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RESUMO  

Introdução: A prospecção de novas moléculas é importante para contrapor ao grande 

número de agentes infecciosos, doenças e condições pelos mecanismos de resistência e 

tolerância aos medicamentos. Os alcaloides constituem um grupo amplo de moléculas cuja 

atividade biológica vem sendo cada vez mais explorada pela sua capacidade de interação 

com receptores e proteínas celulares. A epiisopilosina (EPIIS) obtida da espécie Pilocarpus 

microphyllus apresenta baixa citotoxicidade e efeito anti-inflamatório. Considerando a 

função dos macrófagos no sistema imunitário, esse estudo avaliou o efeito de diferentes 

concentrações da EPIIS na função inata de macrófagos/micróglias imortalizados. Material 

e Método: Trata-se de um estudo experimental, descritivo e in vitro realizado com células 

da linhagem C20 (micróglias humanas) e BV2 (Micróglias murinas) para avaliar o efeito de 

diferentes concentrações da EPIIS na viabilidade celular (método do MTT e 

quimioluminescência), na aderência celular em lamínulas, e por citometria de fluxo, na 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) e nitrogênio (ERNS), na produção de 

corpúsculos lipídicos (CL) e de citocinas; por método morfológico, avaliou-se o índice 

fagocitário (IF) e a produção do radical superóxido (O2
º). Resultados: 1) as diferentes 

concentrações (0,5 a 128 µg/mL) não afetaram o metabolismo mitocondrial das células C-

20 quando incubadas por 24 h (teste do MTT); 2) a quimioluminescência mostrou que 1 ou 

4 a 32 µg/mL aumentou a atividade mitocondrial/viabilidade das células C-20, mas reduziu 

com 128 µg/mL; 3) a incubação das células BV-2 com 0,5 µg/mL/2h ou com 32, 64 ou 128 

µg/mL por 24 h aumentaram o % de células viáveis (teste do MTT), mas as demais 

concentrações não afetaram o metabolismo mitocondrial das células (2 ou 24 h); 4) houve 

redução no % de células C-20 aderidas pela incubação por 24 h com 4,0 ou 64,0 µg/mL; 

5) a maior concentração (64,0 µg/mL) aumentou a produção estimulada ou basal de EROS 

e a produção basal de ERNS pelas células C-20; 6) a produção estimulada de ERNS (LPS 

ou LPS + TNF) foi inibida pelas células C-20 com 64,0 µg/mL; 7) a produção basal de CL 

foi maior nas células C-20 com 0,5 µg/mL, mas a estimulada (LPS)  foi inibida  com 64,0 

µg/mL; 8) a menor concentração (0,5 µg/mL) aumentou a produção basal de IL-17A das 

células C-20, mas foi inibida na presença do LPS com 0,5, 4,0 ou 64,0 µg/mL; 9) as três 

concentrações de EPIIS não afetaram a produção basal das citocinas IL-2, IL-6, FNT, INF, 

IL-4 ou IL-10 nas células C-20; 10) 4 µg/mL/2h aumentou o IF das células BV-2 pelo maior 

% de células fagocitantes (%cel), enquanto que 0,5 ou 4,0 µg/mL por 24 h reduziu o IF pela 

menor %cels e pelo menor nº de leveduras ingeridas (Mlev). Quanto ao tempo de 

incubação (2 ou 24 horas) com as células BV-2 os resultados mostraram que: 11) houve 

redução na produção do radical O2
º nas três concentrações com 2 h, mas não com 24 h; 

12) comparado com 2 h, houve aumento na Mlev com 64 µg/mL/24 h; 13) o IF foi maior 

com 24 h no controle, do que com 2 h, pelo maior %céls e pela Mlev; 14) A produção do 

radical O2º foi maior com 64 µg/mL/24 h, comparado com 2 h. Conclusão: O conjunto dos 

ensaios funcionais demonstraram que as três concentrações de EPIIS afetaram a atividade 

mitocondrial das micróglias, a expressão de receptores de aderência, a produção de EROS 

e ERNS, a produção de corpúsculos lipídicos/citocinas e a capacidade fagocitária, 

evidenciando o potencial das da EPIIS em modular a resposta imunitária inata das 

micróglias, assim, sugere-se a continuidade dos estudos visando a futuras aplicações 

biomédicas in vivo. 

Palavras chave: Atividade mitocondrial. EROS e ERNS. Capacidade fagocitária. 

Corpúsculo lipídico. Citocinas.  
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ABSTRACT 

Introduction: The search for new molecules is important to counteract the large number of 

infectious agents, diseases and conditions through the mechanisms of drug resistance and 

tolerance. Alkaloids are a broad group of molecules whose biological activity has been 

increasingly explored due to their ability to interact with cell receptors and proteins. 

Epiisopilosin (EPIIS) obtained from the species Pilocarpus microphyllus has low cytotoxicity 

and anti-inflammatory effects. Considering the function of macrophages in the immune 

system, this study evaluated the effect of different concentrations of EPIIS on the innate 

function of immortalized macrophages/microglia. Material and Methods: This is an 

experimental, descriptive and in vitro study carried out with C20 (human microglia) and BV2 

(murine microglia) cells to evaluate the effect of different concentrations of EPIIS on cell 

viability (MTT method and chemiluminescence), cell adherence on coverslips, and by flow 

cytometry, the production of reactive oxygen (EROS) and nitrogen (ERNS) species, the 

production of lipid corpuscles (LC) and cytokines; by morphological method, the phagocytic 

index (PI) and the production of the superoxide radical were assessed (O2
º). Results: 1) 

the different concentrations (0.5 to 128 µg/mL) did not affect the mitochondrial metabolism 

of C-20 cells when incubated for 24 h (MTT test); 2) chemiluminescence showed that 1 or 

4 at 32 µg/mL increased the mitochondrial activity/viability of C-20 cells, but reduced it with 

128 µg/mL; 3) incubation of BV-2 cells with 0.5 µg/mL/2h or with 32, 64 or 128 µg/mL for 24 

h increased the % of viable cells (MTT test), but the other concentrations did not affect the 

mitochondrial metabolism of the cells (2 or 24 h); 4) there was a reduction in the % of 

adhered C-20 cells by incubation for 24 h with 4.0 or 64.0 µg/mL; 5) the highest 

concentration (64.0 µg/mL) increased the stimulated or basal production of EROS and the 

basal production of ERNS by C-20 cells; 6) the stimulated production of ERNS (LPS or LPS 

+ TNF) was inhibited by C-20 cells with 64.0 µg/mL; 7) the basal production of CL was 

higher in C-20 cells with 0.5 µg/mL, but the stimulated one (LPS) was inhibited with 64.0 

µg/mL; 8) the lowest concentration (0.5 µg/mL) increased the basal production of IL-17A in 

C-20 cells, but was inhibited in the presence of LPS at 0.5, 4.0 or 64.0 µg/mL; 9) the three 

concentrations of EPIIS did not affect the basal production of the cytokines IL-2, IL-6, NTF, 

INF, IL-4 or IL-10 in C-20 cells; 10) 4 µg/mL/2h increased the IF of BV-2 cells by the highest 

% of phagocytizing cells (%cels), while 0.5 or 4.0 µg/mL for 24 h reduced the IF by the 

lowest %cels and the lowest number of yeasts ingested (Mlev). As for the incubation time 

(2 or 24 hours) with BV-2 cells, the results showed that: 11) there was a reduction in the 

production of the O2º radical at the three concentrations at 2 h, but not at 24 h; 12) 

compared to 2 h, there was an increase in Mlev at 64 µg/mL/24 h; 13) the IF was higher at 

24 h in the control, than at 2 h, due to the higher %cels and Mlev; 14) the production of the 

O2º radical was higher at 64 µg/mL/24 h, compared to 2 h. Conclusion: All the functional 

tests showed that the three concentrations of EPIIS affected the mitochondrial activity of 

microglia, the expression of adhesion receptors, the production of EROS and ERNS, the 

production of lipid corpuscles/cytokines and phagocytic capacity, demonstrating the 

potential of EPIIS to modulate the innate immune response of microglia, thus suggesting 

the continuation of studies aimed at future biomedical applications in vivo. 

Key words: Mitochondrial activity. EROS and ERNS. Phagocytic capacity. Lipid corpuscle. 

Cytokines. 
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1.1. A prospecção de moléculas bioativas 

No processo da produção de medicamentos, certamente a prospecção de 

novas moléculas constitui um grande desafio para os pesquisadores, pois, se de 

um lado tem-se diferentes tipos de agentes infecciosos, doenças e condições 

clínicas que demandam novos medicamentos, do outro lado, tem-se a aquisição de 

mecanismos de resistência por parte dos agentes infecciosos e os mecanismos de 

tolerância imunológica a esses medicamentos (Daley & Cordell 2021).  

As doenças tropicais negligenciadas (DNTs) são doenças historicamente 

depreciadas a décadas, que afetam em grande maioria as populações destituídas 

de recursos básicos nos países em desenvolvimento, e devido a globalização se 

tornou um problema mundial de saúde. Segundo a organização mundial de saúde 

(OMS) mais da metade da população mundial se encontra em risco para doenças 

tropicais e muitas vezes o tratamento de grande parte dessas doenças são tóxicos, 

ineficazes e de alto custo financeiro (Mackey et al. 2014). 

É estimado que as DTNs afetam 1,5 bilhão de pessoas ao ano em todo o 

mundo e que sejam responsáveis por pelo menos 500.000 mortes ao ano ou 

possuam potencial de dano a longo prazo causando efeitos negativos sobre a 

economia, educação e aos sistemas de saúde. Doenças como a malária, doença 

de chagas, leishmaniose, filariose, esquistossomose, hanseníase, entre outras, 

constituem exemplos significativos de doenças que possuem a problemática e a 

necessidade de desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas (Daley & 

Cordell 2021). 

Apesar da gravidade das doenças negligenciadas, a emergência e 

reemergência de doenças infecciosas, pouco se discute sobre a criação de novos 

fármacos e, no que se refere à prospecção de novas moléculas, o Brasil constitui 

uma fonte inesgotável por possuir grande biodiversidade na sua fauna e flora, 

sendo crescente a identificação de produtos derivados de compostos naturais com 

possíveis atividades farmacológicas (Daley & Cordell 2021; Oliveira et al. 2011).  

Um ponto relevante no desenvolvimento de novas moléculas é também o 

uso excessivo de anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs), que constituem uma 

das classes mais prescritas em todo o mundo, em parte pela alta prevalência de 

dores crônicas na população. Embora sejam eficazes, o uso indiscriminado desses 

medicamentos leva a efeitos colaterais graves do trato gastrointestinal que incluem 
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ulceração, perfuração e hemorragia, realçando ainda mais a necessidade de buscar 

novas moléculas como alternativa terapêutica (Mendes et al. 2012; Rocha et al. 

2019; Batlouni 2010). 

O uso de plantas medicinais como alternativa terapêutica é uma prática 

atuante desde os primórdios da evolução humana e é cada vez mais utilizado em 

meio aos profissionais de saúde. É estimado que 88% da população proveniente 

de países em desenvolvimento utiliza de recursos de extratos de plantas medicinais 

para tratamento de diversas doenças (Ferreira et al. 2019).  

O uso de metabólitos de plantas como alvo de estudos tem sido importante 

no descobrimento de novas moléculas com diversas atividades biológicas que 

poderiam ser investigadas para posterior uso farmacológico, principalmente quanto 

a imunomodulação do sistema imune em doenças com alto potencial inflamatório 

que carecem de drogas que sejam econômicas e biologicamente viáveis 

(Catanzaro et al. 2018). 

Existe atualmente uma alta carga de doenças globais e junto a ela, uma 

grande necessidade de estudos com moléculas naturais que possuam atividade 

biológica para desenvolvimento de novos fármacos que atendam essa demanda. 

Os alcaloides são recursos que atendem requisitos a serem examinados para tal. 

É estimado que atualmente aproximadamente 60 alcaloides de origem vegetal são 

aprovados como drogas farmacológicas em diversos países, entretanto a cada 50 

famílias de plantas, 3 ou menos alcaloides foram caracterizados (Daley & Cordell. 

2021). 

 

1.2. Alcaloides 

Os alcaloides constituem um grupo amplo de moléculas que possuem 

natureza básica e contém um ou mais átomos de nitrogênio geralmente em 

combinação com um sistema cíclico, essa ligação com amina pode ocorrer de 

forma primária, secundária ou terciária (RNH 2), (R 2 NH) e (R 3 N), 

respectivamente. Essas moléculas fazem parte de uma classe de produtos 

metabólicos secundários que podem ser encontrados em aproximadamente 300 

espécies diferentes de plantas, além de animais e fungos. Esses compostos são 

divididos em 3 grupos principais: verdadeiros, proto-alcaloides e pseudo-alcaloides 

(Casciaro et al. 2020). 
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Ao contrário do pseudo-alcaloide, a principal carcterística dos verdadeiros 

e proto-alcaloides é a presença de um aminoácido como precursor e o que difere 

esses últimos é a presença do átomo de nitrogênio (N) dentro do heterociclo. 

Devido sua ampla diversidade estrutural, os alcaloides podem ser subdividos em 

14 grupos, dentre eles os pirróis, piridinas, tropanos, indois e imidazois (Casciaro 

et al. 2020).  

Os alcaloides estão presentes nas pimentas (capsaicina, piperina), 

psicoativos (psilocina), no café (cafeína), chás, guaraná, nos medicamentos 

comerciais (morfina, pilocarpina, atropina, quinina, entre outros) e nas drogas de 

abuso (nicotina e cocaína), que nesse caso, impactam negativamente os sistemas 

de saúde (Daley & Cordell 2021). 

A atividade biológica dos alcaloides que vem sendo cada vez mais 

explorada se deve a capacidade de interação dessas moléculas com receptores e 

proteínas celulares (Debnath et al. 2018) e atividades antimicrobianas, 

antiparasitárias, antivirais, antiinflamatórias e imunomoduladoras tem sido relatado 

com moléculas alcaloides de diferentes procedências (Casciaro et al. 2020; 

Mengarda et al. 2020; Araujo et al. 2017; Bhambani et al. 2021).  

Uma atividade importante para a descoberta de novas moléculas 

farmacológicas antinflamatórias possuem foco na imunodomulação, e muitos 

alcaloides foram descritos como imunomoduladores. O estudo de Sunila (2004) por 

exemplo, relata que o tratamento de camundongos Balb/c com o alcalóide 

denominado piperina obtido da espécie Piper longum causou leucocitose, maior 

atividade da medula óssea e aumento da produção de anticorpos circulantes.  

Outro estudo demonstrou que a piperina encontrada na Piper nigrum, 

também conhecida como pimenta preta, estimulou a produção de IL-2 (interleucina 

2) em baixas concentrações, mas reduziu em altas concentrações, além de inibir a 

produção de INF-γ (interferon gama) em células mononucleares (Chuchawankul et 

al. 2012). 

Xue (2008) descreveu que o alcalóide Tetrandrina, proveniente da 

herbácea Stephania tetrandra, inibiu a ativação microglial induzida por LPS 

(lipossacarídeo), diminuição da produção de espécies reativas de nitrogênio e 

oxigênio e inibição da via NF-kB (Fator nuclear kappa B). Outro alcalóide 
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encontrado na planta Sinomium acutum, a sinomenina, demonstrou efeito 

preventivo contra rejeição de transplantes cardíacos (Mark et al. 2003). 

A piplartina, alcalóide isolado da Piper longum também vem demonstrando 

efeitos imunomoduladores com capacidade anti-inflamatória, como a redução da 

produção de óxido nítrico (NO), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 

6 (IL-6) e interleucina 1β (IL-1β), porém atenua a atividade da via NF-κB por 

macrófagos estimulados por LPS; esse alcaloide tem o potencial de diminuir 

proliferação de células leucêmicas desencadeando apoptose e necrose de células 

tumorais (Bezerra et al. 2006; Huang et al. 2021). 

As plantas medicinais provenientes das famílias Piperaceae e Rutaceae 

são nativas da América Central e América do Sul que começaram a ser avaliadas 

quanto ao seu efeito estimulador em órgãos secretores em meados de 1870. O 

gênero Pilocarpus spp. é constituído por 16 espécies, destas, 11 ocorrem 

exclusivamente no território brasileiro e são conhecidas popularmente como 

jaborandis (Lima et al. 2017; Santos & Moreno 2004). 

Os jaborandis são arbustos com flores simétricas encontrados nas regiões 

norte (Pará e Mato grosso) e nordeste do país (Piauí e Maranhão), que crescem 

facilmente em afloramentos rochosos e lugares que possuem alta intensidade 

luminosa . Essas espécies vegetais são uma grande fonte de alcaloides, as plantas 

utilizam dessas moléculas como defesa contra pragas, predadores, entre outros 

estresses (Rocha et al. 2017). 

A espécie Pilocarpus microphyllus (Figura 1), em especial, apresenta 

grande valor comercial por constituir a única fonte natural da pilocarpina, um 

alcalóide imidazólico de baixa toxicidade (Hendrickson et al. 2004) utilizado na 

contração da pupila e no tratamento de certos tipos de glaucoma (Pinheiro 2002; 

Guimarães et al. 2018), bem como, o chá de suas folhas é popularmente utilizado 

no tratamento da febre, distúrbios renais, psoríase, gota e bronquite (Santos & 

Moreno 2004).  

Os estudos clínicos e farmacocinéticos mostraram que a pilocarpina possui 

meia-vida de 0,76 a 1,3 horas, sendo predominantemente hidrolisada a ácido 

pilocárpico no soro e no fígado ou por mecanismo oxidativo também no fígado (Ellis 

et al. 1972; Tanzer et al. 1995; Aromdee et al. 1996; Wiseman & Frauds 1995). 
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Figura 1. Fotografia da espécie Pilocarpus microphyllus. Fonte: Lima et al. 2017. 

 

 

1.3. Epiisopilosina  

Os alcaloides oriundos do Pilocarpus spp. são principalmente imidazóis e 

da espécie P. microphyllus obtem-se diferentes metabólitos secundários bioativos 

que ainda são pouco elucidados, dentre os quais vem se destacando a 

epiisopiloturina (EPI) e epiisopilosina (EPIIS) que são isômeros e estruturalmente 

similares à pilocarpina. Do ponto de vista dos efeitos biológicos, esses alcaloides 

possuem propriedades anti-helmíntica, antibacterianas e anti-inflamatórias in vitro 

e in vivo (Silva et al. 2013; Rocha et al. 2017; Carvalho et al. 2018; Guimarães et 

al. 2018; Rocha et al. 2019).  

A EPI foi descrita por suas propriedades antinflamatórias e antinociceptivas 

em inflamação e dor induzidas em camundongos, além disso, acredita-se que a 

EPI age como um imunomodulador, reduzindo mediadores inflamatórios ou 

bloqueando receptores que ativam a inflamação (Silva et al. 2013). 

O alcaloide imidazólico epiisopilosina (EPIIS) foi descrito pela primeira vez 

por Tedeschi (1973) e, apesar dos poucos estudos, sabe-se que a molécula 

apresenta baixa citotoxicidade in vitro e in silico com células de linhagem 

imortalizadas, e não apresenta toxicidade aguda in vivo para camundongos Swiss, 

que mesmo após altas administrações, não alterou os parâmetros hematológicos e 

bioquímicos, além de ser um promissor fármaco para o tratamento da 

esquistossomose (Guimarães et al. 2018; Guimarães et al. 2015). 

Apesar de não apresentar indícios de atividade antibacteriana contra 

algumas espécies de bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus, 
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Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis) e gram negativas (Escherichia 

coli e Pseudomonas aeruginosa), a EPIIS tem se apresentado como um potencial 

antihelmintico contra Schistomoma mansoni, a molécula atuou interrompendo o 

acasalamento entre fêmeas e machos in vitro e além disso, não apresentou 

toxicidade contra células imortalizadas de macaco (células vero) em baixas 

concentrações (Rocha et al. 2017). 

Embora as propriedades biológicas da EPIIS sejam em grande parte 

desconhecidas, há indícios de que ela apresenta efeito colinérgico in vivo, 

sugerindo ação farmacológica no sistema nervoso central e autônomo 

parassimpático; estudos recentes indicam que esse alcalóide pode atuar contra 

uma importante enzima do vírus SARS-CoV-2 (Lucio et al. 2000; Sá et al. 2021). 

Como dito, os alcaloides EPI e EPIIS foram relatados como inibidores da 

produção de mediadores inflamatórios, possivelmente por inibir vias inflamatórias 

importantes. Sousa et al. (2023) mostrou que em células BV2 (micróglia murina), 1 

a 100 µg/mL/1h de EPI causou inibição da produção de NO, enquanto que 25 

µg/mL/24h diminuiu a produção de IL-6 e TNF-α, quando induzida por LPS. 

Outros estudos relataram ausência de citotoxicidade in vitro para células 

de linhagem HaCat (queratinócitos humanos) e NIH3T3 (fibroblastos murinos) para 

a EPIIS, além de demonstrar também atividade contra Shistosoma mansoni. Esse 

mesmo estudo mostrou ausência de toxicidade aguda em camundongos e ausência 

de sinais clínicos como por exemplo, cianose, dor, tremor, diarreia foi evidenciado. 

(Guimarães et al. 2018; Rocha et al. 2019).  

Rocha (2019) evidenciou também em seus estudos que a EPIIS não altera 

a viabilidade celular e nem aumenta produção de LDH, bem como preveniu a 

ativação da via de inflamação NF-kB. Além disso, é descrito que a EPIIS reduziu a 

produção de espécies reativas de nitrogênio e citocinas pró-inflamatórias por 

neutrófilos humanos. 

O conjunto desses achados mencionados a respeito desses alcaloides 

torna a EPIIS um importante alvo de estudos para investigar seus efeitos 

imunomoduladores (Rocha et al. 2019). A molécula pode estar relacionada com 

ações anti-inflamatórias, o que seria interessante para proteger um organismo de 

doenças que venham causar reações inflamatórias exacerbadas ao decorrer do 
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dano; essas descobertas coletivas realçam a relevância desse alcaloide como alvo 

crucial para futuras aplicações biomédicas. 

 

1.4. O papel dos macrófagos na imunidade inata 

A reposta imunológica é dividida em imunidade inata e imunidade 

adaptativa. A resposta imune inata também denominada resposta inespecífica está 

presente desde os primeiros meses de vida de um ser humano. Diferentemente da 

resposta adaptativa, ela independe de contato prévio com antígenos para sua 

ativação, sendo composta por um conjunto de células (monócitos/macrófagos, 

granulócitos e linfócitos citotóxicos naturais), moléculas do complemento e 

barreiras epiteliais (Beutler 2004). 

Os macrófagos são os principais componentes da imunidade e estão 

distribuídos por todo o organismo, se originam na medula, circulam pela periferia 

como monócitos e após a ativação migram para o tecido para realização de sua 

função. São morfologicamente diversos e possuem nomenclaturas diferentes a 

depender de sua localização, como por exemplo, histiócito no tecido, células de 

Kupffer no fígado e micróglia no sistema nervoso central (Beutler 2004; Shapouri-

Moghaddam et al. 2018); sua principal função é a fagocitose e a apresentação de 

antígenos aos linfócitos (Cruvinel et al. 2010). 

Além dessas funções primordiais, os macrófagos também são 

responsáveis pela secreção de citocinas, quimiocinas e mediadores inflamatórios. 

Essa liberação ocorre após ativação pelo reconhecimento do antígeno através de 

diferentes receptores denominados receptores de reconhecimento padrão (RRPs), 

que reconhecem estruturas moleculares presentes nos micro-organismos 

denominadas padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs); 

lipossacarídeos, manose e ácido tecóico são exemplos dessas moléculas (Cruvinel 

et al. 2010).  

Uma característica importante componente dos macrófagos é a presença 

de receptores específicos denominados receptores de Toll-like (TLRs), estes são 

capazes de reconhecer os PAMPs (lipopeptídeos bacterianos, β-glucanos e 

lipopolissacarídeos) presente nos agentes infecciosos (Kawai & Akira 2010). 

Durante a resposta inflamatória os macrófagos atuam, também, liberando espécies 

reativas de oxigêgio (EROS), espécies reativas de nitrogênio (ERNS), quimiocinas, 
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citocinas pró-inflamatórias ou anti-inflamatórias a depender da sua polarização, que 

os divide em M1 (macrófagos tipicamente pró-inflamatórios) e M2 (macráfagos 

antiinflamatórios) (Cruvinel et al. 2010; Shapouri-Moghaddam et al. 2018). 

A inflamação é o processo pelo qual o sistema imunológico responde a um 

determinado dano ou estímulo e envolve uma complexa cascata de eventos, em 

que, uma série de citocinas, quimiocinas e células migram para o sítio afetado 

visando a eliminar ou minimizar o dano causado (Etienne et al. 2021). 

O NF-kB é um fator de transcrição que regula quase 500 genes e é 

composto por uma rede de pequenas proteínas intracelulares denominadas p65, 

p50/p105 e p52/p100, que quando ativadas, formam heterodímeros capazes de se 

ligar ao DNA da célula e iniciar a resposta ao estímulo (Shih et al. 2015; Mitchell & 

Hoffmann 2016). Dessa forma, a via NF-κB é responsável por regular componentes 

inflamatórios importantes como a enzima ciclooxigenase (COX)-2,5-lipoxigenase 

ciclooxigenase (COX)-2,5-lipoxigenase (LOX), NO sintase induzível (iNOS) e 

citocinas como a IL 6 e TNF, isso o torna um alvo importante quando da prospecção 

de novas moléculas (Shih et al. 2015; Mitchell & Hoffmann 2016).  

As citocinas são proteínas de sinalização envolvidas na comunicação entre 

as células da resposta imunitária. Os macrófagos M1 possuem indução pró-

inflamatória por estímulos moleculares como por exemplo, IFN-γ e TNF-α ou LPS, 

permitindo assim a secreção de interleucinas importantes como TNF-α, IL-1α, IL-

1β, IL-6, IL-12 e IL-23, sendo eficazes na defesa contra patógenos e na produção 

de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase gerando EROS.  

Por outro lado, os macrófagos do tipo M2 secretam citocinas anti-inflamatorias 

como a IL-10 e TGF-b (Shapouri-Moghaddam et al. 2018). 

Ambas as respostas dos macrófagos, M1 ou M2, quando são hiperativadas 

podem causar dano tecidual como nas imunopatogenias. Isso é, sobretudo, 

importante no tecido cerebral que apresenta-se protegido dos infiltrados 

leucocitários e depósito de anticorpos. A principal célula de defesa no tecido 

nervoso é a micróglia, um macrófago especializado que desempenha suas funções 

em células em degeneração e/ou agentes infecciosos (Bachiller et al. 2018).  

A hiperativação das micróglias pode estar envolvida em diversas doenças 

neurodegenerativas graves, como por exemplo, doença de parkingson (DP), 

doença de Alzheimer (DA) e demência causada pelo vírus HIV (HAD). Essas 
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células após serem ativadas se tornam excelentes na apresentação de antígenos 

aos linfócitos T nas suas moléculas de MHC I e II (Garcia-Mesa et. 2017). 

As imunidades inata e adaptativa são complementares e, apesar de sua 

alta eficácia e especificidade, podem gerar distúrbios com alto dano, como as 

imunopatologias, imunodeficiências e autoimunidade. Nesse sentido, a busca por 

moléculas imunomoduladoras tem sido alvo de estudos. Assim, inúmeros 

metabólitos fitoquímicos tem mantido o foco em observar a capacidade antioxidante 

e de modulação dos sistemas (Behl et al. 2021).  

As moléculas imunoestimuladoras são eficazes contra doenças infecciosas 

de diversos espectros e podem funcionar como agente imunoterapêutico para 

doenças imunossupressoras, mas devido sua baixa duração, devem ser 

readministradas. Já os imunossupressores podem ser utilizados em doenças que 

causam alto teor inflamatório que possuam dano alto ao organismo e os adjuvantes 

podem por exemplo, auxiliar no aumento de produções favoráveis de forma gradual 

(Behl et al. 2021). 

Os fitoquímicos são metabólitos secundários obtidos de plantas que podem 

possuir ações e funções distintas, são divididos por classes denominadas 

carboidratos, lipídios, alcaloides, terpenóides, entre outros. Os alcaloides são uma 

grande fonte de moléculas que já foram inspiração para o desenvolvimento de 

diversas drogas antibacterianas como por exemplo o metronidazol e bedaquilina e 

que desempenham funções imunomoduladoras importantes que quando 

consumidos podem apresentar diversas atividades diferentes (Behl et al. 2021; 

Cushie et al. 2014). 

 

1.5. As células imortalizadas e os estudos funcionais 

Estudos sobre a funcionalidade dos macrófagos é fundamental para 

estabelecimento dos mecanismos de homeostasia e esse tipo celular está 

envolvido em diversos distúrbios metabólicos, imunes e infecções diversas, por 

essa razão essas células se tornam foco de estudos de estratégias terapêuticas 

por meio da modulação de sua resposta (Gutbier et al. 2020). 

Os cultivos de células primárias obtidas de humanos e/ou animais são 

excelentes modelos para os estudos funcionais por potencialmente simular a 

resposta natural. Apesar disso, esses estudos demandam um grande número de 
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células e doadores para garantir maior variabilidade da resposta para permitir a 

translação dos resultados obtidos dos ensaios in vitro (Gutbier et al. 2020). 

 Uma alternativa aos cultivos primários tem-se os cultivos de células 

imortalizadas. A utilização de células de linhagem revolucionou a pesquisa 

científica em amplos aspectos, auxiliando em sínteses de proteínas, produção de 

vacinas, descobertas de mecanismos internos e metabolismos envolvidos, 

auxiliando por exemplo, no descobrimento de como moléculas potencialmente 

bioativas podem interagir em um organismo (Kaur et al. 2012). 

As células de linhagem imortalizadas ainda constituem um modelo 

excepcional e são comumente utilizadas em estudos básicos devido sua 

capacidade de simular um organismo vivo, dispensando os obstáculos e quesitos 

quanto a ética de utilizar estudos em organismos humanos e animais. Esses 

modelos celulares diminuem o custo das pesquisas, permitem a padronização 

facilitada dos ensaios, são de cultivo fácil, fornecem uma quantidade ideal de 

células sincronizadas e permitem a reprodutibilidade dos estudos (Kaur et al. 2012). 

Apesar de ser uma ótima ferramenta de estudos, essas células podem não 

fornecer representação adequada de células primárias e, por se tratar de células 

geneticamente modificadas, podem apresentar diferença significativa na resposta 

a determinados estímulos, expressão de moléculas, alterações fenotípicas e de 

função a ser exercida de maneira diferente entre ambas, fornecendo resultados 

conflitantes. Ainda, pelo grande número de repiques essas células podem 

apresentar padrões diferentes e/ou mutações em função de estímulos e/ou 

contaminações. Embora sejam diferentes dos cultivos primários, essas células 

constituem ainda um dos melhores modelos para os estudos pré-clínicos para 

determinar os efeitos e/ou curvas de dose-resposta (Kaur et al. 2012; Gutbier et al. 

2020).  

Tem sido reportados inúmeros tipos celulares imortalizados como, células 

epiteliais alveolares, nasofaríngeas, cerebrais, hepáticas e de macrófagos 

derivados de medula óssea (Kemp et al. 2008; Yip et al. 2013; Yi et al. 2023; 

Ramboer et al. 2014; Ramon-Vazquez et al. 2019). Uma outra célula importante e 

de difícil obtenção, é a micróglia imortalizada por Garcia-Mesa (2017) a partir de 

tecido cortical humano com a finalidade de aprimorar estudos imunológicos. Essas 

células possuem filamentos alongados, são facilmente cultivadas in vitro, são 
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semelhantes as células primárias e, por se tratar de um macrófago, é um excelente 

modelo de investigação anti-inflamatória de moléculas bioativas. 

1.6. Justificativa do estudo 

Dada a demanda por novos fármacos que tem sido evidenciada pelas 

inúmeras doenças infecciosas, pelo desenvolvimento de mecanismos de 

resistência por parte dos agentes infecciosos e pela toxicidade medicamentosa, é 

fundamental a prospecção de novos compostos bioativos como fontes alternativas 

para o tratamento dos diferentes tipos de doenças. Nesse contexto, o alcalóide 

obtido da espécie Pilocarpus microphyllus é um candidato promissor pelas suas 

propriedades anti-inflamatórias conhecidas, mas sobretudo, pelo seu potencial 

como agente imunomodulador da resposta imunitária inata dos macrófagos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo geral 

Avaliar o efeito de diferentes concentrações do alcaloide epiisopilosina na 

função inata de macrófagos/micróglias imortalizadas humana e murina. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Determinação da viabilidade das células C20 e BV2 incubadas com diferentes 

concentrações do alcaloide epiisopilosina e definição das concentrações baixa, 

intermediária e alta; 

 Determinar e avaliar o percentual de células aderidas sobre lamínulas; 

 Determinar e avaliar a capacidade fagocitária; 

 Determinar e avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e 

nitrogênio (ERNs);  

 Determinar e avaliar a produção de corpúsculos lipídicos; 

 Determinar e avaliar a produção de citocinas pró e anti-inflamatórias.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  
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3.1. Delineamento Experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Fluxograma dos ensaios 
 
 
3.2. Tipo de estudo 

Trata-se de um estudo experimental, descritivo e in vitro para determinar o 

efeito biológico da epiisopilosina em células imortalizadas da linhagem C20 

(micróglias humanas) e BV2 (Micróglias murinas). O estudo foi realizado nos 

laboratórios do Núcleo de Pesquisa em Morfologia e Imunologia Aplicada – NuPMIA 

da Faculdade de Medicina, Universidade de Brasília. 

  
    

    
  

 
    

  

1.5. Produção de citocinas pró e anti - 
inflamatórias por citometria de fluxo. 
 

 

EFEITO DA EPIISOPILOSINA EM CULTIVOS DE  

CÉLULAS IMORTALIZADAS 

3. Coleta dos dados e análise dos resultados 

1. Células/micróglias da linhagem C20 

1.2. Avaliação da aderência celular pela 
quantificação do % de células aderidas 
nas lamínulas. 
 

2. Micróglias da linhagem BV2 

2.1. Avaliação da fagocitose de leveduras por receptores para 
padrões moleculares de patógenos - PMP  

2.2. Avaliação da produção do radical superóxido  

2.1. Avaliação da viabilidade celular / Atividade mitocondrial  

1.3. Produção de espécies reativas de 
oxigênio e nitrogênio por citometria de 
fluxo.  
 

1.4. Avaliação da Produção de 
corpúsculos lipídicos por citometria de 
fluxo. 
 

1.1. Determinação da viabilidade celular (0,0 a 128,0 µg/mL) / Seleção de três 
concentrações do alcaloide (menor, intermediária e maior)  
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3.3. Cultivos de micróglias imortalizadas  

A linhagem celular C20 deriva de micróglia humana originariamente obtida 

por David Alvarez-Carbonell (Case Western Reserve University), a partir do 

isolamento da micróglia primária do cérebro humano, seguido da sua imortalização 

com o antígeno T do vírus símio 40 (SV40 T) e da indução da transcriptase reversa 

da telomerase humana (hTERT). O clone representativo C20 foi caracterizado por 

expressão de marcadores de superfície e perfil de citocinas secretadas (Garcia-

Mesa et al. 2017). A linhagem celular encontra-se criopreservada em nitrogênio 

líquido (-80 ºC) no Laboratório de Imunologia Celular / NuPMIA da Faculdade de 

Medicina, UnB (Figura 3A).  

A célula BV2, é uma micróglia murina proveniente do tecido cerebral de 

camundongos da espécie C57 com 1 semana de idade que foi imortalizada com 

vírus J2 carreando as proteínas oncogênicas v-raf/v-myc (Blasi et al.1990). 

Para os ensaios, as células eram descongeladas em banho maria a 37 °C 

e cultivadas em garrafas de cultivos com membrana pequenas ou médias, em meio 

DMEM F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) 

suplementado com L-glutamina, 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de 

estreptopenicilina e mantidas em estufa com 5% de CO2 a 37 °C para as células 

C20 ou com meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) sem adição de L-

glutamina para as BV2 (Figura 3B).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Fotomicrografias de cultivos de micróglias imortalizadas. Em A, células C20 

(humana) e em B células BV2 (murina).  As imagens foram obtidas no microscópio Nikon 

Eclipse Ts2 (Laboratório de Imunulogia Celular, NuPMIA, FM/UnB).  

 

 

50 µm 
B A 

50 µm 



 

 

18 

 

3.4. Epiisopilosina 

A Epiisopilosina, (EPIIS–[3S-[3alpha(S*),4beta]-dihydro-3-(beta-

hydroxybenzyl)-4-[(1-methyl-1H-imidazol-5yl)methyl]furan-2(3H)-one, (Rocha et al. 

2017) é uma molécula alcaloide imidazólica de formula molecular C16H18O3N2 e 

peso molecular de 286,33 g/mol, encontrada nas folhas do jaborandi de espécie 

Pilocarpus microphyllus. O alcalóide EPIIS foi obtido a partir da biomassa de sais 

de pilocarpina pelo processo de acidificação e alcalinização (Veras et al. 2013). O 

isolamento foi realizado por cromatografia liquida de alta eficiência (HPLC) e a 

purificação realizada por espectrometria de massa (Guimaraes et al. 2018). A 

estrutura química da epiisopilosina é mostrada na figura 4. 

 

Figura 4: Estrutura química da epiisopilosina (C16H18O3N2) (Guimarães et al. 2018). 

 

3.5. Determinação da viabilidade celular pela redução do MTT 

A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-

2,5-difenil brometo de tetrazolina) (Sigma Aldrich, St Louis, 98%). O sal de MTT 

resulta em uma solução amarela que quando exposta a células metabolicamente 

ativas tem sua cor modificada para azul-violeta devido à redução desses sais a 

formazan, reação gerada por desidrogenases presentes na atividade mitocondrial, 

podendo então presumir viabilidade celular com base na respiração celular 

(Storcket et al. 2012). As células C20 ou BV2 foram semeadas em quintuplicata ou 

triplicata em placas de 96 poços com 50.000 células por poço e incubadas a 37ºC 

em estufa com 5% de CO2 por 4 horas para aderência celular. Após esse período 

as células foram expostas as concentrações 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, e 128 µg/mL 

de EPIIS e mantidas nas mesmas condições por 2 (BV2) e/ou 24 horas (C20 e 

BV2). Após o tratamento com as diferentes concentrações da molécula, a placa foi 
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centrifugada, o sobrenadante descartado e foi adicionado o sal de MTT num volume 

de 100uL na concentração de 5 mg/mL, 4 horas depois foi adicionado 100uL da 

solução de DMSO e a leitura foi realizada em espectrofotômetro de placa a 570 nm 

(Spectra Max® Plus 384).  

 

3.6. Determinação da viabilidade celular por quimioluminescência 

O ensaio de foi realizado com o kit CytoTox-Glo™ (Promega, Eua). Foram 

semeadas 30 mil células C20 em triplicata em uma placa de 96 poços de cor branco 

leitoso para impedir a passagem de luz. Após 4 horas de aderência adicionou-se a 

EPIIS nas concentrações 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128 µg/mL. A placa então foi 

mantida por 24 horas em estufa a 5% de CO2 e após esse período o reagente foi 

adicionado em um volume de 50 µL e mantido sob agitação orbital por 15 minutos 

para atingir a sua sensibilidade máxima e, então, a emissão da 

quimioluminescência foi avaliada em luminômetro (Spectra Max® Plus 384). 

O ensaio utiliza um pepídeo luminogênico como substrato denominado 

alanil-alanilfenilalanil-aminoluciferina para mensurar atividade de proteases de 

células mortas. O substrato não possui capacidade de atravessar membrana de 

células intactas, se tornando seletivo a células que possuem dano através de uma 

luciferase recombinante e após a ligação é possível mensurar o brilho através da 

luminescência (Niles et al. 2007). 

 

3.7. Determinação da aderência celular 

Para determinar o efeito da EPIIS na aderência das células C20, 100.000 

células foram depositadas sobre lamínulas de vidro (13 mm), em quadruplicata, em 

placa de cultivo de 24 escavações, em meio DMEM F12 incompleto (sem adição 

de soro fetal bovino) e deixado por 4 horas para aderência celular, após esse 

período foi adicionado EPIIS nas concentrações 0,5, 4 ou 64 g/mL. Após, 

submetido por 2 ou 24 horas de incubação a 37 ºC em câmara de CO2 (5%).  

Depois as escavações foram lavavas, secas com ar quente, fixadas com 

metanol por 1 mim, secas novamente, coradas com solução de Giemsa a 10% por 

10 minutos e montadas em lâminas de microscopia para avaliação em microscopia 

óptica (40x) por um único observador. O percentual de aderência celular foi 

estimado pela quantificação das células em 10% da área da lamínula utilizando-se 
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a objetiva de 40x do microscópio Olympus, modelo BX41 número 00228712; a área 

da lamínula equivale a 133 mm2 (raio da lamínula = 6,5 mm) e a área da objetiva 

equivalente a 0,227 mm2 (raio da objetiva = 0,269 mm). Assim, dividindo-se a área 

da lamínula pela área da objetiva, tem-se que cada lamínula equivale a 586 campos 

da objetiva de 40x, logo, as células foram quantificadas em 59 campos e os 

resultados expressos em percentual (Kuckelhaus 2007b). 

 

3.8. Avaliação da produção de espécies reativas de nitrogênio (ERNs) 

A determinação das espécies reativas de nitrogênio (ERNs) foi realizada 

pela incubação das micróglias humanas (50 mil céls/escavação) tratadas ou não 

com 0,5, 4 ou 64µg/mL em sextuplicata, em placas de petri de fundo plano e 96 

escavações, em meio DMEM F12 suplementado com 10% de SFB, em câmara de 

CO2 a 37ºC por 24 horas; 50 ng/mL de LPS, 50 U/mL de TNF e a associação entre 

ambos foram utilizados como estímulos. Decorrido esse tempo, 50 µL de uma 

solução de trabalho contendo sonda 4- amino-methylamino-2-7-difluororescein 

diacetato (DAF-FM diacetato) com STF 37ºC e pH 7.2 foram incubadas por 1 hora, 

a membrana celular é permeável a esse composto e quando em contato com ERNs 

produz a 4-amino-methylamino-2-7-difluororescein (DAFFM).  

Após a adição da sonda às escavações, a placa foi re-incubada nas 

mesmas condições descritas por 1 h em ausência de luz. A placa foi centrifugada 

a 2000 rpm e 50 µL do sobrenadante foi retirado e armazenado para posterior 

ensaio de citocinas (descrito no item 3.11). Em seguida, as escavações foram 

lavadas com STF 37ºC, pH 7.2 para a homogeneização e posterior leitura no 

citometro LSR FortessaTM (BD, Biosciences Pharmingen, California, USA) com no 

mínimo 5 mil eventos. Os resultados foram então expressos em percentagem pelo 

FlowJo Software (Tree Star Inc). 

  

3.9. Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

Para a quantificação das espécies reativas de oxigênio, 50.000 

células/escavação foram distribuídas, em quintuplicata, em placa de 96 escavações 

com e sem presença de estímulo de peróxido de hidrogênio na concentração de 

100 nM e incubadas em câmara úmida a 37ºC, na presença de 5% de CO2 em ar 

por 30 min. Como controle positivo da produção de EROS foi utilizado 40 nM de 
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PMA (acetato de forbol meristato). Decorrido esse tempo, 50 μL de uma solução de 

trabalho contendo sonda DCFDA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate, 

ThermoFisher P36242) em STF 37ºC, pH 7.2 foram adicionados às escavações e 

depois re-incubadas nas mesmas condições descritas por 30 min no escuro, em 

seguida, as escavações foram homogeneizadas. A leitura foi realizada no citômetro 

LSR FortessaTM (BD, Biosciences Pharmingen, California, USA) com no mínimo 

10x10³ eventos. Os resultados foram expressos em percentagem pelo FlowJo 

Software (Tree Star Inc); o PMA (12-miristato 13-acetato) foi utilizado como controle 

positivo. 

 

3.10. Avaliação da produção de corpúsculos lipídicos 

 Para avaliar a concentração de corpúsculos lipídicos, 50 mil 

células/escavação foram distribuídas, em sextuplicata, em placa de 96 escavações 

com ou sem 50 ng/mL de lipopolissacarídeos (LPS) como estímulo, incubadas em 

câmara de CO2 a 37ºC por 4 horas para aderência celular e após o tratamento com 

0,5, 4 e 64 g/mL por 24 h. Decorrido este período, 50 µL de uma solução de 

trabalho contendo sonda BODIPY 493/503 (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-

Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene,ThermoFisher D3922) em STF 37ºC, pH 7.2 foi 

adicionada às escavações e depois re-incubadas nas mesmas condições descritas 

por 1 h com ausência de luz. Em seguida, as escavações foram lavadas com STF 

37ºC, pH 7.2 para a homogeneização e leitura no citômetro LSR FortessaTM (BD, 

Biosciences Pharmingen, California, USA) com no mínimo 5.000 eventos. Os 

resultados expressos em percentagem pelo FlowJo Software (Tree Star Inc). 

 

3.11. Avaliação da produção de citocinas Th1/Th2 e Th17 

Para quantificar as citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias foi obtido 

50L do sobrenandante do item 3.8 e mantido sob congelação (- 80 ºC) antes das 

análises. Para tanto, foi utilizado o Kit Citokine Human Th1/Th2/Th17 (BD™ CBA, 

USA), conforme as especificações do fabricante. Esse kit possui um reagente de 

detecção e sondas de captura aos quais possuem tamanhos e anticorpos 

específicos para cada citocina a ser mensurada permitindo assim a detecção e 

análise das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, INF-y e IL-17A.  
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  As amostras foram descongeladas à temperatura ambiente e então 25 µL 

foram transferidas, em triplicata, para Eppendorfs identificados, em seguida foram 

adicionados 50 µL das sondas de captura e 50 µL do reagente de detecção após 

homogeneização os mesmos foram incubados por 2 horas à temperatura ambiente 

sob fotoproteção. Depois de adicionar 200 µL do tampão de lavagem, 

homogeneizar e centrifugar a 200 x g por 5 minutos à temperatura ambiente, o 

sobrenadante foi desprezado e então, adicionados e homogeneizados 200 µL do 

tampão para reconstituir o volume final. Então, a leitura foi realizada no citômetro 

de fluxo LSRFortessa™ (BD™, USA) de acordo com as recomendações do 

fabricante. Os dados obtidos das análises foram convertidos para concentração no 

programa FCAP Array™ Software Version 3.0 (BD™, USA) e os resultados 

expressos em pg/mL. 

 

3.12. Determinação da capacidade fagocitária 

A função fagocitária foi avaliada em cultivos de células BV2, em duplicata, 

em placa de 24 escavações contendo lamínulas (13 mm) para a aderência das 

células. Assim, foram incubadas 200.000 céls/escavação em câmara de CO2 a 5 

% por 2 horas em 300 µL de meio DMEM F12 incompleto (sem adição de soro fetal 

bovino). Depois de lavadas para a remoção das células não aderidas, as células 

foram novamente incubadas nas mesmas condições por 24 horas na presença das 

concentrações 0,5, 4 e 64 µg/mL da EPIIS, na sequência, por mais 30 minutos na 

presença de uma suspensão de Saccharomyces cerevisiae (5 leveduras/célula) 

previamente incubadas com 10% de soro fetal bovino inativado - (fagocitose por 

receptores para padrões moleculares de patógenos). Finalizada a incubação, a 

placa contendo as células foi centrifugada (10 min com 2000 rpm) e o sobrenadante 

delicadamente descartado. Depois, as células foram secas com ar aquecido, 

fixadas com metanol por 1 mim, secas novamente e coradas com solução de 

Giemsa a 10% por 10 minutos. As análises foram feitas por um único observador 

ao microscópio óptico, pela quantificação de 200 células para determinar o 

percentual de células com leveduras internalizadas e o total de leveduras ingeridas. 

Os resultados foram expressos pelo Índice Fagocitário (IF) (média de leveduras 

ingeridas x percentual de células envolvidas na fagocitose). 
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3.13. Avaliação da produção de radical superóxido 

A avaliação da produção de radicais livres foi realizada por meio do teste do 

NBT (Nitro blue tetrazolium) que é uma substância incolor, mas que na presença 

de radical superóxido é reduzida, adquirindo uma cor azulada (Choi et al. 2006). 

Assim, foram incubadas em duplicata 60.000 células BV-2 devidamente 

identificadas em uma placa de 24 poços com lamínulas redondas de vidro (13 mm) 

e deixadas 4 horas em estufa a 37 ºC com 5% de CO2 para a aderência. Após esse 

período as células foram incubadas com 0.0, 0.5, 4 ou 64 µg/mL por 2 horas ou 24 

horas nas mesmas condições. Depois foi adicionado 50 µL da solução de NBT (50 

mg/mL) por 30 minutos, a placa então foi centrifugada e o sobrenadante 

delicadamente removido.  

Depois, uma gota de Hanks-triz com 40% de SFB foi adicionada a todas as 

escavações e, então, as células foram secas com ar quente, fixadas com metanol 

por um minuto, novamente secas e coradas com uma solução de safranina (1,4g 

em 100 mL água e 40 mL de glicerol) por 5 minutos. As células foram analisadas 

em microscopia óptica (1000 x de aumento) e os resultados expressos em 

percentagem de células da seguinte maneira: 1) redução basal (sem adição de 

leveduras); 2) células que reduziram o NBT e fagocitaram leveduras; 3) células que 

reduziram, mas não fagocitaram; 4) células que não reduziram, mas fagocitaram e; 

5) células que não reduziram nem fagocitaram. 

 

3.14. Análise estatística 

A distribuição das variáveis (normalidade) foi avaliada pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov e a variabilidade das variáveis pelo teste de Bartlett. Para as 

múltiplas comparações (> de 2 grupos) foram utilizados o teste de ANOVA 

(normalidade, p > 0,05) ou Kruskal-Wallis (normalidade, p < 0,05) e duas amostras 

dependentes foram comparadas pelos testes t-pareado (normalidade, p > 0,05) ou 

Wilcoxon (normalidade, p < 0,05). Diferenças entre as variáveis foram significativas 

quando a probabilidade bi-caudal da sua ocorrência devida ao acaso (erro tipo I) 

for menor que 5% (p < 0,05). O programa Prism 5® software package (GraphPad, 

USA) foi utilizado paras as análises e para a representação gráfica dos resultados. 
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4.1. Avaliação da viabilidade das micróglias  

Para determinar a viabilidade das células C20 (24 horas) ou BV2 (2 e 24 

horas) incubadas com diferentes concentrações de epiisopilosina utilizou-se o 

método colorimétrico da redução do sal de MTT (amarelo) a cristais de formazan 

(azul) pelas células viáveis e o método de emissão de quimioluminescência por 

células viáveis na presença da enzima luciferase fornecida conforme descrito 

anteriormente. 

 

4.1.1. Redução do MTT por células C20 

Os resultados obtidos através do MTT de cultivos de células C20 tratados 

com EPIIS apresentaram redução sem dose dependência em todas as 

concentrações testadas (0,5 a 128 µg/mL) quando comparados ao grupo controle. 

Os valores se apresentaram de forma parecida variando entre 60,30 ± 16,27 para 

a primeira concentração (0,5 µg/mL) e 69,42 ± 11,38 para a maior concentração 

(128 µg/mL) sendo a menor viabilidade encontrada na concentração 2 µg/mL 

(média 55,1% ±15,9) e a maior na concentração 128 µg/mL (69,4 ± 11,4) (Figura 

5A). 

 

4.1.2. Quimioluminescência 

Para validar os testes de viabilidade das células C20, foi utilizado o método 

de quimioluminescência com as mesmas condições utilizadas para o MTT, os 

resultados se comportaram de maneira diferente entre os testes com aumento da 

viabilidade nas concentrações testadas 0,5 µg/mL (164,8 ± 26,16 % RLU), 1 µg/mL 

(189,8 ± 30,8 % RLU), 2 µg/mL (173,6 ± 5,9 % RLU) e 4 µg/mL (285,4 ± 33,71 % 

RLU), 8 (242,1 ± 29,2 % RLU), 16 µg/mL (225,7 ± 33,1 % RLU) e 32 µg/mL (207,1 

± 13,5 % RLU) e dimininuição na concentração 128 µg/mL (7,6 ± 12,6 % RLU); 

comparado ao controle basal, não houve alteração na viabilidade celular com 64 

µg/mL (91,7 ± 97,5 % RLU) (Figura 5B). 
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Figura 5. Percentual de células C20 viáveis incubadas por 24 horas com diferentes 

concentrações de epiisopilosina (0 a 128 µg/mL) avaliada pela redução do MTT (A) e por 

quimioluminescência (B). Os resultados mostraram que a redução do MTT foi similar entre 

as células tratadas ou não com a epiisopilosina (ANOVA, p > 0,05), enquanto que pela 

quimioluminescência houve maior % de emissão nas escavações tratadas com 1 ou 4 a 32 

µg/mL, mas houve redução com 128 µg/mL da substância, na comparação com o controle 

(0 µg/mL) (ANOVA, p < 0,0001). Estão mostrados as médias e os desvios padrão. 

 

 

4.2. Avaliação da viabilidade das células BV-2 

A incubação das células BV2 com diferentes concentrações de EPIIS por 2 

horas resultou, em que, apenas a menor delas (0,5 µg/mL = 130,9% ± 19,1%) 

afetou o metabolismo mitocondrial das células, aumentando em ~31% na 

comparação com o controle (0,0 µg/mL = 100,0% ± 0,8%) (Teste t pareado, p < 
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0,05); as demais concentrações não afetaram a viabilidade celular/metabolismo 

mitocondrial, quando comparado ao controle (Teste t pareado, p > 0,05) (Figura 

6A).  

Diferentemente de 2 horas, a incubação das células BV2 por 24 horas 

mostrou que as três maiores concentrações aumentaram o metabolismo celular na 

comparação com o controle, sendo de 132,2% ± 5,5% para 32 µg/mL, de 116,9% 

± 5,6% para 64 µg/mL e de 126,5% ± 11,2% para 128 µg/mL (Teste t pareado, p < 

0,05); não houve diferença entre os percentuais do controle a as menores 

concentrações de EPIIS (0,5 a 16 µg/mL) (Teste t pareado, p > 0,05) (Figura 6B).  
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Figura 6. Percentual de células BV-2 viáveis incubadas por 2 (A) ou 24 (B) horas com 

diferentes concentrações de EPIIS (0 a 128 µg/mL) avaliada pela redução do MTT. Os 

resultados mostraram que 0,5 µg/mL de EPIIS por 2 horas e as 3 maiores concentrações 

por 24 horas aumentaram o % de células que reduziram o MTT (Teste t pareado, p < 0,05), 

na comparação com o controle, as demais concentrações por 2 ou 24 horas não afetaram 

o metabolismo mitocondrial das células (Teste t pareado, p < 0,05). Estão mostrados as 

médias e os desvios padrão. 



 

 

28 

 

4.3. Determinação do percentual de células C20 aderidas  

Para determinar o percentual de células aderidas sobre lamínulas, 100 x 

103 células/escavação foram incubadas com diferentes concentrações de EPIIS por 

24 horas. Os resultados mostraram redução no percentual de células aderidas nas 

escavações incubadas com 0,5 µg/mL,4 µg/mL e 64µg/mL (p < 0,05) (Figura 7). 

 

Figura 7. Percentual de células C20 aderidas nas lamínulas depois da incubação por 24 

horas com diferentes concentrações de epiisopilosina. Os resultados mostraram que 4,0 

ou 64,0 µg/mL do alcaloide reduziu o percentual de células aderidas, em comparação com 

o controle (0,0 µg/mL). Acima, estão representadas as medianas, os quartis, os valores 

máximos e mínimos e os pontos extremos. 

 

4.4. Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

4.4.1. Células não estimuladas 

A avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) foi 

realizada por citometria de fluxo conforme descrito no item 3.9, as células foram 

submetidas ou não ao estímulo de PMA. Os dados obtidos demonstraram 

alterações significativas na produção de EROs nas condições estudadas. Houve 

aumento do controle basal de 149,4 ± 32,6 para 242,4 ± 74,0 na concentração mais 

baixa da molécula (0,5 µg/mL), 238,2 ± 33,9 com a concentração intermediária (4 

µg/mL) e para 270,6 ± 27,5 para a concentração mais alta testada (64 µg/mL) 

(Figura 8A). Os resultados foram expressos em unidade %MFI. 

4.4.2. Células estimuladas com PMA 

Os dados obtidos das micróglias tratadas com 0,5, 4 e 64 µg/mL que foram 

estimuladas com PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) se assemelham aos das 
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células que não possuíam estímulo. Houve um aumento da produção quando 

comparado ao controle basal (149,4 ± 32,6) para as concentrações 0,5, 4 e 64 

µg/mL (259,6 ± 57,16, 235,8 ± 18,73 e 276,6 ± 28,38, respectivamente) (Figura 8B). 
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Figura 8. Produção de espécies reativas de oxigênio por células C20 tratadas com 

diferentes concentrações de EPIIS (0,5, 4 ou 64 µg/mL) por 24 horas, com e ou sem 

estímulo de PMA. Os resultados demonstraram que houve maior produção de EROS com 

64,0 µg/mL de EPIIS na comparação com o controle (0,0 µg/mL), com ou sem o estímulo 

com PMA. Estão mostrados as medianas, quartis, valores máximos e mínimos e pontos 

extremos. 

 

4.5. Avaliação da produção de espécies reativas de nitrogênio (ERNs) 

Os resultados da produção de ERNS estão mostrados na figura 9. 

4.5.1. Células não estimuladas 

A produção de espécies reativas de nitrogênio (ERNs) foi avaliada com ou 

sem estímulos na presença das concentrações 0,5, 4 e 64 µg/mL. Os resultados 
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mostraram que a incubação com a maior concentração de EPIIS (64,0 µg/mL) 

aumentou a produção basal de ERNS (423 %MFI) na comparação com o controle 

(256,0 %MFI). As demais concentrações de EPIIS não afetaram a produção de 

ERNs, na comparação com o controle (0,5 µg/mL = 347,0 %MFI; 4,0 µg/mL = 299,0 

%MFI) (Figura 9A). 

4.5.2. Células estimuladas com LPS 

A incubação das células com as três concentrações de EPIIS (0,5 µg/mL = 

286,0 %MFI; 4,0 µg/mL = 294,5 %MFI; 64,0 µg/mL = 315,5 %MFI), quando 

estimuladas com LPS, não afetaram a produção de ERNs, na comparação com o 

controle (0,0 µg/mL = 278,5 %MFI) (Figura 9B). 

4.5.3. Células estimuladas com TNF 

As células quando estimuladas com TNF não apresentaram alteração na 

produção de ERNs quando incubadas com as três concentrações de EPIIS (0,5, 4 

e 64 µg/mL), na comparação com o controle (323,5 %MFI), sendo 347,5 %MFI para 

a menor concentração (0,5 µg/mL), 361,5 %MFI para a concentração intermediária 

(4 µg/mL) e 339,0 %MFI para a maior concentração (64 µg/mL) (Figura 9C).  

4.5.4. Células estimuladas com LPS + TNF 

O tratamento com as concentrações de EPIIS descritas acima não afetou 

a produção de ERNs pelas células quando estimuladas com TNF e LPS associados 

na comparação com o controle (288,0 %MFI), sendo 300,5 %MFI (0,5 µg/mL), 

288,0 %MFI (4 µg/mL) e 250,0 (64 µg/mL) (Figura 9D).  

 

A figura 10 mostra a produção de ERNS pelas células C20 incubadas com 

os diferentes estímulos. Os resultados avaliados pelo teste t pareado mostraram 

que a produção basal dessa espécie reativa aumenta com 64 µg/mL de 

epiisopilosina. No entanto, essa produção de ERNS foi inibida com a adição de 50 

ng/mL de LPS ou quando se adicionou LPS (50 ng/mL) acrescido com 50 U/mL de 

TNF (p < 0,05). 
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Figura 9. Produção de espécies reativas de nitrogênio por células C20 tratadas diferentes 
concentrações de EPIIS (0,5, 4 ou 64 µg/mL) por 24 horas, na presença ou não de 
diferentes estímulos (LPS, TNF, LPS+TNF). Os resultados mostraram que a incubação com 
a maior concentração de EPIIS (64,0 µg/mL) aumentou a produção basal de ERNS na 
comparação com o controle (A); a incubação das células com os diferentes estímulos não 
afetou a produção de ERNS quando estas foram incubadas com as três concentrações de 
EPIIS (B, C, D). Estão mostrados as medianas, quartis, valores máximos e mínimos e 
pontos extremos. 
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Figura 10. Produção de ERNS pelas células C20 incubadas com os diferentes estímulos. 
Os resultados avaliados pelo teste t pareado mostraram que a produção basal dessa 
espécie reativa aumenta com 64 µg/mL de epiisopilosina. No entanto, essa produção de 
ERNS foi inibida com a adição de 50 ng/mL de LPS ou quando se adicionou LPS (50 ng/mL) 
acrescido com 50 U/mL de TNF (p < 0,05). Estão mostrados as medianas, quartis, valores 
máximos e mínimos e pontos extremos. 
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4.6. Avaliação da produção de corpúsculos lipídicos 

A figura 11 mostra a produção de corpúsculo lipídico por células C20 

incubadas na presença de 3 concentrações de EPIIS (0,5, 4 ou 64 µg/mL) e na 

presença de LPS, TNF ou ambos os estímulos. 

4.6.1. Células não estimuladas 

Na ausência de estímulo (produção basal), a menor concentração de EPIIS 

aumentou a produção dos corpúsculos lipídicos pelas células C20, na comparação 

com o controle (0,0 µg/mL = 218,3 ± 103,1 %MFI; 0,5 µg/mL = 384,0 ± 137,6 %MFI) 

(Teste t, p < 0,05). As demais concentrações de EPIIS não afetaram a média±DP 

com 4,0 µg/mL (212,3 ± 103,1 %MFI) ou a mediana com 64,0 µg/mL (209,0 %MFI) 

da produção de corpúsculos lipídicos (p > 0,05) (Figura 11A). 

4.6.2. Células estimuladas com LPS 

Após estimulação com LPS, a produção de CL pelas células C20 incubadas 

com 64 µg/mL (173,0 %MFI) de EPIIS foi reduzida na comparação com o controle 

estimulado (330,0 %MFI). A produção de CL avaliada com as demais e na presença 

do LPS não foi afetada na comparação com o controle (0,5 µg/mL = 190,0 %MFI; 4 

µg/mL = 218,5 %MFI) (Figura 11B). 

4.6.3. Células estimuladas com LPS + TNF 

Nenhuma das concentrações de EPIIS afetou a produção de CL pelas 

células C20 estimuladas com LPS e TNF associados na comparação com o 

controle (0,0 µg/mL = 194,5 %MFI; 0,5 µg/mL = 177,0 %MFI; 4 µg/mL = 174,5 

µg/mL; 64 µg/mL = 176,5 %MFI) (Figura 11C). 
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Figura 11. Produção de corpúsculos lipídicos (CL) por células C20 tratadas com as três 

concentrações de EPIIS (0,5, 4 e 64 µg/mL), com ou sem estímulos de LPS e TNF sozinhos 

ou associados. Os resultados mostraram, na comparação com o controle, que a produção 

basal aumentou com a menor concentração (0,5 µg/mL), mas não com as demais 

concentrações (4,0 e 64,0 µg/mL) (A). Na presença de LPS, a produção de CL foi menor 

do que o controle quando as células foram incubadas com 64 µg/mL; as demais 

concentrações não afetaram a produção de CL (B). Na presença de LPS+TNF, as 

diferentes concentrações de EPIIS não afetaram a produção de CL (C). Estão mostrados 

as medianas, quartis, valores máximos e mínimos e pontos extremos. 
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A figura 12 mostra a produção de ERNS pelas células C20 incubadas com 

os diferentes estímulos. Os resultados avaliados pelo teste t pareado mostraram 

que a produção basal de ERNs aumentou com 0,5 µg/mL de EPIIS, mas foi inibida 

com 64 µg/mL de EPIIS, retomando os níveis do controle; as três concentrações de 

EPIIS na presença dos estímulos (LPS, TNF ou LPS+TNF) não afetaram a 

produção de CL, quando comparados entre si ou com o controle (p < 0,05). 
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Figura 12. Produção de corpúsculos lipídicos (CL) por células C20 tratadas com as três 

concentrações de EPIIS (0,5, 4 e 64 µg/mL), com ou sem estímulos de LPS e TNF, isolados 

ou associados. Os resultados mostraram, na comparação com o controle (basal) e na 

ausência de estímulo, houve maior produção de CL com 0,5 µg/mL e comparado à esta 

concentração houve redução dos CL com 64 µg/mL (Teste t pareado; p < 0,05). Não houve 

diferenças entre os demais tratamentos (p > 0,05). Estão mostrados as medianas, quartis, 

valores máximos e mínimos e pontos extremos. 

 

4.7. Avaliação da produção de citocinas 

A produção de citocinas pelas células C20 incubadas com três 

concentrações de EPIIS por 24 horas foi avaliada com ou sem o estímulo com LPS. 

Os resultados estão mostrados na tabela 1. 
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4.7.1. Células não estimuladas 

Os resultados mostraram que a incubação das células com 0,5 µg/mL de 

EPIIS aumentou a produção basal de IL-17A, na comparação com o controle (Teste 

t, p < 0,05). A produção basal das citocinas IL-2, IL-6, FNT, INF, IL-4 ou IL-10 não 

foram afetadas pela incubação das células com as três concentrações de EPIIS (p 

> 0,05). 

4.7.2. Células estimuladas com LPS 

Os resultados mostraram, na comparação com o controle, redução da 

produção estimulada (LPS) de IL-6 com 0,5 µg/mL de EPIIS e aumento de IL-17 

com 64,0 µg/mL de EPIIS (Teste t, p < 0,05). A produção estimulada das citocinas 

IL-2, FNT, INF, IL-4 ou IL-10 não foram afetadas pela incubação das células com as 

três concentrações de EPIIS (p > 0,05). 

 

Tabela 1. Produção de citocinas por células C20 incubadas com diferentes 

concentrações de epiisopilosina por 24 horas. 

Produção de 
citocinas (pg/mL) 

Epiisopilosina (µg/mL) 

Basal Estimulado com 50 ng de LPS Teste, 
valor 
de p 0,0 0,5 4,0 64,0 0,0 0,5 4,0 64,0 

 

Interleucin - 2  

8,2 

± 

0,8 

7,9 

± 

1,5 

7,6 

± 

0,8 

9,8 

± 

23,1 

8,6 

± 

2,2 

6,8 

± 

0,9 

9,4 

± 

10,8 

9,1 

± 

3,1 

ANOVA 

p > 0,05 

Interleucin - 6  

50,8 

± 

8,4 

42,4 

± 

5,5 

47,7 

± 

8,0 

54,2 

± 

5,5 

64,5 

± 

5,0 

45,1 

± 

0,6 

52,7 

± 

10,8 

66,9 

± 

3,1 

ANOVA 

p = 0,008 

Interleucin - 17A 

3,8 

± 

1,1 

4,9 

± 

1,2 

4,4 

± 

2,1 

4,7 

± 

0,4 

6,7 

± 

1,1 

4,3 

± 

0,9 

7,2 

± 

1,8 

7,5 

± 

0,2 

Teste t 

p = 0,013 

Fator de necrose 
tumoral  

0,0 

± 

0,0 

0,0 

± 

0,0 

0,0 

± 

0,0 

15,1 

± 

26,1 

12,9 

± 

22,3 

0,0 

± 

0,0 

0,0 

± 

0,0 

5,5 

± 

7,2 

ANOVA 

p > 0,05 

Interferon - γ   

7,9 

± 

0,7 

8,1 

± 

0,8 

7,7 

± 

0,6 

9,2 

± 

2,3 

8,8 

± 

2,4 

7,7 

± 

0,7 

8,2 

± 

0,4 

9,0 

± 

1,3 

ANOVA 

p > 0,05 

 

Interleucin - 4  

0,0 

± 

0,0 

0,0 

± 

0,0 

0,0 

± 

0,0 

8,5 

± 

14,8 

6,3 

± 

10,9 

0,0 

± 

0,0 

0,0 

± 

0,0 

0,0 

± 

0,0 

ANOVA 

p > 0,05 

Interleucin – 10 

7,6 

± 

0,2 

7,8 

± 

0,1 

7,5 

± 

0,7 

9,2 

± 

2,2 

8,8 

± 

2,2 

7,5 

± 

0,5 

8,7 

± 

1,3 

9,0 

± 

0,4 

ANOVA 

p > 0,05 
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4.8. Avaliação do tempo de incubação da epiisopilosina na função celular 

Para avaliar o tempo de incubação (2 ou 24 horas) na função celular, 

células semi aderentes da linhagem BV2 foram incubadas com diferentes 

concentrações de epiisopilosina (0,5, 4,0 ou 64 µg/mL). Depois da incubação 

avaliou-se a capacidade fagocitária e a produção do radical superóxido.  

4.8.1. Capacidade fagocitária  

Os resultados mostraram que após 2 horas de incubação com 4 µg/mL do 

alcaloide houve, na comparação com o controle (0,0 µg/mL), aumento do índice 

fagocitário pelo maior percentual de células envolvidas na fagocitose. Também, na 

comparação com o controle (0,0 µg/mL), houve redução do índice fagocitário com 

as menores concentrações do alcaloide (0,5 ou 4,0 µg/mL) depois de 24 horas de 

incubação, sobretudo pela redução no percentual de células fagocitantes, assim 

como pelo menor número de leveduras ingeridas (p < 0,05) (Figura 13, 14; tabela 

2). 

Os resultados mostraram também que o tempo de incubação das células 

BV2 afetou a capacidade fagocitária do controle, uma vez que decorridas 24 horas, 

houve aumento do índice fagocitário pelo maior percentual de células fagocitantes 

e pela maior média de leveduras ingeridas, na comparação com 2 horas de 

incubação. Quanto ao efeito do alcaloide, os resultados mostraram que a maior 

concentração da epiisopilosina (64 µg/mL) aumentou a média de leveduras 

ingeridas depois de 24 horas na comparação com 2 horas de incubação (Figura 13, 

14; tabela 2). 

 

Tabela 2. Capacidade fagocitária de células BV-2 incubadas com diferentes concentrações 

de epiisopilosina por 2 ou 24 horas. 

Parâmetros da 
fagocitose 

Epiisopilosina (µg/mL) 

0,0  0,5  4,0  64,0  

2h 24h 2h 24h 2h 24h 2h 24h 

% células envolvidas  
na fagocitose 

8,6±2,1* 23,1±3,7 13,4±6,5 10,5±2,6 17,5±3,0* 14,5±2,2 14,9±2,1 17,8±4,5 

Média de leveduras 
ingeridas 

0,1±0,0 0,2±0,0#@ 0,1±0,1 0,1±0,1# 0,1±0,3 0,1±0,2@ 0,1±0,0* 0,2±0,0* 

Índice fagocitário 0,8±0,4* 5,6±1,2#@ 2,4±2,0 1,2±0,6# 3,2±1,1* 2,2±0,7@ 2,3±0,6 3,4±1,6 

(*) Em cinza tem-se os pares que diferem estatisticamente (Teste t pareado, p < 0,05); 
(* # @) Os símbolos indicam os pares com diferenças estatísticas. 
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Figura 13. Capacidade fagocitária das células BV-2 incubadas com diferentes 

concentrações de epiisopilosina por 2 (esquerda) ou 24 (direita) horas. Os resultados 

mostraram que após 2 horas de incubação com 4 µg do alcaloide aumentou o índice 

fagocitário pelo maior % de células envolvidas na fagocitose (esquerda). Também, houve 

redução do índice fagocitário com as menores concentrações do alcaloide (0,5 ou 4,0 µg) 

depois de 24 horas de incubação, sobretudo pela redução no % de células fagocitantes, 

assim como pelo menor número de leveduras ingeridas (p < 0,05). Estão mostradas as 

medianas, quartis, valores máximos e míninos e os pontos extremos.  
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Figura 14. Fotomicrografias de células BV2 incubadas por 2 (esquerda) ou 24 (direita) 

horas representativas dos resultados da fagocitose obtidos para o controle (0,0 µg/mL) e 

para 64 µg/mL de epiisopilosina. Observar as leveduras internalizadas (círculo) ou aderidas 

(setas). Coloração Giemsa 10%, aumento de 1000 vezes. 
 

4.8.2. Radical superóxido – Teste do NBT 

Os resultados representados na figura 15 mostram que as três 

concentrações de epiisopilosina incubadas por 2 horas inibiram o percentual de 

células BV2 capazes de produzir o radical superóxido (02º), em 59% para 0,5 µg/mL 

(1,4% ± 0,4%), em 48% para 4,0 µg/mL (1,8% ± 0,6%) e em 38% para 64,0 µg/mL 

(1,3% ± 0,5%), na comparação com o controle (0,0 µg/mL = 3,4% ± 1,3%) (ANOVA, 

p = 0,028).  

Contrariamente, a incubação das três concentrações de epiisopilosina por 

24 horas 0,5 µg/mL (2,5% ± 1,2%), 4,0 µg/mL (2,0% ± 0,4%) ou 64,0 µg/mL (2,6% 

± 0,5%) não afetaram o percentual de células capazes de reduzir o sal de NBT 

(produção do radical 02º), quando comparadas ao controle (3,6% ± 0,8%) (ANOVA, 

p > 0,05). 
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Também, os resultados mostraram que a incubação das células BV2 com 

64 µg/mL por 2 horas (1,3% ± 0,6%) foi menor do que por 24 horas (2,6% ± 0,5%) 

(Teste t pareado, p = 0,026). 
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Figura 15. Percentual de células BV2 que produziram o radical superóxido (O2
º) pelo 

método de redução do sal de NBT. As células (6 x 104/escavação) foram incubadas com 

diferentes concentrações de epiisopilosina por 2 ou 24 horas. Os resultados mostraram 

que as três concentrações do alcaloide reduziram o % de células que produziram o radical 

O2
º (ANOVA, p = 0,028) com 2 horas de incubação, mas não com 24 horas (ANOVA, p > 

0,05). Também, 64 µg/mL diminuiu o % de células que produziram o radical (O2
º) com 2 

horas, na comparação com 24 horas de incubação. Estão mostrados as médias e os 

desvios padrão.  
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4.9. Sumários de resultados  

Ensaios 
Epiisopilosina (µg/mL) 

0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 

MTT C20 
         

Quimioluminescencia 
(C20) 

         

MTT BV2 – 2 horas  - - - - - - - - 

MTT BV2 – 24 horas - - - - - -    

Aderência celular 
 

  
 

   
 

 

Capacidade fagocitária (2 
horas) 

-   
 

   -  

Capacidade fagocitária (24 
horas) 

 
  

 
     

NBT (2 horas) 
 

  
 

   
 

 

NBT (24 horas) -   -    -  

EROS S/E          

EROs + PMA    
 

     

ERNs S/E -   -    
 

 

ERNs + LPS -   -    -  

ERNS + TNF -   -    -  

ERNS +LPS + TNF -   -    -  

CL S/E    -    -  

CL LPS -   -    
 

 

CL LPS + TNF -   -    -  

IL-2 S/E    -    -  

IL-2 + LPS -   -    -  

IL-6 S/E -   -    -  

IL-6 + LPS 
 

  -    -  

IL- 17A S/E    -    -  

IL-17A + LPS -   -    
 

 

TNF S/E -   -    -  

TNF + LPS -   -    -  

INF- γ S/E -   -    -  

INF- γ + LPS -   -    -  

IL-4 S/E -   -    -  

IL-4 + LPS -   -    -  

IL-10 S/E -   -    -  

IL-10 + LPS -   -    -  
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Esse estudo avaliou a função de micróglias, humana e murina, incubadas 

com diferentes concentrações do alcalóide epiisopilosina (EPIIS), na presença ou 

ausência de diferentes estímulos celulares. Considerando a função inata dos 

macrófagos na resposta aos agentes infecciosos e nas patologias imunológicas, a 

identificação de compostos que modulam a resposta imunitária torna-se um 

importante alvo de pesquisa. Assim, os efeitos da EPIIS observados nesse estudo 

para as duas linhagens de micróglias (C20 e BV2) mostraram que esse alcaóide 

pode ser capaz de alterar a resposta imune inata e ser um alvo para posterior 

aplicações biomédicas. 

Como dito anteriormente, os alcaloides interagem com receptores celulares 

ativando ou inibindo diferentes vias celulares. É dessa interação que são 

observados os efeitos antimicrobianos, antiparasitários, antivirais, antiinflamatórios 

e imunomodulatórios reportados para as diferentes classes de alcaloides. 

 

5.1.  Considerações sobre o metabolismo mitocondrial e a produção de 

espécies reativas 

A pesquisa básica é de extrema importância para eliminar agentes que não 

sejam relevantes antes que sejam aplicados recursos desnecessários. É estimado 

que o custo associado ao desenvolvimento de um fármaco desde os testes iniciais 

até a disponibilização no mercado seja de aproximadamente US$868 milhões. O 

uso de culturas celulares para triar potenciais compostos terapêuticos é comum nas 

pesquisas pré-clínicas porque elas podem mimetizar doenças ou organismos 

específicos (Van et al. 2015).  

Para esse estudo, inicialmente foi analisado a viabilidade celular para as 

células C20 e BV2 quando incubadas com as concentrações 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 

64 e 128 µg/mL com o objetivo de avaliar se elas permaneciam viáveis ou não após 

a incubação e determinar as concentrações baixa, intermediária e alta do composto 

que seriam utilizadas nos ensaios subsequentes. Para as micróglias humanas foi 

realizado dois métodos diferentes, a redução do sal MTT e o teste de 

quimioluminescência.  

As mitocôndrias são organelas presentes nas células eucarióticas 

responsáveis pela respiração celular e o NADPH são os carreadores de elétrons 

dentro dessa organela e seu produto final é o ATP (Pereira et al. 2012). A atividade 
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metabólica é uma forma de averiguar se as células possuem ou não viabilidade 

após um determinado estímulo. A redução do sal MTT possibilita essa mensuração 

indireta porque ele utiliza de enzimas desidrogenases mitocondriais para medir 

indiretamente a atividade dos nucleotídeos NADH/NADPH, seus substratos (Liu et 

al. 1997).  

Após realização do ensaio MTT, foi observado uma redução da viabilidade 

celular sem dose dependência com a incubação de células C20 por 24 horas com 

as concentrações citadas acima quando comparadas com o controle e obtivemos 

CC50 na concentração 2 µg/mL da molécula com viabilidade de 55,1%. Os valores 

da viabilidade variaram entre 60,3% para a menor concentração testada (0,5 

µg/mL) e 69,42% para a maior concentração (128 µg/mL) (p>0,05). Diferindo dos 

estudos de Rocha (2017) que após a incubar células vero (células de rins de 

macaco) com 1,5, 3,12, 6,25 e 12,5 µg/mL da EPIIS por 2, 24 e 48 horas as células 

permaneceram com viabilidade maior que 95%. 

Para avaliar a redução do MTT pelas células murinas as mesmas 

concentrações foram incubadas por 2 ou 24 horas. A menor concentração testada 

(0,5 ug/mL) resultou em um aumento significativo da viabilidade celular quando 

comparado ao controle em 31% (p< 0,05), porém as demais concentrações não 

apresentaram diferenças significativas nas condições testadas (p > 0,05). O mesmo 

pode ser observado nos estudos de Sousa (2023) que ao realizar o teste de 

viabilidade pelo ensaio de LDH (lactato desidrogenase) com células BV2 tratadas 

com EPI nas concentrações 1, 10, 25, 50 e 100µg/mL por 1 hora, as células 

permaneceram viáveis. Corroborando também com Rocha (2019), quando relatou 

que a viabilidade celular de neutrófilos humanos parece não alterar quando 

incubados por 30 minutos e/ou 1 hora. 

Em contraste, quando incubadas por 24 horas em condições iguais, as 

células BV2 não apresentaram redução nas concentrações mais baixas, entretanto 

os valores foram aumentados nas concentrações mais altas do composto com 

percentuais de 132,2% (32 µg/mL), 116,9% (64 µg/mL), 126,5% (128 µg/mL). 

Sousa (2023) também obteve um resultado semelhante ao realizar o mesmo ensaio 

com as concentrações mais baixas da EPI sem alterações da viabilidade celular. 

Entretanto, as maiores concentrações pareceram afetar o metabolismo 

mitocondrial desse tipo celular.  
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Para validar o teste de MTT realizado com as células humanas foi realizado 

o teste de quimioluminescência. A viabilidade se mostrou distinta do teste inicial 

com um aumento significativo em comparação ao controle (p < 0,0001) desde a 

menor concentração (0,5 µg/mL) com 164,8% RLU até a concentração (32 µg/mL). 

A concentração 64 µg/mL permaneceu viável quando comparada ao controle e foi 

reduzida drasticamente na maior concentração da molécula (128 µg/mL).  

As respostas celulares a um determinado estímulo podem variar de acordo 

com o ambiente (Van et al. 2015). A discrepância observada entre os estudos pode 

se atribuir a diversas variáveis que incluem diferentes características das células 

que foram utilizadas em cada estudo. Isso foi claramente demonstrado por Sá 

(2021) quando relatou em seus estudos in silico, média toxicidade para células 

Caco-2 (célula intestinal humana) com aproximadamente 22% de toxicidade e baixa 

toxicidade para células de linhagem MDCK (células renais de cachorro) com 

aproximadamente 9%.   

Outro fator a ser considerado é a diferença nos protocolos experimentais 

que possuem grande importância ao decorrer da pesquisa. Entretanto, os 

resultados podem indicar que a EPIIS possui citotoxicidade especificamente para 

as células C20. Entretanto, Sá (2021) também relatou que a toxicidade aguda foi 

negativa para ratos e camundongos, além de alta solubilidade da molécula e 

consequente biodisponibilidade. Isso indica que mais testes a respeito da atividade 

de EPIIS em células C20 e outros tipos celulares devem ser realizados. 

Um ponto importante a ser discutido é que apesar de até o momento ser 

desconhecida a meia vida da EPIIS (C16H18O3N2; peso molecular de 286,33 g/mol), 

a sua estrutura guarda semelhança com a da pilocarpina (C11H16N2O2; PM = 

208.26), cuja meia vida varia entre 0,76 minutos a 1,3 hora (Hendrickson et al. 2003; 

DBO 2023). Considerando a similaridade entre ambas as moléculas e a baixa meia 

vida comuns aos alcaloides, é possível que a incubação das micróglias com a EPIIS 

por duas horas reflita o efeito precoce desse alcaloide, durante e depois de sua 

metabolização no citoplasma das células. Também, é possível que os efeitos da 

EPIIS observados depois de 24 horas de incubação reflitam a 

modificação/modulação das vias celulares sofridas pelas células, o que pode ser 

compreendido como um efeito prolongado, tanto do alcaloide ou mesmo de seus 

metabólitos.  
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Os estudos de Lucio (2000) mostraram o possível efeito em curto tempo da 

molécula através de seus resultados nos testes de toxicidade in vivo com a EPIIS 

que sugerem que a atividade geral nos camundongos reduz de forma dose 

dependente de 30 minutos às 2 horas de administração, provavelmente devido a 

degradação da molécula a benzaldeído e posterior pilosina (moléculas que são 

descritas como sendo farmacologicamente inativas) (Lucio et al. 2000). 

Após analisar os dados e a possível atividade biológica foram definidas três 

concentrações, baixa (0,5 µg/mL), intermediária (64 µg/mL) e alta (128 µg/mL) para 

os ensaios funcionais. 

As espécies reativas de oxigênio (EROS) são moléculas que contém em 

sua conformação um ou mais átomos de oxigênio e podem se apresentar como 

radicais livres reativos (como no caso dos radicais hidroxilia (•OH), radicais peroxil 

(•OOH), alcoxil (•OOR) e ânion superóxido (O2 •−)) ou como não radicais (oxigênio 

singleto (1O2), ozônio (O3) e o ânion hipoclorito (OCl−) e peróxido de hidrogênio 

(H2O2)). Essas moléculas são produzidas nos processos oxidativos da 

metabolização das células em resposta uma sinalização e o aumento delas pode 

estar relacionado a danos celulares de estresse oxidativo (Herb & Schramm 2021; 

Chen & Butow 2005). 

As enzimas NADPH oxidades (Nox), proteínas de membrana, levam 

NADPH para o O2 gerando o ânion superóxido que na mariz mitocondrial é 

dismutado e transformado em H2O2. Essa produção é importante na sinalização 

imunológica e ocorre nos macrófagos após a fagocitose com o objetivo de destruir 

um determinado agente estranho em seus fagossomas. Essas espécies reativas 

(ER) interagem com moléculas celulares e, em excesso, podem causar a 

peroxidação de lipídeos, oxidar proteínas, inativar enzimas e ativar vias celulares 

pró-inflamatórias como na produção de FNT, interleucinas e TGF-β (Herb & 

Schramm 2021; Ferrari et al. 2009). 

A geração de espécies reativas é sobretudo um importante mecanismo 

imunitário inato dos macrófagos para a eliminação de agentes infecciosos, mas 

quando produzidos em excesso, são capazes de provocar danos teciduais como 

por exemplo os observados nas imunopatogenias (alergias, psoríase, eczemas, 

etc); a produção excessiva de EROS danifica as proteínas/enzimas mitocondriais, 
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as membranas e o DNA, interrompendo a produção de ATP e outras funções 

essenciais nas mitocôndrias (Murphy 2009).  

Ainda sobre a produção de ER, as células possuem mecanismos para 

inativar seus efeitos oxidativos danosos. Assim, as células utilizam enzimas 

antioxidantes, como a superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa 

redutase (GR) e a glutationa peroxidase (GPx); outras substâncias não enzimáticas 

como a vitamina E e C, glutationa, vários carotenóides e flavonóides são 

importantes na inativação das ERs (Beckman & Ames 1999). Em condições 

normais, a produção excessiva de ERs é limitada pelos mecanismos enzimáticos e 

não enzimáticos como forma de proteger as mitocôndrias e garantir a produção de 

ATP.  

Considerando o papel dos macrófagos na imunidade inata e na geração de 

espécies reativas durante o metabolismo mitocondrial, EROS foi quantificado nas 

células C20 estimuladas ou não com a molécula PMA, e incubadas por 24 horas 

com as dosagens baixa, intermediária e alta da EPIIS. Nas condições 

experimentais apresentadas, as concentrações 0,5, 4 ou 64 µg/mL aumentaram 

significativamente os valores de EROs em nossa quantificação tanto na presença, 

como na ausência de estímulo com um maior aumento observado na concentração 

mais alta (128 µg/mL) com 270,6% MFI (sem estímulo) e 276,6% MFI (com 

estímulo) indicando uma possível dose dependência. Esse efeito observado reflete 

o potencial possível imunomodulador de EPIIS.  

Rocha (2019) descreveu em seus estudos que após incubar neutrófilos 

humanos nas concentrações 10, 25, 50 e 100 µg/mL da EPIIS em neutrófilos 

humanos, obteve uma redução siginificativa na produção de EROs de 73,2 % 

(controle) para 37,6 % após 15 minutos de incubação o mesmo foi observado para 

EPI com redução de 33,4%. Nesse contexto, acredita-se que o tratamento no 

menor tempo (2 horas) das células com concentrações até 64 µg/mL de EPIIS pode 

favorecer a eliminação de agentes infeciosos in vivo, no entanto considera-se que 

tratamentos prolongados (24 horas) com esse alcalóide pode favorecer o 

desenvolvimento de imunopatogenias. Diante disso, a imunodulação pela 

administração de uma substância exógena pode ser alvo terapêutico importante.  

Os resultados mostrados acima para a produção de ERs pelas micróglias 

C20 refletiram o efeito da EPIIS quantificado depois de 24 (efeito prolongado). No 
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entanto, para avaliar o efeito da EPIIS depois de curto (2 horas) de incubação ou 

longo tempo de incubação (24 horas) avaliou-se a atividade mitocondrial pela 

quantificação do percentual de micróglias BV2 que expressaram o radical 

superóxido (O2
º) por método morfológico. Assim, os resultados mostraram que as 

três concentrações do alcalóide reduziram o percentual de células que produziram 

o radical O2
º com 2 horas de incubação, mas não com 24 horas. Também, 64 µg/mL 

diminuiu o percentual de células que produziram o radical (O2
º) com 2 horas, na 

comparação com 24 horas de incubação, o que chama a atenção para o efeito da 

EPIIS, especialmente nessa última concentração. 

Os efeitos observados com o menor tempo de incubação (2 h) indicaram 

que as três concentrações de EPIIS foram capazes de afetar a atividade 

mitocondrial das células BV2 gerando o O2
º, enquanto que a ausência desse efeito 

observada com 24 horas pode indicar que as três concentrações de EPIIS sofreram 

metabolização pelas células. Em estudos futuros sugere-se avaliar a curva dose-

resposta em função do tempo até 24 horas para estimar o tempo de atividade do 

alcalóide. 

As ERNs compõem um grupo de compostos químicos que também um 

grupo importante na imunidade inata, são gerados quando L-argnina é convertido 

em L-citrulina na presença de O2 através das sintases de óxido nítrico (iNOS). 

ERNs e EROs possuem interação quando NO reage com o superóxido para gerar 

peroxinitrito (ONOO−) (Al-Shehri. 2021; Bogdan 2015). O óxido nítrico (NO) é uma 

molécula importante que pode atuar de forma parácrina e/ou autócrina produzida 

por diferentes células do organismo. Nos macrófagos, em condições fisiológicas 

normais, possui efeito protetor contra agentes infecciosos, mas em doses elevadas 

é extremamente citotóxico (Chatuverdi & Nagar 2009).  

Ao quantificar ERNs notou-se que a exposição das micróglias humanas por 

24 horas com a EPIIS afetou a produção de ERNs apenas na ausência dos 

estímulos TNF e LPS na concentração 64µg/mL (423 % MFI). Na presença dos 

estímulos inflamatórios molécula não alterou a quantificação.  O estudo de Sousa 

(2023) mostra que a EPI foi capaz de reduzir a produção de NO em células BV2 

estimuladas com LPS, bem como a expressão da iNOS. A regulação da expressão 

gênica que produz a enzima iNOS é realizada pela via MAPK e NF-kB.  
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O estímulo LPS pode estimular TLR4 presente nas membranas de 

macrófagos, ativar essa via e aumentar a expressão de genes e consequentemente 

após o estresse, aumentar essa produção (Kashfi et al. 2021). Devido a 

semelhança de EPIIS e EPI, esses dados sugerem que nas condições 

experimentais testadas, a EPIIS poderia estar atuando como imunomodulador das 

vias intracelulares NFk-B e MAPK na concentração mais alta citada, no entanto é 

necessário outros ensaios para melhor elucidar esse efeito. 

 

5.2. Considerações sobre a produção de corpúsculos lipídicos e citocinas 

Os corpúsculos lipídicos (CL) são organelas responsáveis pelo 

armazenamento montagem e fornecimento intracelular de lipídios em células 

eucarióticas, alguns patógenos tem essa organela como alvo, porque o conteúdo 

dela pode servir de substratos para eles. Quando essas células sofrem algum tipo 

de estresse passam a produzir mais corpúsculos lipídicos, refletindo um papel 

importante dessas organelas na imunidade inata (Bosch et al. 2020).  

Essas organelas podem funcionar como sinalizadores de inflamação 

(Pacheco et al. 2002) e para elucidar o possível efeito da EPIIS sobre a imunidade 

inata de macrófagos, foi realizado a quantificação de corpúsculos lipídicos. Na 

ausência dos estímulos LPS e/ou TNF a produção de CL foi alterada na 

concentração mais baixa da molécula, houve um aumento significativo (p<0,05). 

Por outro lado, após o estresse da estimulação com LPS na concentração 64 µg/mL 

houve redução dessas organelas em comparação com seu controle estimulado, 

indicando um possível efeito anti-inflamatório nessa concentração. As demais 

concentrações não apresentaram alteração significativa (p>0,05). 

O CL é composto pelos lipídios triacilglicerol, ésteres de coletesterol e 

diacilglicerol envolto por uma membrana complexa de fosfolipídeo e regulam a 

atividade de enzimas importantes para a imunidade inata como a PI3 quinase, MAP 

quinase e PKC quinase. Diferente das células comuns, as células da imunidade 

inata quase não expressam CL em condições de repouso, o aumento de CL nessas 

células é relacionado a infecções ou condições inflamatórias (D'Avila et al 2008). 

A formação de corpúsculo lipídico em macrófagos induzidas por LPS ocorre 

principalmente dependente do receptor TLR-4 (D’Avila et al. 2008; Pacheco et al. 

2002). Os TLRs são receptores expressos na membrana de células do sistema 
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imune inato, são estimulados por estruturas expressas em diferentes agentes 

patológicos como bactérias, vírus e parasitos. Essas estruturas denominadas 

PAMPs ativam esses receptores que consequentemente ativam suas vias 

inflamatórias gerando uma determinada resposta (Akira et al. 2006). Ao utilizar a 

estimulação de LPS em camundongo C3H/HeJ, que possui uma resposta 

defeituosa ao LPS, Poltorak (1998) demonstrou em seus estudos que o TLR4 é um 

sensor importante para o LPS, pois nessas condições a via não era 

significativamente ativada. Os resultados obtidos pela quantificação do CL, 

sugerem mais uma vez, que a EPIIS pode estar interagindo com esse receptor.  

O reconhecimento do estímulo LPS ocorre de maneira variada, que se 

inicia com a interação dessa estrutura a proteínas receptoras como a proteína de 

ligação a LPS (LBP), CD14, MD-2 que reconhecem o LPS e ativam o receptor 

TLR4. Esse por sua vez, sofre oligomerização e recruta proteínas adaptadoras 

dependentes ou não de Myd88 (Lu et al. 2008). O MyD88 ativa a enzima quinase 

IRAK, uma família de enzimas importantes para a indução de citocinas pró-

inflamatórias, que se liga a TRAF-6 formando um complexo UBC13 (enzima 

conjugadora de ubiquitina 13 e UEV1A (enzima conjugadora de ubiquitina E2 

variante 1 isoforma A), ativando a enzima TAK1 (quinase 1 ativada por fator de 

crescimento transformador β) que então ativa as vias IKK (IκB quinase) e MAPK 

(proteína quinase ativada por mitógeno). Um complexo de IKK então degrada a IkB 

e ocorre a translocação do NF-kB para o núcleo celular. Processo esse que induzirá 

a resposta inflamatória de CL e citocinas (Lu et al. 2008). 

A proteína adaptadora TRIF atua na ativação da via IRF3 mas também é 

capaz de ativar a NF-kB e MAPK (em fase tardia) não dependente de myd88. TRIF 

recruta TRAF3 que se liga a TANK (ativador NF-κB associado a um membro da 

família TRAF), TBK1 (quinase de ligação a TANK 1) e IKK, assim estimula a 

translocação IRF3 para o núcleo da célula (Lu et al. 2008). Após a ativação da via 

inflamatória, ocorre a transcrição do gene alvo a depender do estímulo recebido 

que levam a produção de mediadores inflamatórios (Lu et al. 2008).  

As citocinas são uma rede de moléculas glicoproteicas mediadoras 

inflamatórias responsáveis pela comunicação do sistema imune nos processos de 

diferenciação celular, proliferação e resposta a lesões e infecção. Possuem 

tamanho que varia de 8 a 30 kDa e sua função é exercida tanto de forma parácrina 



 

 

50 

 

como autócrina.  Sua formação ocorre em cascata, onde uma citocina se liga em 

receptores específicos estimulando sua célula alvo a produzir mais citocinas 

através de transcrição gênica (Oliveira et al. 2011).  

O NFKB fica inativo dentro da célula por um inibidor natural IκB e pode ser 

ativado pela via canônica ou não canônica. A mais estudada é a via canônica, que 

pode ser mediada por diversos receptores como por exemplo os receptores Toll-

like (TLRs) e moléculas pró-inflamatórias como por exemplo o LPS. O LPS pode 

induzir a expressão de COX-2 e ativar essa via de inflamação (Mitchell & Hoffmann 

2016). Por essa razão utilizamos LPS como estímulo com o objetivo de induzir o 

processo inflamatório para verificar a função celular através da produção de 

citocinas pelas células C20 incubadas por 24 horas com EPIIS. Em resumo, a 

incubação com o composto resultou em uma redução na quantificação de IL-6 

quando as células foram estimuladas. Corroborando com Rocha (2019) que 

apresentou em seus estudos a inibição em 81,7 % da produção de IL-6 após 

incubação por 1 hora com 50 µg/mL de EPIIS, o mesmo ocorreu para a 

episopiloturina com inibição e de 77,4%. Essa diminuição também foi relatada 

quando incubados com EPII nos estudos de Sousa (2023). 

A IL 6 é uma citocina pleiotrópica produzida principalmente por macrófagos 

é uma interleucina pró inflamatória, responsável pela diferenciação mieloide, 

ativação de NK e influencia na resposta adaptativa quando participa da 

diferenciação de Linfócitos T (Rossol et al. 2011). Apesar de haver controvérsias a 

respeito da produção de IL-17 pelos macrófagos, devido sua produção ser exercida 

principalmente por células TCD4+, após estímulos específicos essa citocina pode 

ser produzida por neutrófilos, células NK, micróglias e macrófagos tumorais 

(McGeachy et al. 2019; Zhu et al. 2008). As células C20 quando estimuladas 

produzem IL-17 e IL-6 (Garcia-Mesa et al. 2017). A produção de IL17 também foi 

alterada, na ausência do estímulo LPS é possível observar um aumento dessa 

interleucina. No entanto, nas células estimuladas é possível observar que na 

concentração 64 µg/mL houve uma redução significativa dessa interleucina em 

comparação a produção basal estimulada (p<0,05). Por outro lado, a EPIIS não 

demonstrou capacidade de alterar a produção das demais citocinas quantificadas. 

A ativação das vias NF-kB e MAPK nos macrófagos decorrentes do contato 

com LPS, ativa uma cascata de moléculas pró-inflamatórias que resultam em 
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transcrição de genes que levam a produção de citocinas como a IL-6 e IL-17. Essas 

vias são ativadas pelo TLR4 (Liu et al. 2017). Após o macrófago secretar IL-6 e IL-

17 essas moléculas podem atuar hiperativando e promovendo a diferenciação 

específica de células T CD4+ virgens e estimular essas células a produzirem outras 

citocinas (Tanaka et al. 2014; Rossol et al. 2011).  

Ambas as citocinas citadas são citocinas pró inflamatórias que podem ser 

produzidas após a ativação da via NF-kB, e seus respectivos aumentos estão 

relacionados a processos inflamatórios graves (Amatya et al. 2017; Schmidt-Arras 

& Rose-John 2016). Assim os dados sugerem que EPIIS pode estar atuando nesse 

receptor bem como, funcionar como um agente imunomodulador anti-inflamatório 

através da inibição da hiperativação dessa via.  

 

5.3.  Considerações sobre a expressão de receptores de aderência celular 

As moléculas de adesão celular são estruturas presentes na superfície 

celular responsáveis pela comunicação célula-célula e seu ambiente extracelular. 

Essa interação ocorre através do reconhecimento de domínios dessas estruturas, 

tem um papel importante na regulação do sistema imune e são fundamentais para 

o desenvolvimento da resposta que será envolvida durante uma inflamação. 

Quando rompido esse mecanismo, pode levar a uma série de complicações 

decorridas da perda da homeostase, como perca sensorial, distúrbios imunitários, 

reprodutivos e metástase tumoral (Samanta 2015).  

Essas moléculas estão subdivididas em 4 grupos: Integrinas, selectinas 

superfamília de imunoglobulinas e caderinas. As integrinas são proteínas 

transmembranas que se ligam em componentes de matriz extracelular como 

colágenos, proteínas, fibronectinas e as selectinas fornecem o reconhecimento de 

moléculas apresentadas na superfície celular, como por exemplo os carboidratos. 

As imunoglobulinas e caderinas se ligam a proteínas de sua família e estão 

envolvidas na junção neuronal e epitelial em indivíduos humanos (Samanta 2015). 

As moléculas de adesão intercelular do tipo 1 são as principais estudadas 

devido fundamentais para uma resposta imune satisfatória e moléculas que inibam 

esse processo podem ser fundamentais para desenvolvimento de agentes 

terapêuticos anti-inflamatórios. Alguns estudos tem mantido o foco em moléculas 

naturais que podem apresentar esse comportamento para tal (Samanta 2015). 
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Em uma resposta a patógenos, por exemplo, as células do meio são 

ativadas por estímulos extracelulares e passam a expressar CAMs que interagem 

com as células do sistema imune afim de facilitar a resposta a chegada das células 

imunitárias no local de inflamação, tornando essas moléculas importante foco de 

inibição para evitar distúrbios inflamatórios exacerbados (Samanta 2015).  

Para melhor compreensão da perda da viabilidade celular vista no primeiro 

teste verificamos como o alcaloide atuava acerca da aderência celular das células 

C20. A incubação com a EPIIS por 24 horas diminuiu significativamente a aderência 

dessas células (p<0,05). Esses resultados foram c que ao analisar o ín onfirmados 

por Guimarães (2018), o autor descreve em seus dados dice celular em tempo real, 

após o tratamento das células NIH-3T3 e HaCat com diferentes concentrações de 

EPIIS, houve uma redução significativa em suas respectivas aderências na 

concentração de 32 µg/mL mas não em 512 µg/mL. O mesmo pode ter ocorrido 

com as células C20. 

 

5.4. Considerações a capacidade fagocitária 

A fagocitose é um processo complexo de ingestão e eliminação de 

partículas com mais de 0,5 μm de diâmetro, incluindo microrganismos, substâncias 

estranhas e células apoptóticas (Levin et al. 2016). Diferentes células são capazes 

de realizar a fagocitose. Fibroblastos, células epiteliais e endoteliais também atuam 

como fagócitos não-profissionais na manutenção da homeostasia dos tecidos 

relacionados pela fagocitose com baixa eficiência de células mortas. Ao contrário 

dessas, os fagócitos profissionais (macrófagos, monócitos, osteoclastos e células 

dendríticas) constituem um grupo especializado de células responsáveis pela 

eliminação de micro-organismos, processamento e apresentação dos antígenos 

aos linfócitos. No processo de fagocitose as células, inicialmente, detectam a 

partícula a ser ingerida pelos receptores de superfície e na sequência a internalizam 

por movimentação do citoesqueleto/pseudópodos formando assim, o fagossoma 

que depois de fusionado ao lisossoma forma o fagolisossoma (Canton 2014; Levin 

et al. 2016).  

Os receptores de superfície dos fagócitos reconhecem de forma 

inespecífica as partículas/células a serem fagocitadas. Esses, dividem-se em não 

opsônicos que identificam os padrões moleculares associados (C-tipo lectinas, 
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dectina-1 e 2, mincle, DC-Sign, CD33, scavenger) que, em colaboração com os 

receptores semelhantes ao Toll (TLRs) otimizam o processo de fagocitose por 

esses receptores (Dambuza & Brown 2015; Canton et al. 2013; Kawai & Akira 2011; 

Iwasaki & Medzhitov 2015). Os receptores opsônicos reconhecem proteínas 

conhecidas como opsoninas presentes na superfície das partículas/células, dentre 

as quais incluem-se os anticorpos (receptores Fc, fibronectina, receptores do 

complemento (C3b), globulina da gordura do leite (lactaderina) e lectina de ligação 

à manose (Flannagan et al. 2012). 

Nesse estudo, o processo de fagocitose foi avaliado nas células BV2 

(micróglias) pela incubação dessas com leveduras mortas na presença de 

diferentes concentrações de EPIIS por 2 ou 24 horas. Para avaliar a fagocitose 

pelos receptores para os padrões moleculares, as leveduras foram previamente 

incubadas com soro fetal bovino para recobri-las com as proteínas inativadas que, 

durante o processo de fagocitose, foram reconhecidas com os receptores não 

opsônicos das micróglias.  

Os resultados da avaliação da capacidade fagocitária (Índice fagocitário = 

% células fagocitantes x média de leveduras ingeridas) mostraram que a EPIIS 

afetou as micróglias BV2. Especificamente, quando comparado ao controle, 4 

µg/mL do alcalóide aumentou o IF por aumentar o percentual de micróglias 

envolvidas na fagocitose avaliada por 2 horas. No entanto, depois de 24 horas, as 

duas menores concentrações (0,5 e 4 µg/mL) inibiram o IF por diminuir tanto a 

média de leveduras ingeridas quanto o % de células fagocitantes. Diante disso, é 

possível supor que, depois de 2 horas, a concentração intermediária da EPIIS (4 

µg/mL) ativou as vias celulares das micróglias relacionadas à formação dos 

pseudópodes e que, depois de 24 horas, as duas menores concentrações (0,5 e 4 

µg/mL) inibiram a formação dos pseudópodes e a expressão dos receptores não 

opsônicos. 

Esses resultados mostraram que a maior concentração da EPIIS (64 

µg/mL) não foi efetiva na modulação da capacidade fagocitária das células BV2, ao 

passo que 4 µg/mL foi capaz de modular positivamente a fagocitose com 2 horas e 

negativamente com 0,5 ou 4 µg/mL decorridas 24 horas.  
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5.5. Considerações finais 

As DTNs constituem um problema mundial de saúde e a emergência e 

reemergência de doenças infecciosas, resistência a medicamentos existentes além 

dos efeitos colaterais apresentados ao uso indiscriminado de anti-inflamatórios não 

esteroidais levam a necessidade de prospecção de moléculas que possuam efeitos 

farmacológicos que sejam naturais, eficazes e sem toxicidade. A utilização de 

metabólitos de plantas tem sido amplamente descrita com atividades bioativas 

(Mackey et al. 2014; Mendes et al. 2012; Catanzaro et al. 2018) 

Os macrófagos são as principais células da imunidade inata que possuem 

nomenclaturas diferentes a depender de seu tecido local de atuação, as micróglias 

por exemplo, atuam no SNC e são as principais células de defesa do tecido. 

Modelos de macrófagos/micróglias imortalizados são ótimos para pesquisas pré-

clínicas envolvendo a investigação de atividade biológica de compostos pois eles 

podem mimetizar doenças e atividades inflamatórias de um organismo vivo 

(Cruvinel et al. 2010; Garcia-Mesa et. 2017; Van et al. 2015). 

Os alcaloides são capazes de interagir com moléculas receptoras e 

proteínas celulares e a epiisopilosina, apesar de pouco explorada, é um forte 

candidato para estudos que visem investigar sua bioatividade como 

imunomodulador, principalmente quanto a suas características anti-inflamatórias e 

ausência de toxicidade in vivo (Debnath et al. 2018; Rocha et al. 2017; Guimaraes 

et al. 2018; Rocha et al. 2019). Para isso foi realizado ensaios para verificar as 

alterações que as incubações de micróglias imortalizadas com diferentes 

concentrações da EPIIS poderiam ocasionar em suas funções como macrófagos 

da imunidade inata. 

Esse estudo mostrou que a EPIIS possui atividade em células C20 e BV2, 

possivelmente por interagir com o receptor TLR4, inibindo ou reduzindo a atividade 

de vias inflamatórias. No entanto, sugere-se a continuidade dos estudos para 

avaliar o mecanismo de ação desse metabólito nas vias celulares dos macrófagos.  
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6. CONCLUSÃO 
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Na comparação com o controle (0,0 µg/mL), os resultados permitiram as 

seguintes conclusões para a EPIIS: 

 as diferentes concentrações (0,5 a 128 µg/mL) não afetaram o metabolismo 

mitocondrial das células C-20 quando incubadas por 24 h (teste do MTT);  

 a quimioluminescência mostrou que 1 ou 4 a 32 µg/mL aumentou a atividade 

mitocondrial/viabilidade das células C-20, mas reduziu com 128 µg/mL;  

 a incubação das células BV-2 com 0,5 µg/mL/2h ou com 32, 64 ou 128 µg/mL 

por 24 h aumentaram o % de células viáveis (teste do MTT), mas as demais 

concentrações não afetaram o metabolismo mitocondrial das células (2 ou 24 h);  

 houve redução no % de células C-20 aderidas pela incubação por 24 h com 4,0 

ou 64,0 µg/mL;  

 a maior concentração (64,0 µg/mL) aumentou a produção estimulada ou basal 

de EROS e a produção basal de ERNS pelas células C-20;  

 a produção estimulada de ERNS (LPS ou LPS + TNF) foi inibida pelas células 

C-20 com 64,0 µg/mL;  

 a produção basal de CL foi maior nas células C-20 com 0,5 µg/mL, mas a 

estimulada (LPS) foi inibida com 64,0 µg/mL;  

 a menor concentração (0,5 µg/mL) aumentou a produção basal de IL-17A das 

células C20 e com 4,0 ou 64,0 µg/mL estimuladas com LPS;  

 as três concentrações de EPIIS não afetaram a produção basal das citocinas IL-

2, IL-6, FNT, INF, IL-4 ou IL-10 nas células C-20;  

 4 µg/mL/2h aumentou o IF das células BV-2 pelo maior % de células fagocitantes 

(%cel), enquanto que 0,5 ou 4,0 µg/mL por 24 h reduziu o IF pela menor %cels 

e pelo menor nº de leveduras ingeridas (Mlev).  

Quanto ao tempo de incubação (2 ou 24 horas) das células BV-2 com ou 

sem as diferentes concentrações da EPIIS os resultados mostraram que: 

 houve redução na produção do radical O2
º nas três concentrações com 2 h, mas 

não com 24 h;  

 comparado com 2 h, houve aumento na Mlev com 64 µg/mL/24 h;  
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 o IF foi maior com 24 h no controle, do que com 2 h, pelo maior %céls e pela 

Mlev;  

 comparado com 2 h, a produção do radical O2º foi maior com 64 µg/mL/24 h. 

O conjunto dos ensaios funcionais demonstraram que as três 

concentrações de EPIIS afetaram a atividade mitocondrial das micróglias, a 

expressão de receptores de aderência, a produção de EROS e ERNS, a produção 

de corpúsculos lipídicos/citocinas e a capacidade fagocitária, evidenciando o 

potencial das da EPIIS em modular a resposta imunitária inata das micróglias, 

assim, sugere-se a continuidade dos estudos visando a futuras aplicações 

biomédicas in vivo. 
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7. LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS 
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Embora as células de linhagem forneçam informações relevantes para 

pesquisas iniciais, elas são geneticamente modificadas e não fornecem 

representação fiel de um organismo vivo que envolvem muitos outros sistemas, 

variações genéticas fatores ambientais, apenas nos dá orientações e norte para 

futuras aplicações e reprodutibilidade. As células C20 em especial, possuem 

crescimento demorado, por serem células grandes e existir a dificuldade em 

alcançar o número ideal para os ensaios, o que tornou o trabalho com esse tipo 

celular limitado. 

A epiisopilosina é uma molécula relativamente nova e pouco se sabe sobre 

seus efeitos bioativos na resposta imune, seus mecanismos de atuação, além 

disso, seus efeitos nas células ainda são pouco elucidados.  

Dada a infinidade de protéinas e vias celulares relacionadas à imunidade 

inata, a limitação do tempo e custo, assim como as limitações impostas pela 

pandemia de COVID-19, o estudo ficou limitado aos resultados apresentados.   

Apesar do exposto, o presente estudo forneceu dados interessantes que 

podem ser reproduzidos e somados aos achados publicados para aumentar os 

conhecimentos sobre o composto e abrir espaço para explorar suas atividades 

farmacológicas.   

Como perspectivas advindas desse estudo propõe-se então: 

 Repetir os ensaios com diferentes células do sistema imunitário inato (cultivos 

primários e imortalizados) incubadas com a EPIIS por 2, 6 12 e 24 horas; 

 Quantificar e identificar proteínas de membrana após expressas após a 

incubação com o composto; 

 Avaliar o efeito da EPIIS em diferentes patógenos, afim de detectar seus efeitos 

antiparasitários; 

 Avaliar o efeito da EPIIS em macrófagos infectados com organismos patogênicos 

para explorar melhor suas vias de sinalização e efeito imunomodulador; 

 Realizar ensaios de biodisponibilidade in vivo para identificar a metabolização da 

EPIIS, sua meia-vida e vias de excreção. 
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