estreptomicina (100 mg/L, Sigma-Aldrich) e Anfotericina B (5 

mg/L, Sigma-Aldrich). No final, o meio foi filtrado em membrana de 0,22 µm para 

esterilização e o pH corrigido para 7,4. 
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4.2.3 Preparo da solução de Xilazina e Quetamina  

 

Previamente foi preparado uma solução contendo 1 mL de Quetamina 

(10% p/v, Vetecia) com 0,75 mL de Xilazina (2% p/v, König). Dessa solução foi 

retirada uma alíquota de 20µL para a indução da eutanásia nos animais.  

 

4.2.4 Preparo da solução de LPS 

 

            Lipopolissacarídeo da parece celular de Escherichia coli (LPS, Sigma-

Aldrich, 0111:B4) foi solubilizado em PBS para concentração final de 1 mg/mL. 

Posteriormente o LPS foi diluído na concentração de 10 µg/mL e utilizado no 

meio de cultura. 

 

4.2.5 Preparo da solução de Zimosano 

 

O Zimosano é um polissacarídeo obtido da parede celular do fungo 

Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich) e foi pesado e solubilizado em água 

destilada, formando uma solução inicial na concentração de 1 mg/mL. No meio 

de cultura o Zimosano foi diluído para a concentração de 10 µg/mL. 

 

4.2.6 Preparo das soluções dos agonistas e antagonistas de PAR2 e PAR4 

 

Os peptídeos sintéticos ativadores de PAR2 (SLIGRL-NH2, American 

Peptide) e PAR4 (AYPGKF-NH2, American Peptide); e os peptídeos antagonistas 

de PAR2 (ENMD-1068, Enzo) e PAR4 (tcY-NH2, Tocris Bioscience) foram 

preparados numa solução com concentração inicial de 1 mg/mL. 

 

4.2.7 Preparo da solução diluidora de leucócitos (solução de Turk) 
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A solução de Turk, utilizada para a contagem total, foi preparada da seguinte 

forma: 

Violeta Genciana ---------------------------------------------------------------------------- 100 mg 
Ácido acético glacial ---------------------------------------------------------------------------- 30 mL 
Água destilada ----------------------------------------------------------------------------------- 70 mL 
 

O reagente violeta genciana foi adicionado sobre a solução contendo água 

destilada e ácido acético glacial. 

 

4.2.8 Preparo da solução de Trypan Blue 0,4% 

 

A solução de Trypan Blue, utlizada para medição da viabilidade celular, foi feita 

conforme abaixo: 

Trypan Blue -------------------------------------------------------------------------------------- 40 mg 
Água destilada ----------------------------------------------------------------------------------- 10 mL 
 

4.3 Obtenção e Coleta dos Macrófagos 

 

Em torno de 8 semanas de vida, camundongos C57BL6 foram injetados 

com 1 mL de Tioglicolato 6% e após transcorridos três dias de migração celular, 

os animais foram eutanasiados com a solução de Quetamina (120 mg/kg) e 

Xilazina (20 mg/kg) por via intramuscular. Após esse procedimento foi realizado a 

coleta das células do lavado intraperitoneal com 5 mL de meio de cultura DMEM. 

O conteúdo do lavado foi transferido para tubos de ensaios, mantidos sob 

refrigeração, e em seguida foram centrifugados a 100 G por 4 minutos. 

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 

mL de meio de cultura DMEM.  

 

4.4 Contagem total e avaliação da viabilidade celular  
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Após a centrifugação e ressuspensão das células em meio DMEM, uma 

alíquota de 20 μL da amostra foi misturada com 180 μL de corante Turk para 

contagem de células totais em câmara de Neubauer, utilizando um microscópio 

ótico. Outra alíquota de 10 μL dessa amostra foi diluída em 20 μL do corante 

Trypan Blue, a fim de se avaliar a viabilidade celular inicial da amostra em 

câmara de Neubauer. Em todas as coletas a viabilidade celular obtida foi > 96% 

e a partir desse parâmetro foi feito a correção do número de células viáveis para 

o plaqueamento e cultivo no meio de cultura. 

 

4.5 Cultivo de macrófagos peritoneais 

 

4.5.1 Estudos da atividade fagocítica 

 

Em uma placa de 24 poços, foram inseridas lamínulas circulares e os 

macrófagos obtidos do lavado peritoneal foram plaqueados na concentração de 

50.000 células por poço. Após essa etapa, a placa foi incubada por três horas em 

estufa de CO2 5% a 37ºC, com o intuito de promover a aderência dos 

macrófagos nas lamínulas. Transcorrido esse tempo, a placa foi lavada três 

vezes com DMEM e os macrófagos aderidos foram estimulados com LPS (10 

μg/ml, durante 30 minutos). Ao término desse intervalo foram acrescentadas 

concentrações crescentes do peptídeo ativador de PAR2 (SLIGRL-NH2, 1 µM, 5 

µM e 30 µM) ou do peptídeo ativador de PAR4 (AYPGKF-NH2, 1 µM, 5 µM e 30 

µM), durante 30 minutos. Em alguns experimentos, os respectivos antagonistas 

de PAR (PAR2: ENMD-1068: 0,1-30 µM; PAR4: TcY-NH2: 0,1-30 µM) foram 

adicionados em concentrações crescentes 30 minutos antes da adição dos 

respectivos agonistas por 30 minutos a fim de se avaliar o fenômeno estudado 

com o bloqueio do receptor alvo. O passo seguinte foi adicionar zimosano (10 

μg/ml) por 1 hora em estufa a 37ºC e 5% CO2. Transcorrido esse tempo, o meio 

de cultura foi removido e a placa permaneceu em temperatura ambiente até 

secar. No dia seguinte, as lamínulas foram retiradas e submetidas à coloração 

com os corantes May Grunwald (RENYLAB, Ltda.) e Giemsa (QEEL, Ltda.). 
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A atividade fagocítica dos macrófagos peritoneais sobre partículas de 

zimosano foi avaliada através do índice de fagocitose (IF), calculado como a 

razão entre o somatório do total de partículas fagocitadas pelos macrófagos 

sobre a porcentagem de macrófagos fagocíticos. Em geral foram contadas 100 

células por campo, incluindo macrófagos fagocíticos ou não, e o somatório do 

total de partículas contadas foi dividido sobre a porcentagem das células que 

fagocitaram, confome a fórmula abaixo: 

 

4.5.2 Avaliação da síntese de Óxido Nítrico 

 

A reação de Griess é utilizada para indicar a presença de nitrito orgânico 

em uma solução. O nitrito presente no sobrenadante da cultura reage com a 

sulfanilamida em meio ácido, formando um sal diazônio que reage com N-1-

naftiletilenodiamina (Reagente de Griess, Sigma) gerando um composto de 

coloração vermelha intensa e espectro de absorção característico. Para a 

preparação da reação de Griess, 500 mg desse reagente foi diluído em 12,5 mL 

de água destilada, minutos antes de ser utilizado. A medida da absorbância em 

540 nm foi feita após 10 minutos da mistura de 50 µL da solução do reagente de 

Griess com igual volume da amostra de sobrenadante, coletadas 24 ou 48 horas 

após a incubação. A dosagem de nitrito foi obtida através da construção de uma 

curva padrão de nitrito. 

   

4.5.3 Avaliação da produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 

 

A dosagem de ROS foi avaliada utilizando uma sonda fluorescente 

diacetato de 2’7’-diclorofluoresceina (DCFH-DA) numa placa de 96 poços, onde 

foram incubados 6 x 105 células/ poço. Essa sonda tem propriedades físico-
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químicas de baixa polaridade, permitindo que ela atravesse a membrana 

plasmática. Após a incorporação, essa sonda sofre hidrólise de esterases 

intracelulares e é convertida em 2’7’-diclorofluoresceina (DCFH), molécula polar 

sem propriedade fluorescente. O DCFH é rapidamente oxidado, por espécies 

reativas de oxigênio (ROS), a um composto com elevada propriedade 

fluorescente que pode ser medido por fluorimetria. Após o protocolo de 

incubação com LPS, agonistas e zimosano, as células foram tratadas com 5µM 

de DCFH-DA (Sigma) diluído em dimetil-sulfóxido (DMSO, LabSynth) por 4h a 

37ºC. Transcorrido esse tempo, a intensidade fluorescente foi medida em um 

fluorímetro com comprimento de onda de excitação de 485 nm e comprimento de 

emissão de 538 nm. Os resultados foram expressos como a porcentagem de 

produção de ROS comparada ao grupo de macrófagos sem estímulo que 

receberam a sonda (DMEM). 

4.5.4 Avaliação da viabilidade celular na cultura de macrófagos 

 

Foram realizadas análises da viabilidade celular dos macrófagos em 

cultura nos intervalos de 6, 24 e 48 horas após o protocolo de incubação. Em 

cada tempo analisado, o sobrenadante da placa foi descartado e a mesma 

contendo os macrófagos aderidos foi incubada com o MTT, brometo de (3-(4,5 

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio, Sigma) por quatro horas em estufa de CO2 

5% a 37 ºC. Esse sal é metabolizado em mitocôndria de células viáveis, 

formando cristais insolúveis de coloração azul. Transcorrido esse tempo, a 

solução de MTT foi removida e adicionou-se DMSO em todos os poços 

(LabSynth) para a solubilização dos cristais visualizados nos poços viáveis. No 

leitor de Elisa, foi medida a absorbância em 570 nm que fornece a medida da 

proporção de células viáveis. 

 

4.5.5 Ensaio imunoenzimático para dosagem das citocinas TNF-α e IL-10 

 

As citocinas foram dosadas em 60 µL do sobrenadante coletado usando 

kits de imunoensaio da R&D Systems, seguindo a recomendação do fabricante. 

A placa de 96 poços foi sensibilizada com 100 µL/poço do anticorpo primário 
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(anti-camundongo) específico para a citocina em questão e incubada a 4ºC 

overnight. A placa foi lavada 6 vezes com 400 µL de PBS pH 7,4 contendo 0,05% 

de Tween 20 (tampão de lavagem). Em seguida foram adicionados à placa 200 

µL/poço de PBS pH 7,4 com 1 % BSA, seguido de incubação por 1 hora para 

bloquear os sítios de ligações inespecíficas. Posteriormente a placa foi 

novamente lavada por 5 vezes com tampão de lavagem. Os padrões e as 

amostras diluídas em PBS pH 7,4 com 0,1% BSA e 0,05% Tween 20 (100 

µL/poço) foram adicionadas à placa e incubados a 4ºC overnight. A placa foi 

lavada com o tampão de lavagem (5 vezes) e foram adicionados 100 µL/poço do 

anticorpo de detecção biotinilado a ser dosado. Após a incubação por 2 horas, a 

placa foi novamente lavada por 5 vezes com o tampão de lavagem, e foram 

adicionados 100 µL/poço do conjugado estreptavidina peroxidase (1:200) 

seguido de incubação por 20 minutos à temperatura ambiente. Após nova 

lavagem da placa (5 vezes), foram adicionados 100 µL/ poço de OPD 

(ortofenilenodiamina, Sigma) 0,5% diluído em tampão citrato 0,03 % pH 5,0 

contendo 0,02 % de H2O2 (v/v). A placa foi incubada ao abrigo da luz por no 

máximo 30 minutos e a reação foi interrompida por adição de 50 µL/poço de 

H2SO4 1M (Sigma). A leitura das placas foi feita em espectrofotômetro a 492 nm. 

Todas as amostras foram avaliadas em duplicatas e as incubações (exceto 

overnight) foram à temperatura ambiente. Uma curva-padrão, com sete pontos, 

foi construída a partir de 15,62 pg/mL a 1000 pg/mL dos respectivos anticorpos. 

Os resultados foram expressos em pg/mL obtido dos sobrenadantes da cultura 

de células. 

 

4.6 Análise Estatística 
 

A construção dos gráficos e as análises estatísticas foram realizadas com 

auxílio do programa Graph Pad Prism 5. A análise dos dados foi feita por One 

Way ANOVA, Seguida pelo teste de Tukey. Os resultados foram expressos como 

média ± erro padrão da média e comparados com os resultados dos grupos 

controles. Foram consideradas estatisticamente significativas as diferenças com 

p < 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação do efeito da concentração do LPS sobre a fagocitose 

de macrófagos peritoneais estimulados in vitro 

 

No primeiro momento nós definimos em qual concentração o LPS apresentou 

melhor resposta sobre a fagocitose de partículas de zimosano por macrófagos 

peritoneais. Assim, essas células foram estimuladas in vitro com concentrações 

crescentes de LPS e a sua capacidade fagocítica foi avaliada através do Índice de 

Fagocitose (IF) (FIGURA 2). Conforme abaixo, os macrófagos incubados com 10 

µg/mL de LPS durante 30 minutos apresentaram um aumento significativo do Índice 

de Fagocitose. 

 

Figura 2 1 

 

 

5.2 Participação de PAR2 e PAR4 na regulação da fagocitose de 

macrófagos estimulados in vitro com LPS 
 

Figura 2. Efeito do LPS sobre o índice de fagocitose em macrófagos peritoneais in vitro. 

Macrófagos peritoneais foram incubados com LPS na concentração de (0.01; 0.1; 1 e 10 µg/mL) e 

zimosano (10 µg/mL) e a capacidade fagocítica dessas células foi avaliada 2 horas após a incubação 

com o LPS. Cada barra representa a média ± erro padrão da média (e.p.m) de três amostras por 

grupo.***P<0,001 quando comparado com o controle (macrófagos não estimulados) e 
#
P<0,01 quando 

comparado com os macrófagos estimulados na concentração de 0.01 µg/mL. Essa figura é 

representativa de três experimentos. 
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5.2.1 Efeito do peptídeo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH2 sobre a 

fagocitose de partículas de zimosano por macrófagos peritoneais estimulados 

com LPS 

 

Nosso primeiro objetivo foi avaliar a importância de PAR2 e PAR4 na 

fagocitose in vitro de partículas de zimosano por macrófagos peritoneais estimulados 

com LPS. Desta forma, os macrófagos peritoneais provenientes de animais 

previamente estimulados com zimosano foram incubados em concentrações 

crescentes com o agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 por 30 minutos e a capacidade 

fagocítica dessas células foi avaliada através do cálculo do índice de fagocitose (IF). 

O peptídeo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH2 foi capaz de aumentar o IF 

destes macrófagos de forma concentração dependente. Por outro lado, 30 µM deste 

peptídeo aumentou o IF significativamente em comparação aos macrófagos 

estimulados com LPS na ausência do peptídeo ativador (Figura 3). 

 

 

 

 

Figura 3. Efeito do agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 sobre o índice de fagocitose em macrófagos 

peritoneais in vitro. Macrófagos peritoneais foram incubados com LPS (10 µg/mL), SLIGRL-NH2 (30 

µM) e zimosano (10 µg/mL) e a capacidade fagocítica dessas células foi avaliada 2 horas após a 

incubação com o agonista SLIGRL-NH2 através do índice de Fagocitose. Cada barra representa a média 

± erro padrão da média (e.p.m) de três amostras por grupo. **P<0,01 quando comparado com o controle 

(macrófagos não estimulados). Essa figura é representativa de três experimentos. 
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5.2.2 Efeito do peptídeo sintético antagonista de PAR2 ENMD-1068 sobre a 

fagocitose de partículas de zimosano por macrófagos peritoneais estimulados 

com LPS induzida por SLIGRL-NH2 

 

Para avaliar se a inibição da atividade fagocítica observada com a 

incubação dos macrófagos com o peptídeo sintético de PAR2, se devia de fato à 

ativação deste receptor, os macrófagos foram pré-incubados com concentrações 

crescentes do antagonista de PAR2 ENMD-1068 30 minutos antes da incubação 

do peptídeo sintético SLIGRL-NH2 (30 µM). A pré-incubação com o antagonista 

PAR2 nas concentrações estudadas (3, 10 e 30 µM), reduziu o IF a valores 

próximos ao observado na incubação dos macrófagos apenas com LPS e na 

ausência dos peptídeos agonista e antagonista do receptor (Figura 4a). Esta 

redução foi observada também quando os macrófagos foram pré-incubados nas 

mesmas condições com concentrações muito baixas do antagonista ENMD 1068 

(Figura 4b). Este resultado confirma que a capacidade do peptídeo sintético 

ativador de PAR2 em aumentar a fagocitose de partículas de zimosano pelos 

macrófagos em resposta ao LPS, é mediada por este receptor, e que o 

antagonista PAR2 utilizado em nossos experimentos possui potência elevada. 
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5.2.3 Efeito do peptídeo sintético ativador de PAR4 AYPGKF-NH2 sobre a 

fagocitose de partículas de zimosano por macrófagos peritoneais estimulados 

com LPS 

 

Figura 4. Efeito do agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 sobre o índice de fagocitose em macrófagos 

peritoneais in vitro, na presença de concentrações crescentes do antagonista seletivo de PAR2 

ENMD-1068. Macrófagos peritoneais foram incubados com LPS (10 µg/mL), SLIGRL-NH2 (30µM), 

zimosano (10 µg/mL) e ENMD-1068 nas concentrações de (3, 10 e 30 µM) em a e (0.1, 0.5 e 1 µM) em 

b; e a capacidade fagocítica dessas células foi avaliada 2 horas após a incubação com o agonista 

através do índice de Fagocitose. Cada barra representa a média ± erro padrão da média (e.p.m) de três 

amostras por grupo. *P<0.05 e 
#
P<0.001 quando comparado com o controle (macrófagos não 

estimulados) e **P<0.05 e ***P<0.001 quando comparado com as células incubadas na ausência do 

antagonista ENMD-1068. Essa figura é representativa de três experimentos.  
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A participação de PAR4 na regulação da atividade fagocítica de macrófagos 

estimulados in vitro com LPS também foi avaliada. A pré-incubação dos macrófagos 

com o peptídeo sintético ativador de PAR4 AYPGKF-NH2 na concentração de 30 µM 

por 30 minutos reduziu a capacidade fagocítica dessas células sobre as partículas 

de zimosano, quando comparado com os macrófagos estimulados com LPS na 

ausência do peptídeo ativador (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.4 Efeito do peptídeo sintético antagonista de PAR4 tcY-NH2 sobre a inibição 

em resposta ao AYPGKF-NH2 da fagocitose de partículas de zimosano por 

macrófagos peritoneais estimulados com LPS 

 

Para comprovar que a inibição da fagocitose observada com a incubação dos 

macrófagos com o peptídeo sintético ativador de PAR4 se devia à ativação desse 

 Figura 5. Efeito do agonista de PAR4 AYPGKF-NH2 sobre o índice de fagocitose em macrófagos 

peritoneais in vitro. Macrófagos peritoneais foram incubados com LPS (10 µg/mL), AYPGKF-NH2 (1, 5 

ou 30µM) e zimosano (10 µg/mL) e a capacidade fagocítica dessas células foi avaliada 2 horas após a 

incubação com o agonista através do índice de Fagocitose. Cada barra representa a média ± erro 

padrão da média (e.p.m) de três amostras por grupo. *P<0,05 quando comparado com o controle 

(macrófagos não estimulados). Essa figura é representativa de três experimentos. 
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receptor, os macrófagos foram pré-incubados por 30 minutos com concentrações 

crescentes do antagonista de PAR4 tcY-NH2 antes da incubação com o peptídeo 

sintético AYPGKF-NH2 (30 µM). Este antagonista na concentração de 15 e 30 µM foi 

efetivo não somente em reverter a inibição da fagocitose induzida pelo peptídeo 

sintético ativador de PAR4 como ainda foi capaz de potencializar a fagocitose (30 

µM) em comparação com células estimuladas apenas com LPS (Figura 6). 

 

 

 

 

5.2.5 Efeito da co-incubação dos peptídeos sintéticos ativadores de PAR2 

SLIGRL-NH2 e PAR4 AYPGKF-NH2 sobre a fagocitose de partículas de 

zimosano por macrófagos peritoneais estimulados com LPS 

 

O contraste de efeito observado sobre a fagocitose de zimosano por 

macrófagos peritoneais quando essas células foram incubadas isoladamente com os 

peptídeos ativadores de PAR2 e PAR4 instigou-nos a pensar numa possível 

interação molecular entre esses receptores. Assim, os macrófagos foram pré-

estimulados com LPS e co-incubados com SLIGRL-NH2 e AYPGKF-NH2 adicionados 

concomitantemente e em concentrações equimolares por 30 minutos e o índice de 

Figura 6. Efeito do agonista de PAR4 AYPGKF-NH2 sobre o índice de fagocitose em macrófagos 

peritoneais in vitro, na presença de concentrações crescentes do antagonista seletivo de PAR4 

tcY-NH2. Macrófagos peritoneais foram incubados com LPS (10 µg/mL), AYPGKF-NH2 (30 µM), 

zimosano (10 µg/mL) e  tcY-NH2 (0,1; 0,5; 5; 15; e 30 µM) e a capacidade fagocítica dessas células foi 

avaliada 2 horas após a incubação com o agonista através do Índice de Fagocitose. Cada barra 

representa a média ± erro padrão da média (e.p.m.) de três amostras por grupo. *P<0.05 quando 

comparado com o controle (macrófagos não estimulados) e **P<0.001 quando comparado com as 

células incubadas na ausência do antagonista tcY-NH2. 
#
P<0.001 quando comparado com macrófagos. 

estimulados apenas com LPS. Essa figura é representativa de três experimentos. 
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fagocitose foi avaliado. Apesar do aumento já observado no índice de fagocitose 

com a adição do peptídeo sintético ativador de PAR2 (SLI) na cultura; e redução 

desse índice com a incubação dos macrófagos apenas com o peptídeo sintético de 

PAR4 (AYP). A co-estimulação desses receptores ao mesmo tempo não provocou 

um aumento da fagocitose (Figura 7). Esse resultado confirma o possível papel 

regulador desses receptores sobre a função fagocítica dos macrófagos. 

 

 

 

5.2.6 Efeito dos peptídeos sintéticos ativadores de PAR2 SLIGRL-NH2 e PAR4 

AYPGKF-NH2 sobre a porcentagem de macrófagos que fagocitaram partículas 

de zimosano 

 

 

Os macrófagos ativados pelos seus respectivos agonistas sintéticos foram 

avaliados quanto à proporção do número de células que tiveram a sua capacidade 

fagocítica sobre as partículas de zimosano modulada pelos peptídeos. A pré-

incubação dos macrófagos com 30 µM do peptídeo sintético ativador de PAR2 

SLIGRL-NH2 aumentou a porcentagem de macrófagos fagocíticos, enquanto que o 

tratamento dessas células com concentração equimolar do peptídeo sintético 

Figura 7. Efeito da co-incubação dos agonistas de PAR2 (SLIGRL-NH2) e PAR4 (AYPGKF-NH2) 

sobre o índice de fagocitose em macrófagos peritoneais in vitro.  Macrófagos peritoneais foram 

incubados com LPS (10 µg/mL), AYPGKF-NH2 (AYP, 30µM) ou SLIGRL-NH2 (SLI, 30 µM) ou ambos e 

zimosano (10 µg/mL). A capacidade fagocítica dessas células foram avaliadas 2 horas após a incubação 

com o (os) agonista (s) através do índice de Fagocitose. Cada barra representa a média ± erro padrão 

da média (e.p.m.) de três amostras por grupo. *P<0.05 e ***P<0.001 quando comparado com o controle 

(macrófagos incubados na ausência do agonista); 
#
P<0.001 quando comparado com células incubadas 

apenas na presença de SLIGRL-NH2.. Essa figura é representativa de três experimentos. 
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ativador de PAR4 AYPGKF-NH2 não teve efeito significativo sobre esse parâmetro 

(Figura 8 e 9).  

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efeito da co-incubação dos agonistas de PAR2 (SLIGRL-NH2) e PAR4 (AYPGKF-NH2) 

sobre o número de macrófagos peritoneais fagocíticos in vitro. Macrófagos peritoneais foram 

incubados com LPS (10 µg/mL), AYPGKF-NH2 (AYP, 30 µM) ou SLIGRL-NH2 (SLI, 30 µM) ou ambos e 

por fim, em cada poço, foi adicionado Zimosano (10 µg/mL). O número de células fagocíticas foi avaliado 

2 horas após a incubação com o (os) agonista(s). Cada barra representa a média ± erro padrão da 

média (e.p.m.) de três amostras por grupo. 
#
P<0.05 quando comparado com o controle (macrófagos 

incubados na ausência do agonista); ***P<0.001 quando comparado com células incubadas apenas na 

presença de SLIGRL-NH2. Essa figura é representativa de três experimentos. 



38 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Microscopia ótica de macrófagos peritoneais incubados com os agonistas de PAR2 

(SLIGRL-NH2), PAR4 (AYPGKF-NH2) ou ambos e o efeito desses peptídeos sobre o número e 

avidez dessas células em fagocitar partículas de zimosano in vitro. Todos os macrófagos 

peritoneais foram pré-estimulados in vitro com LPS (10 µg/mL) e no final foi adicionado zimosano (10 

µg/mL). A: Controle: apenas LPS; B: Em presença de SLIGRL-NH2 (30 µM); C: Em presença de 

AYPGKF-NH2 (30 µM); D: ambos os peptídeos SLIGRL-NH2 (30 µM) e AYPGKF-NH2 (30 µM).  As células 

foram coradas com May-Grunwald e Giemsa.  

A B 

C D 
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5.3 Participação de PAR2 e PAR4 sobre a produção de óxido nítrico e espécies 

reativas de oxigênio em macrófagos estimulados in vitro com LPS 

 

5.3.1 Efeito do peptídeo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH2 e do agonista 

de PAR-4 AYPGKF-NH2 sobre a produção de óxido nítrico em macrófagos 

peritoneais 24 horas após estimulação com LPS 

 

 

A ativação da fagocitose pode desencadear a produção de mediadores pró-

inflamatórios e microbicidas pelos macrófagos. Nesse contexto, os macrófagos 

peritoneais incubados com o peptídeo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH2 

apresentaram um aumento da produção de nitrito em 24 horas de incubação nas 

concentrações de 15 e 30 µM de SLIGRL-NH2 quando comparados com os 

macrófagos incubados apenas com LPS (Figura 10a). De maneira semelhante, 

quando os macrófagos foram incubados no mesmo período de tempo com o 

agonista de PAR4 AYPGKF-NH2, houve um aumento significativo na produção de 

nitrito em todas as concentrações estudadas do agonista em comparação às células 

não estimuladas com o peptídeo sintético ativador de PAR4 (Figura 10b). 
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Figura 10. Produção de óxido nítrico em macrófagos peritoneais in vitro 24 horas após a 

incubação com o agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 ou agonista de PAR4 AYPGKF-NH2. Macrófagos 

peritoneais foram incubados com LPS (10 µg/mL), SLIGRL-NH2 (5, 15 ou 30 µM) ou AYPGKF-NH2 (5, 15 

ou 30 µM) e zimosano (10 µg/mL). Os sobrenadantes foram analisados 24 horas após a incubação com o 

agonista SLIGRL-NH2 em a ou AYPGKF-NH2 em b, quanto à produção de nitrito pela reação de Griess, 

medida indireta da produção de óxido nítrico. Cada barra representa a média ± erro padrão da média 

(e.p.m) de três amostras por grupo. *P<0.05, **P< 0.01 e ***P<0.001 quando comparado com 

macrófagos estimulados apenas na presença de LPS e Zimosano. Essa figura é representativa de três 

experimentos. 
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5.3.2 Efeito do peptídeo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH2 e do agonista 

de PAR4 AYPGKF-NH2 sobre a produção de óxido nítrico em macrófagos 

peritoneais 48 horas após estimulação com LPS  

 

 

O cultivo de macrófagos peritoneais incubados com o agonista de PAR2 

SLIGRL-NH2 apresentou uma redução significativa da produção de nitrito em 48 

horas de incubação em todas as concentrações estudadas quando comparado com 

os macrófagos incubados apenas com LPS (Figura 11a). De maneira semelhante, 

quando os macrófagos foram estimulados no mesmo período de tempo com o 

agonista de PAR4 (AYPGKF-NH2) houve uma redução significativa na produção de 

nitrito a partir da concentração de 5 µM (Figura 11b).  
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Figura 11. Produção de óxido nítrico em macrófagos peritoneais in vitro 48 horas após a 

incubação com o agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 ou agonista de PAR4 AYPGKF-NH2. Macrófagos 

peritoneais foram incubados com LPS (10 µg/mL), SLIGRL-NH2 (5, 15 ou 30 µM) ou AYPGKF-NH2 (5, 15 

ou 30 µM) e zimosano (10 µg/mL). Os sobrenadantes foram analisados 48 horas após a incubação com 

os agonistas quanto à produção de nitrito pela reação de Griess, medida indireta da produção de óxido 

nítrico. Cada barra representa a média ± erro padrão da média (e.p.m) de três amostras por grupo. 

**P<0.01 e ***P< 0.001 quando comparado com macrófagos estimulados apenas na presença de LPS e 

Zimosano. Essa figura é representativa de três experimentos. 
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5.3.3 Efeito do peptídeo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH2 e do agonista 

de PAR4 AYPGKF-NH2 sobre a produção de espécies reativas de oxigênio em 

macrófagos peritoneais 24 horas após estimulação com LPS 

 

Os macrófagos peritoneais incubados com o peptídeo sintético ativador de 

PAR2 SLIGRL-NH2 não apresentaram alteração na produção de espécies reativas 

de oxigênio, após 24 horas de incubação, em relação aos macrófagos não 

estimulados com o agonista (Figura 12a). Por outro lado, quando os macrófagos 

foram estimulados durante o mesmo período de tempo com o agonista de PAR4 

AYPGKF-NH2, houve um aumento na produção dessas espécies a partir da 

concentração de 5 µM (Figura 12b). 
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Figura 12. Produção de espécies reativas de oxigênio em macrófagos peritoneais in vitro na 

presença de agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 ou agonista de PAR4 AYPGKF-NH2. Macrófagos 

peritoneais foram incubados com LPS (10 µg/mL), zimosano (10 µg/mL), SLIGRL-NH2 (5, 15 ou 30 µM) 

em a ou AYPGKF-NH2 (5, 15 ou 30 µM) em b. Os sobrenadantes foram analisados 24 horas após a 

incubação quanto à produção de espécies reativas de oxigênio por fluorimetria. Os valores foram 

expressos em relação à % do controle. As barras representam a média ± erro padrão da média (e.p.m) 

de três poços na placa. Cada experimento foi repetido três vezes.  
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5.3.4 Efeito do peptídeo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH2 e do agonista 

de PAR4 AYPGKF-NH2 sobre a produção de espécies reativas de oxigênio em 

macrófagos peritoneais 48 horas após estimulação com LPS 

 

Os macrófagos peritoneais incubados com o agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 

não apresentaram diferença em relação à produção de espécies reativas de 

oxigênio após 48 horas em comparação aos macrófagos não estimulados com o 

agonista (Figura 12a). Por outro lado, após o mesmo período de incubação, os 

macrófagos estimulados com o agonista de PAR4 AYPGKF- NH2 apresentaram um 

aumento da produção dessas espécies reativas a partir da concentração de 5µM 

(Figura 12b). 
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Figura 13. Produção de espécies reativas de oxigênio em macrófagos peritoneais in vitro na 

presença de agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 ou agonista de PAR4 AYPGKF-NH2. Macrófagos 

peritoneais foram incubados com LPS (10 µg/mL), zimosano (10 µg/mL), SLIGRL-NH2 (5, 15 ou 30 µM) 

em a ou AYPGKF-NH2 (5, 15 ou 30 µM) em b. Os sobrenadantes foram analisados 48 horas após a 

incubação quanto à produção de espécies reativas de oxigênio por fluorimetria. Os valores foram 

expressos em relação à % do controle (macrófagos incubados sem nenhum estímulo). As barras 

representam a média ± erro padrão da média (e.p.m) de três poços na placa. Cada experimento foi 

repetido três vezes.  
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5.4 Análise da potencial influência da ativação de PAR2 e PAR4 

sobre a viabilidade dos macrófagos estimulados in vitro com LPS 

 

A influência da incubação dos macrófagos tanto do peptídeo ativador sintético 

de PAR2 como de PAR4 sobre a viabilidade celular foi analisada em culturas de 6, 

24 e 48 horas de duração com os respectivos agonistas, através do ensaio de MTT. 

Tanto os macrófagos incubados com o agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 (Figura 14) 

ou com o agonista de PAR4 AYPGKF-NH2 (Figura 15) não apresentaram diferenças 

em relação à viabilidade celular, nos três tempos analisados, quando comparados 

ao grupo controle macrófagos estimulados apenas com LPS e zimosano. Porém 

quando os macrófagos incubados com os respectivos agonistas foram comparados 

aos grupos controle, onde as células foram incubadas apenas com o meio de cultura 

DMEM e, portanto, não estimuladas com LPS, há uma redução da viabilidade 

dessas células nos três tempos analisados. 
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Figura 14. Efeito do agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 sobre a viabilidade celular de macrófagos 

peritoneais in vitro. Macrófagos peritoneais foram incubados com LPS (10 µg/mL), SLIGRL-NH2 (5, 15 

ou 30 µM) e zimosano (10 µg/mL). A viabilidade celular foi analisada por MTT nos intervalos de 6 horas, 

24 horas e 48 horas após a incubação com o SLIGRL-NH2. Os valores foram expressos em relação à % 

do controle (macrófagos não estimulados e na ausência do peptídeo). As barras representam a média ± 

erro padrão da média (e.p.m) de três poços na placa. *P<0.05 e ***P<0.001 quando comparado com o 

controle. O experimento foi repetido três vezes.  
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Figura 15. Efeito do agonista de PAR4 AYPGKF-NH2 sobre a viabilidade celular de macrófagos 

peritoneais in vitro. Macrófagos peritoneais foram incubados com LPS (10 µg/mL), AYPGKF-NH2 (5, 15 

ou 30 µM) e zimosano (10 µg/mL). A viabilidade celular foi analisada por MTT nos intervalos de 6, 24 e 48 

horas após a incubação com o AYPGKF-NH2. Os valores foram expressos em relação à % do controle 

(macrófagos não estimulados e na ausência do peptídeo). As barras representam a média ± erro padrão 

da média (e.p.m) de três poços na placa. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001 quando comparado com o 

controle. O experimento foi repetido três vezes.  
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5.5 Efeitos dos agonistas de PAR2 e PAR4 sobre a produção de 

IL10 e TNF-α em macrófagos estimulados in vitro com LPS 

 

A produção de citocinas pelos macrófagos peritoneais foi avaliada nos tempos 

de 0,25h; 1h; 4h e 24h. Os macrófagos tratados com 30 µM de agonista de PAR2 

SLIGRL-NH2 demonstraram já nos primeiros minutos, uma produção notável de 

TNF-α. Esse aumento persistiu até a primeira hora após a incubação com o agonista 

e a partir de 4 horas, houve uma queda nos níveis dessa citocina até o tempo de 24 

horas (Fig. 16a). Já a produção de IL-10 aumentou de maneira similar no grupo 

incubado com o SLIGRL-NH2 até a primeira hora. Após 4 horas, houve uma redução 

dos níveis dessa citocina que decaiu até o tempo de 24 horas. Entretanto nesse 

intervalo, observamos um nível de IL-10, significativamente elevado, quando 

comparado aos macrófagos incubados na ausência de SLIGRL-NH2 (Fig.17b). Os 

macrófagos incubados na presença de 30 µM de agonista de PAR-4 (AYPGKF-NH2) 

aumentaram rapidamente a produção de TNF-α já nos primeiros minutos e essa 

produção aumentou e permaneceu elevada até 4 horas após a incubação. Só após 

esse intervalo que os níveis dessa citocina diminuíram até o tempo de 24 horas 

(Fig.16a). Em relação à produção de IL-10, os macrófagos tratados com AYPGKF-

NH2 estimularam a liberação desta citocina, já nos primeiros minutos após a 

incubação. Essa produção aumentou até o intervalo de 4 horas, no qual os 

macrófagos incubados em presença de AYPGKF-NH2 reduziram a produção de IL-

10 de maneira significativa em relação aos macrófagos estimulados apenas com 

LPS. Após esse intervalo, os níveis de IL-10 se reduziram até o tempo de 24 horas 

(Fig. 16b). 
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Figura 16. Efeito do agonista de PAR2 SLIGRL-NH2 sobre a produção de citocinas TNF-α e IL-10 

em cultura de macrófagos peritoneais em função do tempo. Macrófagos peritoneais foram incubados 

com LPS (10 µg/mL), SLIGRL-NH2 (30 µM) e zimosano (10 µg/mL). O sobrenadante foi coletado 0.25 ; 1; 

4 e 24 horas após a incubação com o agonista e foi analisada quanto a produção de TNF-α em a e IL-10 

em b por Ensaio imunoenzimático (ELISA). As barras representam a média ± erro padrão da média 

(e.p.m) de três poços na placa. **P<0.01 quando comparado com o grupo controle incubado na ausência 

do agonista (LPS). O experimento foi repetido três vezes.  
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Figura 17.  Efeito do agonista de PAR4 AYPGKF-NH2 sobre a produção de citocinas TNF-α e IL-10 

em cultura de macrófagos peritoneais em função do tempo. Macrófagos peritoneais foram incubados 

com LPS (10 µg/mL), SLIGRL-NH2 (30 µM) e zimosano (10 µg/mL). O sobrenadante foi coletado 0.25 ; 1; 

4 e 24 horas após a incubação com o agonista e foi analisada quanto a produção de TNF-α em a e IL-10 

em b por Ensaio imunoenzimático (ELISA). As barras representam a média ± erro padrão da média 

(e.p.m) de três poços na placa. **P<0.01 quando comparado com o grupo controle incubado na ausência 

do agonista (LPS). O experimento foi repetido três vezes.  
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6. DISCUSSÃO 

 
Os macrófagos desempenham um papel crucial em várias doenças 

relacionadas à inflamação crônica, como diabetes, obesidade, aterosclerose, câncer 

e doenças neurodegenerativas (Yona et al., 2013). A versatilidade demonstrada por 

essas células se explica em parte pela sua capacidade de polarização em fenótipos 

e funções definidas que vão direcionar a progressão ou resolução da resposta 

inflamatória (Mosser & Edwards, 2008; Martinez & Gordon, 2014). Assim os 

macrófagos podem apresentar um perfil pró-inflamatório (M1) ou anti-inflamatório 

(M2) que varia de acordo com o microambiente celular (Lyamina et al., 2011; 

Martinez & Gordon, 2014). Nesse microambiente, durante uma lesão tecidual ou 

infecção, pode haver a liberação de proteases como trombina, tripsina e triptase por 

células que sofreram algum dano (Cocks & Moffatt., 2000; Ossovskaya & Bunnett., 

2004) Essas enzimas secretadas nessas condições atuam sobre receptores 

ativados por protease (PAR) que são expressos na superfície de macrófagos, 

podendo, então, desencadear respostas celulares complexas. A sinalização via 

proteases sobre o PAR ativa vias relacionadas ao sistema de detecção 

antimicrobiana do hospedeiro, sendo capaz de afetar a sua defesa contra patógenos 

invasores e desenvolvimento da resposta imune inata e adaptativa (Shpacovitch et 

al., 2008). 

Dentre os PAR, os subtipos PAR2 e PAR4 são os mais expressos em células 

inflamatórias (Zhang et al., 2014) e vários trabalhos têm demonstrado a participação 

desses receptores em eventos inflamatórios associados ao recrutamento e ativação 

de leucócitos (Vergnolle et al., 2002; Gomides et al., 2012; Matos et al., 2013;). 

Apesar dessa caracterização do PAR como um ‘’sensor’’ celular relacionado à 

inflamação e desenvolvimento da resposta imune (Ossovskaya & Bunnett., 2004; 

Shpacovitch et al., 2007), pouco se sabe a respeito do papel desses receptores na 

função efetora dos macrófagos. Diante disso, nós investigamos a participação de 

PAR2 e PAR4 sobre a fagocitose de partículas de zimosano e a produção de 

mediadores inflamatórios em macrófagos peritoneais. 
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Os macrófagos secretam citocinas no local da lesão ou infecção que 

amplificam a inflamação, como também fagocitam microorganismos, células 

senescentes ou apoptóticas (Murray & Wynn, 2011). A fagocitose nesse aspecto tem 

uma importância biológica essencial na morte, degradação de patógenos, 

desenvolvimento da resposta imune adaptativa, como também na resolução do 

processo inflamatório, evitando assim, a sua cronicidade (Aderem, 2003; Greenberg 

& Grinstein, 2002). Na fagocitose, o reconhecimento e a internalização de 

microorganismos ou parte de suas estruturas envolvem a participação de vários 

receptores de adesão. Esses receptores além de promover o reconhecimento e 

internalização do patógeno, podem ativar vias pró-inflamatórias à jusante, que 

contribuem para a amplificação da resposta antimicrobiana (Aderem & Underhill, 

1999; Underhill & Goodridge; 2012). Entre essas moléculas com capacidade de ser 

reconhecida e fagocitada, encontra-se o zimosano. Este polissacarídeo derivado da 

parede celular do fungo Saccaromyces cerevisae é um ligante para TLR2, TLR4 e 

Dectina-1 (Dicarlo & Fiore, 1958; Aimanianda et al., 2009; Drummond & Brown, 

2011) que pode ser reconhecido, internalizado e digerido pelo macrófago. Essas 

partículas são compostas de β-glucanas que é característico de fungos patogênicos, 

sendo utilizado como modelo para estudos dos mecanismos de reconhecimento de 

microrganismos, fagocitose e regulação da produção de citocinas (Jiang et al., 

2013). O LPS é outro fragmento celular que tem a capacidade de se ligar ao TLR4 e 

CD14 e com isso ativar a fagocitose e a produção de mediadores inflamatórios em 

macrófagos (Akira et al., 2006). Dessa forma, Zimosano e LPS atuam de maneira 

sinérgica no aumento das funções efetoras dessas células.  

Nesse sentido, inicialmente nós investigamos em qual concentração o LPS 

apresentaria melhor resposta sobre a fagocitose de partículas de zimosano por 

macrófagos peritoneais in vitro. Na concentração de 10 µg/mL de LPS nós 

encontramos o maior efeito sobre o índice de fagocitose, dentre todas as utilizadas, 

e padronizamos essa concentração para os ensaios posteriores. Esse resultado está 

de acordo com estudos anteriores em linhagens de macrófagos RAW 264.7, no qual 

a fagocitose de partículas de zimosano aumentou de maneira concentração-

dependente e atingiu o máximo efeito na mesma faixa de concentração do LPS 

(Fuentes et al., 2014). 
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O segundo passo foi investigar o possível envolvimento do PAR2 na 

fagocitose de partículas de zimosano em macrófagos pré-estimulados com LPS. O 

peptídeo sintético ativador de PAR2, SLIGRL-NH2, na concentração de 30 µM foi 

capaz de aumentar a fagocitose de partículas de zimosano por macrófagos 

peritoneais in vitro, sendo este efeito revertido em presença do antagonista PAR2 

ENMD 1068. Esse resultado é corroborado por trabalhos anteriores na qual o PAR2 

foi capaz de aumentar a fagocitose em macrófagos e queratinócitos in vitro (Sharlow 

et al., 2000). Ou seja, a ativação desse receptor sobre a fagocitose de 

microorganismos pode contribuir para a defesa do hospedeiro e desenvolvimento da 

resposta imune inata. Desta forma, é possível que, dentro do ambiente inflamatório, 

proteases ativadoras de PAR2 como tripsina ou triptase contribuam para a 

inflamação agindo em seus receptores, presentes em macrófagos, favorecendo 

assim a fagocitose.  

Outro receptor potencialmente que é expresso em macrófagos é o receptor de 

PAR4 (Colognato et al., 2003; Cocks & Moffat, 2000). Em um trabalho recente, Fu e 

colaboradores revisaram a participação desse subtipo na inflamação. Com base 

nisso, nós investigamos também o papel de PAR4 na fagocitose de partículas de 

zimosano por macrófagos peritoneais in vitro. Em contraste com o resultado 

observado com o PAR2, os macrófagos incubados com 30 µM de AYPGKF-NH2 

reduziram a capacidade fagocítica dessas células, e de maneira semelhante ao 

observado na ativação de PAR2, o antagonismo prévio de seu receptor com o 

antagonista sintético de PAR4 TcY-NH2 seguido pelo estímulo com AYPGKF-NH2 

aumentou a fagocitose induzida por AYPGKF-NH2 a valores acima do controle 

(macrófagos estimulados na ausência do peptídeo ativador). Assim como o PAR2, 

muitos trabalhos nos últimos anos, incluindo os do nosso grupo, têm caracterizado o 

papel do PAR4 sobre o recrutamento celular (Vergnolle et al., 2002; Gomides et al., 

2014). Os resultados desses trabalhos suportam a hipótese de um papel pró-

inflamatório do PAR4 em termos de recrutamento celular. Porém em relação à 

fagocitose dos macrófagos nós demonstramos um efeito regulador negativo, 

sugerindo a participação de PAR2 e PAR4 na regulação desse fenômeno.  

Em um estudo realizado em células HEK 293, foi demonstrado que ativação 

de PAR2 pode aumentar a expressão e sinalização de receptores de PAR4 quando 
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são co-expressos na célula (Cunningham et al., 2012). Baseando nesse estudo, 

poderíamos formular a hipótese de que em um modelo in vivo, durante a inflamação, 

proteases liberadas no meio extracelular atuariam sobre receptores de PAR2, 

promovendo a ativação de PAR2. Isso resultaria no aumento da atividade fagocítica 

dos macrófagos sobre patógenos invasores. Porém na medida em que a inflamação 

seria contrarregulada por um processo resolutivo, a ativação de PAR2 levaria a um 

aumento da sinalização de PAR4, culminando com a redução da fagocitose. Essa 

hipótese da interação entre os mecanismos de ação foi mostrado através da co-

incubação dos macrófagos com SLIGRL-NH2 e AYPGKF-NH2, no qual o aumento da 

fagocitose proporcionado pela ativação de PAR2 foi compensado pela redução 

causada pela ativação de PAR4. Assim, nossos resultados confirmam uma possível 

interação entre esses receptores sobre a regulação do fenômeno fagocítico. Em 

relação à porcentagem de macrófagos que fagocitaram partículas de zimosano, 

apenas as células incubadas com o agonista PAR2 SLIGRL-NH2 demonstraram 

aumentar a avidez por partículas de zimosano, confirmando um possível papel pró-

resolutivo de PAR2 sobre os macrófagos. 

A ativação da fagocitose e a internalização do micro-organismo pelos 

macrófagos desencadeia a ativação de vias antimicrobianas e pró-inflamatórias 

(Aderem, 2003). Nesse sentido nós avaliamos parâmetros de ativação dos 

macrófagos como a medida do estresse oxidativo e produção de citocinas. A 

produção e secreção de óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (do 

inglês, Reative Oxygen Species, ROS) por macrófagos visa danificar componentes 

estruturas de bactérias, fungos e protozoários (West et al., 2011; Holmström & 

Finkel, 2014). Essa atividade citotóxica reduz a carga microbiana e promove a 

defesa do hospedeiro contra patógenos invasores. Nesse sentido nós medimos a 

produção de NO e ROS no tempo de 24 ou 48h quando os macrófagos foram 

incubados na presença de SLIGRL-NH2 ou AYPGKF-NH2. Estudos prévios 

demonstraram que a pré-incubação dos macrófagos com LPS promovem a 

expressão de iNOS e a produção de NO (Mills et al., 2000). Em nossos 

experimentos, 24 horas após a incubação com SLIGRL-NH2, houve um aumento da 

produção de NO a partir da concentração de 15 µM. De maneira semelhante, a 

incubação com AYPGKF-NH2 no mesmo tempo analisado também aumentou a 

produção de NO, porém esse aumento já foi significativo a partir da concentração de 
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5 µM, como também em termos de magnitude. No intervalo de 48 horas ambos 

agonistas reduziram a produção de NO, mas essa redução foi menos expressiva nos 

macrófagos incubados com AYPGKF-NH2. Esse achado demonstra que a incubação 

com o AYPGKF-NH2 foi muito mais sensível em promover a liberação de NO, como 

também em termos de magnitude na produção, sugerindo um envolvimento desses 

peptídeos sobre a regulação da atividade da iNOS, tendo o PAR4 um perfil mais pró-

inflamatório. 

Estudos envolvendo PAR2 demonstraram que a sua ativação leva a geração 

de ROS em eosinófilos, linfócitos e células pulmonares (Aoshiba et al., 2001; Miike 

et al., 2001 Lim et al., 2006;). Em nossos experimentos, nós demonstramos pela 

primeira vez que a ativação do PAR2 em macrófagos peritoneais não altera a 

produção de ROS nos intervalos de 24 ou 48 horas. E que esses macrófagos 

quando incubados com o peptídeo sintético ativador de PAR4 AYPGKF-NH2 

aumentam a geração dessas espécies reativas de oxigênio nos mesmos intervalos 

analisados. Esses resultados corroboram uma ação pró-inflamatória originada a 

partir da ativação de PAR4 sobre macrófagos peritoneais e essa hipótese é 

sustentada por uma revisão recente, onde esse receptor tem sido associado a um 

perfil pró-inflamatório. (Fu et al., 2015). 

A fim de eliminar possíveis análises errôneas e validar os experimentos 

realizados, foram realizados também testes para avaliação da viabilidade celular nos 

tempos de 6, 24 e 48h após a incubação com os respectivos agonistas de PAR. Os 

macrófagos incubados na presença dos peptídeos sintéticos ativadores de PAR2 e 

PAR4, SLIGRL-NH2 ou AYPGKF-NH2, respectivamente, permaneceram viáveis em 

relação ao controle (macrófagos incubados na ausência dos respectivos agonistas). 

Sendo assim os peptídeos sintéticos não demonstraram nenhum efeito citotóxico 

direto sobre essas células. 

A importância de PARs na modulação de funções em macrófagos não está 

muito bem estabelecida, existindo opiniões diferentes a respeito do papel de PAR2 e 

PAR4 na modulação do macrófago. Estudos prévios demonstram que a ativação de 

PAR2 em monócitos humanos leva a produção de citocinas pró-inflamatórias, IL-1β, 

IL-6 e IL-8 (Johansson et al., 2005). Em outro trabalho, macrófagos peritoneais 

incubados com trombina foram capazes de aumentar a expressão de 
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ciclooxigenase-2 e Prostaglandina E2 (Lo et al., 2009). Porém alguns estudos 

demonstram um perfil anti-inflamatório para o PAR2, onde o recrutamento de 

macrófagos pré-estimulados com LPS foi inibido pela presença do agonista de PAR2 

SLIGRL-NH2 a partir de 48 horas após a incubação (Moffatt et al., 2002).  

Uma vez que demonstramos um papel modulador de PAR2 e PAR4 na 

fagocitose in vitro de partículas de zimosano por macrófagos peritoneais, 

resolvemos investigar qual o efeito da incubação com agonistas PAR2 ou PAR4 

sobre o perfil fenotípico destes macrófagos. A medida da produção de citocinas pró-

inflamatórias ou anti-inflamatórias estimuladas pelo PAR em macrófagos fornece 

informações a respeito do perfil fenotípico dessas células em pró-inflamatório ou pró-

resolutivo (Mosser & Edwards, 2008 ;Lyamina et al., 2013).Desta forma, medimos a 

produção de duas citocinas, TNF-α e IL10, características de macrófagos M1 pró-

inflamatórios ou M2 resolutivos (Mosser & Edwards, 2008; Martinez &Gordon., 2014) 

em resposta à estimulação dos receptores por seus peptídeos sintéticos ativadores 

em presença de LPS. Em nossa condição experimental, tanto a incubação dos 

macrófagos peritoneais com o peptídeo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH2, 

como com o peptídeo sintético ativador de PAR4 AYPGKF-NH2 não aumentaram a 

produção de TNF-α acima daquela obtida com o pré-estímulo com LPS. O TNF-α é a 

principal citocina produzida por macrófagos e é liberada em grande quantidade 

mesmo após um estímulo inflamatório de baixa intensidade (O´Shea & Murray., 

2008). Nossos resultados sugerem uma ausência de efeitos tanto de PAR2 como de 

PAR4 sobre a modulação da produção da citocina pró-inflamatória TNF-α. É 

possível, no entanto, que a concentração de LPS utilizada em nossas culturas (10 

µg/mL) tenha saturado a produção dessa citocina, sendo essa hipótese baseada em 

um ensaio, na qual a ativação de PAR2 em macrófagos foi capaz de aumentar a 

produção dessa citocina, quando essas células foram pré-estimuladas por 24 horas 

com LPS (100 ng/mL) e na presença de 200 µM do peptídeo ativador de PAR2 

SLIGKV-NH2 (Nhu et al., 2012). 

No entanto, quando analisamos a produção da citocina resolutiva IL-10, em 

resposta à estimulação in vitro dos macrófagos peritoneais com ambos agonistas, o 

peptídeo sintético ativador de PAR2 SLIGRL-NH2, ou o peptídeo sintético ativador de 

PAR4 AYPGKF-NH2, observamos um perfil distinto do observado para a produção 
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de TNF-α. A ativação de PAR2 promove a produção de IL-10 por macrófagos em 

presença de LPS após 24 horas de cultivo celular, enquanto a incubação dos 

macrófagos com o peptídeo sintético ativador de PAR4 AYPGKF-NH2 reduziu a 

produção desta citocina, 4 horas após o início da cultura, sugerindo a participação 

desse receptor de PAR2 na resolução do processo inflamatório. Esse resultado 

confirma os estudos anteriores, no qual após 24 horas de incubação com o peptídeo 

ativador de PAR2, há a liberação de IL-10 pelos macrófagos (Nhu et al., 2012). Esse 

achado sugere que a ativação de PAR2 reduz a sinalização pró-inflamatória em 

resposta ao LPS, através da secreção de IL-10, como mecanismo contrarregulador 

da inflamação. Já a incubação com o peptídeo ativador de PAR4 reduziu a produção 

de IL-10, 4 horas após a incubação, sendo coerente com a escala temporal no 

processo inflamatório, nos quais nesse intervalo há maior proporção de células e 

mediadores pró-inflamatório. Sendo esse dado coerente com os resultados obtidos 

anteriormente, no quais tem sido atribuído ao PAR4 um papel pró-inflamatório.  

Assim, em conjunto, os resultados obtidos nos ensaios de fagocitose, onde a 

ativação de PAR2 aumenta a fagocitose de partículas de zimosano, nos permite 

propor um mecanismo no qual esse receptor modula as ações dos macrófagos 

sobre a atividade fagocítica, bem como favorece uma resposta de natureza anti-

inflamatória ou pró-resolutiva. Por outro lado, o PAR4 parece exercer um efeito 

oposto ao PAR2, agindo na modulação fenotípica de macrófagos em etapa inicial da 

resposta inata, de modo que sua capacidade em reduzir a produção desta citocina, 

favorece um ambiente pró-inflamatório, necessário à defesa do corpo em resposta a 

agentes inflamatórios. Desta forma, propomos existir um balanço entre PAR2 e 

PAR4, onde uma delicada regulação de suas funções seria importante para a 

atividade de macrófagos nestas condições. 
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