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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
ESTUDO DOS MECANISMOS DE AÇÃO DO TETRANORTRITERPENÓIDE 

DE ORIGEM NATURAL, GEDUNINA, NA SINALIZAÇÃO 

DE RECEPTORES TIPO TOLL E INFLAMASSOMA 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO 

Perla Villani Borges da Silva 

 

A ativação dos receptores do tipo toll (TLR) por padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs) desencadeia uma resposta imune inata, através da produção de citocinas e da ativação 

de inflamassoma. Neste trabalho, nós investigamos o efeito da gedunina, um 

tetranortriterpenóide de origem natural, sobre a ativação de TLR in vitro e in vivo. O pré e o 

pós-tratamento de camundongos C57BL/6 com gedunina (i.p.) inibiu a migração de células 

mononucleares, eosinófilos e neutrófilos para a cavidade pleural estimulada com 

lipopolisacarídeo bacteriano (LPS), assim como reduziu a produção do fator de necrose tumoral 

(TNF)-α, interleucina (IL)-6 e óxido nítrico (NO). O pós-tratamento in vitro de macrófagos 

murinos imortalizados com gedunina também modulou negativamente a produção destes 

mediadores inflamatórios induzida por LPS. O tratamento com gedunina também reduziu a 

ativação do inflamassoma NLRP3 induzida por LPS em leucócitos pleurais in vivo e em 

macrófagos imortalizados in vitro. Além disto, a gedunina inibiu a ativação de caspase-1 e, 

consequentemente, a produção de IL-1β in vivo e in vitro, após estímulo com LPS. De forma 

interessante, além de inibir a produção de mediadores pró-inflamatórios, a gedunina induziu a 

expressão dos fatores anti-inflamatórios heme oxigenase-1 (HO-1), Hsp70 e IL-10. Também 

demonstramos que o efeito da gedunina não é restrito à sinalização de TLR4. Esta substância 

também reduziu a produção de mediadores TNF-α, IL-6, NO, IL-1 β e a expressão de NLRP3, 

assim como induziu o aumento de IL-10 e HO-1, em macrófagos estimulados com os agonistas 

de TLR2 e TLR3, PAM3CSK4 e POLY I:C. Estudos de modelagem in silico revelaram que a 

gedunina pode se ligar de forma eficiente a caspase-1, TLR2, TLR3 e ao MD-2 do complexo 

receptor TLR4. Em conjunto, os nossos dados demonstram que a gedunina modula a respostas 

mediadas por TLR4, TLR3 e TLR2 e ainda revelam novos alvos moleculares deste 

tetranortriterpenóide. 



 

vii 
 

 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ESTUDO DOS MECANISMOS DE AÇÃO DO TETRANORTRITERPENÓIDE  

DE ORIGEM NATURAL, GEDUNINA, NA SINALIZAÇÃO  

DE RECEPTORES TIPO TOLL E INFLAMASSOMA 

 

ABSTRACT 

 

TESE DE DOUTORADO 

Perla Villani Borges da Silva 

 

Activation of toll-like receptors (TLRs) by pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) 

triggers an innate immune response, via cytokine production and inflammasome activation. 

Herein, we have investigated the effect of gedunin, a natural tetranortriterpenoid, on the 

activation of TLR in vitro and in vivo. Intraperitoneal (i.p.) pre- and post-treatments of C57BL/6 

mice with gedunin impaired the influx of mononuclear cells, eosinophils and neutrophils, as 

well as the production of tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-6 and nitric oxide 

(NO), triggered by lipopolysaccharide (LPS) in mouse pleura. Accordingly, in vitro post-

treatment of immortalized murine macrophages with gedunin also impaired LPS-induced 

production of such mediators. Gedunin treatment also diminished LPS-induced expression of 

NLRP3 inflamassome in pleural leukocytes in vivo and in macrophages in vitro. In line with 

this, gedunin inhibited both LPS-induced caspase-1 activation and IL-1β production in vivo and 

in vitro. In addition, gedunin treatment triggered the generation of the anti-inflammatory factors 

heme oxigenase-1 (HO-1), Hsp70 and IL-10. Here, we also demonstrate that gedunin effect is 

not restricted to TLR4-mediated response. This compound diminished TNF-α, IL-6, NO and 

IL-1 β  production, reduced the expression of NLRP3, as well as enhanced IL-10 and HO-1 by 

macrophages stimulated with the TLR2 and TLR3 agonists, PAM3CSK4 and POLY I:C. In 

silico modeling studies revealed that gedunin efficiently docked into caspase-1, TLR2, TLR3 

and to MD-2, component of TLR4. Overall, our data demonstrate that gedunin modulates 

TLR4, TLR3 and TLR2-mediated responses, and reveal new molecular targets for this 

compound.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Padrões de reconhecimento e sinalização de TLR em macrófagos 

O sistema imune inato representa a primeira linha de defesa contra patógenos e sua 

resposta é mediada por células fagocíticas e por células apresentadoras de antígenos (APC), tais 

como granulócitos, macrófagos e células dendríticas. Esta resposta não específica contra 

patógenos depende do reconhecimento de estruturas conservadas distintas, denominadas 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), e se dá através de um número limitado 

de receptores padrão de reconhecimento (PRRs), tais como receptores do tipo toll (TLRs), 

receptores do tipo Nod (NLR) citoplasmático e receptor do tipo gen I induzido por ácido 

retinóico (RLRs) (1, 2). Dentre os receptores padrões de reconhecimento, podemos destacar o 

TLR, que são receptores sentinelas do sistema imune inato descobertos no final da década de 

1990 em mosca-da-fruta do gênero Drosophila (3, 4). Vale ressaltar que a importante 

descoberta do gene toll rendeu um prêmio nobel de medicina em 2011 para Bruce Beutler e 

Jules Hoffman.  

Os TLRs são proteínas transmembranares do tipo I, presentes em uma variedade de 

populações celulares e são compostos por diferentes domínios (5, 6).  Dentre os principais 

domínios constituintes do TLR podemos destacar: um extracelular rico em leucinas (LRRs), 

um transmembranar e um intracelular com alta semelhança com o receptor IL-1 humano, 

essencial à sua sinalização, conhecido como TIR (domínios de resistência a Toll/IL-1) e que é 

conservado entre todos os membros da família de receptores Toll (1, 7). Os TLRs podem ser 

encontrados em compartimentos celulares distintos, presentes na porção extracelular da 

bicamada lipídica ou na porção intracelular (8). Até a presente data já foram caracterizados 10 

diferentes tipos de TLR em humanos (1 ao 10) e 11 em murinos, sendo estes receptores então 

divididos em dois grupos, caracterizados por sua localização e especificidade: i) os presentes 

na superfície celular, TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR11, que reconhecem 

principalmente componentes bacterianos, como lipopeptídeos, lipoproteínas, 

lipopolissacarídeos e componentes fúngicos e ii) os expressos em vesículas intracelulares como 

retículo endoplasmático (RE), endossomas, lisossomas e endolisossomas, TLR3, TLR7, TLR8 

e TLR9, que reconhecem ácidos nucléicos microbianos, tais como DNA dupla fita, RNA fita 

simples e DNA oligodesoxinucleótidos CpG (cadeias curtas de DNA). Além disto, os TLRs 

também são capazes de reconhecer padrões moleculares associados a dano (DAMP), que são 
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moléculas liberadas por células em situações de estresse, como as proteínas de choque térmico 

(“heat shock proteins”, Hsps) (9).  

Quando ativados, os TLRs recrutam moléculas adaptadoras intracelulares, contendo 

domínios TIR, sendo descritas quatro moléculas adaptadoras que orquestram esta sinalização 

intracelular. Essas proteínas incluem a MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene 

88) (10), a MAL (MyD88 adaptor-like), também conhecida como TIRAP (TIR domain-

containing adaptor protein) (11, 12), a TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing IFN-

β) (13, 14) também conhecida como TICAM-1 (TIR domain-containing adaptor molecule-1) e 

a TRAM (TRIF-related adaptor molecule) ou TICAM-2 (15-17).  A sinalização de TLR está 

dividida em duas vias intracelulares distintas: i) via dependente de MyD88, utilizada pela 

maioria dos TLRs com exceção de TLR3, e ii) via independente de MyD88, que compreendem 

a via de TLR3 e a via tardia de TLR4 (18). A via dependente de MyD88 se dá com a associação 

desta com a proteína MAL, que recruta e ativa proteínas quinases IRAK1 e IRAK4, que então 

interage com TRAF6, ativa TAK1 (transforming growth factorβ-activated kinase-1) e se 

associa à proteína TAB (proteína ligante de TAK). A proteína TAB1 então ativa o complexo 

IKK, que fosforila IκB e permite a translocação de NF-κB, antes inativo no citoplasma, para o 

núcleo da célula. Este por sua vez induz a transcrição de genes associados à resposta 

inflamatória, tais como o do TNF-α (fator de necrose tumoral), das interleucinas (IL)6, IL-1β, 

do interferon gama (IFN-γ), de quimiocinas, de moléculas de adesão e de peptídeos 

antimicrobianos (β-defensinas, catelicidinas). TAK1 também ativa membros da família de 

mitogen-activated protein (MAP) quinases, como JNK, proteína quinase ativada por mitógeno 

(p38) e ERK, que levam à ativação de outro fator transcricional, AP-1, que induz a transcrição 

de citocinas pró-inflamatórias (FIGURA 1.1) (19-20). 

As proteínas de choque térmico são chaperonas intracelulares envolvidas na manutenção 

de funções celulares e apresentam papel citoprotetor quando as células são expostas a algum 

tipo de estresse. Além disto, estas proteínas participam da resposta imune inata, tal como a 

Hsp70, que ao ser liberada para o meio extracelular é reconhecida principalmente por TLR2 e 

TLR4 em células apresentadoras de antígeno, exercendo efeitos imunoreguladores, 

participando desta forma da resposta imune inata (21). A via de sinalização destes TLRs sob 

situação de estresse físico e oxidativo, por exemplo, pode resultar na ativação de NADPH 

oxidase e na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em neutrófilos e macrófagos (22, 

23). 
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Figura 1.1. Via de sinalização de TLR dependente de MyD88. A sinalização de TLR1, -2, -4, -5, ou -6 

dependente de MyD88 se inicia pela ligação de agonistas, que resulta na ativação de vias IKK e MKK. Cada uma 

destas vias induz a expressão de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-6, e IL-1β, pelos fatores de 

transcrição NF-kB e AP-1. Além disto, TLR7/8 e TLR9 endossomais ativam as mesmas vias, levando à expressão 

de IFNs do tipo I (IFN-α e IFN-β), mediada por IRF7, em adição a outras citocinas pró-inflamatórias induzidas 

por NF-κB e AP-1. Adaptado de Yang & Seki, 2012 (2). 

 

A via de sinalização independente de MyD88, induzida por TLR3 e pela via tardia de 

TLR4, leva ao recrutamento de uma proteína adaptadora TRIF, que resulta na dimerização e na 

ativação do inibidor de quinase NF-κB (IKKi) e da quinase de ligação do ativador de NF-κB 

associado ao membro da família TRAF (TBK1). Dados da literatura demonstram que TRIF 

recruta TRAF3 para ativar TANK (membro da família TRAF associado a ativação de NF-

κB)/TBK1/IKKi, que são importantes na dimerização e translocação do fator de transcrição 

IRF3. IRF3 junto com NF-κB ativam a transcrição de genes relacionados ao interferon do tipo 

1 (FIGURA 1.2) (24). 
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Figura 1.2. Via de sinalização de TLR independente 

de MyD88. A via independente de MyD88 é induzida 

por TLR3 endossomal e pela via de sinalização tardia 

de TLR4. O reconhecimento de agonistas leva ao 

deslocamento de TRIF, que irá mediar o recrutamento 

de TRAF3 e RIP1, com consequente ativação do fator 

de transcrição IRF3, NF-κB ou AP-1, e consequente 

expressão de IFNs do tipo 1. Adaptado de Yang & Seki, 

2012 (2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vale ainda ressaltar que estudos cristalográficos de TLRs junto aos seus ligantes 

demonstraram que estes receptores são capazes de formar heterodímeros entre si, como por 

exemplo: TLR1/TLR2 e TLR2/TLR6. Estes heterodímeros são especialmente importantes para 

o reconhecimento de lipopeptídios e lipoproteínas de bactérias gram positivas. Além disso, tem-

se também a formação de homodímeros, tais como TLR3/TLR3 que reconhecem RNA de fita 

dupla. Também foi demonstrado que para a sinalização de TLR4 é importante a sua interação 

com moléculas acessórias, como MD2 (fator mielóide de diferenciação-2) e CD14 (conjunto 

de diferenciação 14), para que ocorra a formação de seu homodímero (26). 

 

1.1.1 Via de sinalização de TLR4 

A especificidade de reconhecimento do TLR a estruturas microbianas conservadas 

inclui o reconhecimento de lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), endotoxina presente na 

membrana externa de bactérias Gram-negativas, pelo TLR4, que é majoritariamente expresso 

por macrófagos (27-30). O reconhecimento do LPS por macrófagos depende de um complexo 

receptor que compreende (FIGURA 1.3): i) TLR4; ii) duas glicoproteínas solúveis secretadas 

MD-2 (29) - que funciona como um co-receptor extracelular do TLR4 e iii) o CD14 - proteína 
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encontrada tanto na forma solúvel quanto ancorada na superfície de células pelo 

glicosilfosfatidilinositol (31). Este reconhecimento se dá inicialmente pela ligação do LPS à 

proteína ligante de LPS (LPS-binding protein, LBP) presente no soro, formando complexos de 

alta afinidade. Em seguida, a LBP transfere o LPS ao seu receptor CD14, que finaliza a 

sequência de transferência para o complexo TLR4/MD-2 (10, 32-37). Vale ressaltar que as 

chaperonas Hsp90 e Hsp70, juntamente com o CD14, estão presentes constitutivamente em 

lipid rafts na superfície celular fazendo parte deste complexo de receptores, formado após 

estímulo com LPS (173, 174). Na ausência de LPS, o MD-2 forma um heterodímero com o 

domínio extracelular do TLR4, apresentando uma estrutura similar à de uma ferradura que, após 

a ligação do LPS ao complexo, induz a dimerização do receptor, composta por TLR4, MD-2 e 

LPS, na proporção de 2:2:2, e que leva à subsequente ativação da cascata de sinalização (38-

40). O LPS é composto por três componentes: o lipídio A (porção principal hidrofóbica do LPS 

que responde pela maior parte dos efeitos biológicos imunomoduladores e que se liga ao MD-

2), o núcleo de oligossacarídeo e o antígeno O (41, 42). 

  O reconhecimento do LPS pelo complexo TLR4 leva ao recrutamento das proteínas 

adaptadoras MAL/MyD88 e TRAM/TRIF, que se associam a este receptor através de interações 

homofílicas entre os domínios TIR presentes no TLR4 e nas proteínas adaptadoras, que em 

resposta leva à ativação de duas vias de sinalização distintas, que apresentam cinéticas 

sequenciais, denominadas via aguda e via tardia, conforme demonstrado na FIGURA 1.3 (2, 

43). Inicialmente, TLR4 recruta MAL/MyD88, que leva à ativação da via aguda, e é então 

endocitado e entregue a vesículas intracelulares, para então formar um complexo com as 

proteínas adaptadoras TRAM/TRIF, levando à ativação da fase tardia (5-7). Estas duas etapas 

de sinalização são requeridas para translocação significativa de NF-kB e ativação de (MAP) 

quinase, com consequente indução de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-6, IL-1β, 

como também de óxido nítrico sintase induzida (iNOs) e de IFN do tipo I (15, 44-47). A 

superprodução destes mediadores durante a infecção pode levar ao dano tecidual, disfunção 

múltipla dos órgãos e choque séptico (48-51).  
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Figura 1.3. Via de sinalização de TLR4. 

Sinalização de TLR4 após o reconhecimento de 

LPS, via LBP e CD14, mediada por MD-2. Vias 

de sinalização dependente de MyD88 (aguda) e 

independente de MyD88 (tardia), levam à 

produção de mediadores pró-inflamatórios e de 

interferon do tipo I, respectivamente.   

Adaptado de Yong-Chen Lu, Wen-Chen Yeh, 

2008 (25).  

 

 

 

 

 

 

 

  

1.1.1.1 Indução do LPS na ativação de macrófagos 

Diferentes tipos celulares reconhecem o LPS que leva à indução da produção de 

diversos mediadores inflamatórios. Dentre estes tipos celulares capazes de reconhecer o LPS, 

podemos destacar os macrófagos, leucócitos que apresentam um papel central na resposta 

inflamatória e na regulação da resposta imune (52). Os macrófagos são células centrais que 

participam do sistema imune inato, por serem versáteis no reconhecimento e resposta a uma 

ampla variedade de estímulos, por expressarem diferentes receptores de superfície e 

intracelulares, além de participarem da resposta imune adapatativa, atuando como células 

apresentadoras de antígenos (53).  Estas células quando ativadas possuem um alto potencial 

endocítico, fagocítico e secretor, sendo capazes de modular outros tipos celulares, através da 

produção de mediadores pró-inflamatórios, como por exemplo TNF-α, IL-1β, IL-12, IL-6, o 

NO e  prostaglandinas e anti-inflamatórios como por exemplo a IL-10 que desempenham 

diferentes papéis ao longo da resposta inflamatória (53, 57). Podem ser caracterizados 

fenotipicamente em: i) macrófagos M1, resposta Th1, classicamente ativados que produzem 

mediadores pró-inflamatórios e que regulam a defesa do hospedeiro e a imunidade antitumoral, 

e ii) macrófagos M2, resposta Th2, alternativamente ativados que produzem mediadores anti-

inflamatórios e que apresentam uma resposta supressora ou reguladora da imunidade (53).  
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A produção de mediadores inflamatórios por macrófagos estimulados com LPS tem 

papel fundamental em inúmeros processos, como por exemplo o TNF-α que modula, por 

exemplo, a produção de outras citocinas, a expressão de moléculas de adesão, proliferação 

celular e diferenciação e, consequentemente, contribui para processos fisiopatológicos, como o 

choque séptico (54). A produção da citocina IL-6, pelo macrófago ativado, também está 

envolvida em diversas doenças inflamatórias, tem papel importante na indução da febre (via 

hipotálamo), participa da migração e ativação de leucócitos, como também da proliferação e 

diferenciação de linfócitos B e T, além de induzir hepatócitos na liberação de proteínas de fase 

aguda (como proteína C reativa, fibrinogênio) (54). Assim como as citocinas pró-inflamatórias, 

o macrófago ativado induz a produção de NO, intermediário reativo de nitrogênio, via enzima 

sintase de óxido nítrico induzível, iNOS, que é induzida por ativação de TLR em resposta a 

PAMPs, como o LPS, principalmente na presença de IFN-γ.   O NO é um radical livre de ação 

citotóxica e antimicrobiana, além de potente vasodilatador da musculatura lisa (55). Outro 

importante mediador produzido durante a resposta inflamatória inicial é a PGE2 (prostaglandina 

E2), um eicosanóide de ação vasodilatadora, sintetizado a partir do ácido araquidônico, pela 

ação da enzima ciclo-oxigenase (COX)-2, com função reguladora de dor, febre e facilitador do 

influxo de leucócitos no local inflamado, o que causa edema (56). Dentre os mediadores anti-

inflamatórios produzidos pelos macrófagos estimulados com LPS podemos destacar a IL-10, 

que é um regulador importante da resposta inflamatória, que atua na inibição da produção de 

citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas (como CCL2, CCL3, CCL5, CCL11) e de receptores 

de quimiocinas (57). Modelos experimentais de resposta inflamatória induzida pelo LPS se 

caracterizam pela atração de leucócitos para o foco inflamatório, com o influxo inicial de 

neutrófilos, seguido pelo acúmulo de eosinófilos e células mononucleares durante a fase 

posterior da reação. Esta resposta inflamatória é mediada principalmente por macrófagos 

residentes, que são as principais células que reconhecem o LPS, e que através da produção de 

fatores quimiotáticos levam então ao recrutamento destas ouras populações celulares, como 

neutrófilo e eosinófilos (58). 

Vale ressaltar que outros PAMPs, além do LPS, podem ativar a via de sinalização de 

TLR4 como proteína de fusão (F) de vírus sincicial respiratório (RSV) e o envelope protéico 

de vírus de tumor mamário de ratos (MMTV) (59). Em adição, moléculas endógenas como 

proteínas de choque térmico (Hsps), ácido hialurônico e β-defensina 2 também podem interagir 

direta ou indiretamente com TLR4 (60-62). 
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1.1.2 Vias de sinalização de TLR2 e TLR3 

O TLR2 reconhece uma grande variedade de PAMPs de leveduras, bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas, sendo expresso em células imune, endoteliais e epiteliais. Além 

disto, é o único receptor que forma heterodímeros com outros receptores do tipo toll, como 

TLR1 ou TLR6. A estrutura cristalográfica de ambos heterodímeros TLR2/TLR1 e 

TLR2/TLR6 demonstram que o ectodomínio rico em leucina (LRR), além de ser responsável 

pelo reconhecimento de patógenos, confere uma estrutura em forma de “ferradura” quando não 

complexados com o ligante e se apresentam na forma de “m” quando complexados, 

estabilizando o receptor (64, 64). 

Os principais ligantes de TLR2 compreendem frações de diacil e triacil de 

lipoproteínas/lipopeptídeos (LPs), altamente expressas na membrana externa de bactérias 

Gram-positivas. As frações de triacil LPs são reconhecidas majoritariamente pelo heterodímero 

TLR2/TLR1, enquanto que frações de diacil LPs pelo heterodímero TLR2/TLR6. Dentre os 

agonistas de TLR2/TLR1 mais amplamente estudados, podemos destacar o PAM3CSK4 

“palmitoyl-3-Cys-Ser-(Lys)4”, que é um lipopeptídeo triacilado, enquanto que PAM2CSK4 

“palmitoyl-2-Cys-Ser-(Lys)4” é um lipopeptídeo diacilado e agonista de TLR2/TLR6, e ambos 

mimetizam o terminal amino acilado de lipoproteinas bacterianas (65). Apesar dos ligantes 

determinarem diferentes cinéticas, suas vias de sinalização são comuns, independente de qual 

heterodímero seja ativado (66-67). A diferença cinética se dá pelo ligante, como por exemplo 

os ligantes de diacil LPs precisam de CD36 para se ligar e desta forma serem transferidos para 

CD14, que por sua vez os transfere para o heterodímero TLR2/TLR6 ou TLR2/TLR1 e assim 

formam o complexo de ligação com o TLR2. Este complexo de transferência do ligante ocorre 

dentro de lipid rafts na membrana, aos quais CD36 e CD14 estão ancorados (68). Porém, o 

CD36 não é sempre requerido para a transferência do ligante para o CD14, principalmente 

quando este ligante é um triacil LPs. Neste caso, o reconhecimento do ligante para sua 

transferência ao CD14 é feito pela vitronectina (glicoproteína de matriz extracelular presente 

no sangue) que permite a formação do complexo TLR2/TLR1 com o LPs (69). Seguindo a 

formação do complexo TLR2 / ligante, o heterodímero geralmente inicia a cascata de 

sinalização via proteína adaptadora MAL/MyD88, que desencadeia a transcrição de genes 

relacionados à inflamação, via NFκB e proteína ativadora-1 (AP-1), e consequente produção de 

citocinas pró-inflamatórias (70, 71).  

Os receptores intracelulares do tipo TLR3 e TLR7 representam os principais receptores 
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da resposta imune desencadeada por infecções virais. O TLR3 reconhece ácidos nucléicos virais 

de fita dupla de RNA (dsRNA), principal intermediário de replicação viral, enquanto que o 

TLR7 reconhece fita simples de RNA (ssRNA) restrita a alguns tipos de vírus (72). Dentre os 

principais agonistas de TLR3 utilizados experimentalmente, podemos destacar um análogo 

sintético de dsRNA que é o POLY I:C “polyriboinosinic:polyribocytidylic acid”, que está 

comumente associado à infecção viral e induz uma resposta imune anti-viral. Em adição ao 

reconhecimento de POLY I:C, TLR3 também reconhece RNAs genômicos de reovírus, dsDNA 

produzidos pela replicação de ssRNA, vírus sincicial respiratório, vírus da encefalomiocardite, 

vírus do Oeste do Nilo e pequenos RNAs de interferência (73).  

O reconhecimento de dsRNA se dá no retículo endoplasmático de células não-

estimuladas pelo TLR3, através de seu ectodomínio que tem a forma de ferradura, e que  permite 

uma maior superfície de contato do receptor com o agonista. O dsRNA é reconhecido por dois 

sítios distintos da cadeia lateral convexa de TLR3, no seu domínio N e C terminal, que após o 

estímulo sofre dimerização e transita para o endossoma por um mecanismo dependente de pH 

(73-74). A dimerização de TLR3 e a fosforilação da tirosina do seu domínio citoplasmático no 

endossoma leva então ao recrutamento de proteínas adaptadoras TRAM/TRIF, que induz a 

ativação de fatores de transcrição de interferon do tipo I (IFNs) e outras citocinas, via fator 

regulatório de interferon 3 (IRF3), NFκB e AP-1 (75). A potencialização da produção de IFNs 

mediado por IRF3 e o aumento da expressão de TLR3, em células epiteliais respiratórias, pode 

ser mediada pela geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), que são induzidas 

rapidamente por infecções virais (76-77). A modulação destes efeitos mediados por estresse 

oxidativo induzido por infecções virais, sobre a via de sinalização de TLR pode ser um alvo 

terapêutico para estas diversas doenças, inclusive de doença pulmonar obstrutiva crônica (2). 

Dados da literatura têm demonstrado que a via de sinalização de TLR, induzida por seus 

respectivos agonistas, representa o primeiro sinal necessário para a ativação da sinalização de 

NLRs (receptores do tipo Nod) e que permitem a atividade de inflamassomas. Este primeiro 

sinal desencadeado pela via de sinalização de TLR é dependente da translocação nuclear de 

NFκB e consequente produção de pró-citocinas pró-inflamatórias como pró-IL-1 e pró-IL-18 

(não induzido), necessárias para via do inflamassoma. Vale ressaltar que a integração da via de 

sinalização de TLR com a de NLRs representa um importante mecanismo de prevenção de 

respostas desreguladas associadas aos inflamassomas, como doenças inflamatórias hereditárias 

e adquiridas, desta forma a modulação integrada destas vias representam importantes alvos 
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farmacológicos para fármacos anti-inflamatórios (78-79, 82). 

 

1.2 Inflamassomas 

 

Inflamassomas são complexos protéicos oligoméricos intracelulares que são 

importantes componentes da imunidade inata e que estão estreitamente associados à detecção 

intracelular de patógenos ou de produtos microbianos que eventualmente conseguem chegar ao 

interior da célula. Sabe-se que existem inflamassomas distintos, cada qual ativado por diferentes 

estímulos, porém os principais sinais comuns requeridos para a formação do complexo são: i) 

via ativação de TLR, através de PAMPs dentre os quais se incluem LPS, RNA viral e 

bacteriano, que aumentam a transcrição de IL-1β; e ii) através da detecção de seus agonistas, 

como espécies reativas de oxigênio em estresse metabólico. 

Os NLR são constituídos principalmente por um domínio efetor e variável N-terminal 

contendo pirina (PYD), um domínio de recrutamento e ativação de caspase (CARD), e um 

domínio de nucleotídeo NACHT (também conhecido como domínio NOD) seguido de um 

domínio C-terminal de repetições ricas em leucina (LRRs). Os NLRs estão envolvidos no 

reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos ou de sinais associados ao 

hospedeiro e/ou ao ambiente. Dos 22 membros da família NLR podemos destacar NLRP1, 

NLRP3 e NLRC4 que sob ativação formam um complexo conhecido como inflamassoma. 

NLRP3 é ativado por uma ampla variedade de patógenos, como produtos bacterianos e RNA 

viral e é um dos inflamassomas mais bem caracterizados. A sua ativação pode também se dar 

por DAMPs, o que indica uma clara correlação entre o sistema imune inato e a resposta 

fisiológica relacionada ao stress celular e dano (78). A estrutura de NLR determina sua 

terminologia conforme FIGURA 1.4, existindo por exemplo: NLRP3 (nucleotide-binding 

domain and leucine-rich repeat protein-3), que é o receptor do tipo NOD (NLRP) que possui o 

domínio PYD (pirina) na porção N-terminal e NLRC4, que possui o domínio efetor CARD na 

sua porção variável N-terminal (79). Direcionamos nosso estudo ao inflamassoma induzido 

NLRP3, também conhecido como criopirina, que é o único dentre os NLRs cuja expressão basal 

não é suficiente para ativação de inflamassoma. Na grande maioria dos casos a ativação dos 

receptores do tipo NOD leva à liberação de caspase-1 ativada, que pode ser por uma via 

dependente da proteína adaptadora ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a 

CARD) ou não, sendo que o NLRP3 necessita de ASC para esta ativação (80).  
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Figura 1.4. Inflamassoma NLRP3 e NLRC4 – O inflamassoma NLRP3 consiste nos domínios LRR (repetições 

ricas em leucina), NACHT (domínio de ligação ao nucleotídeo), ASC (proteína adaptadora contendo pirina (PYD), 

CARD e caspase-1. O inflamassoma NLRC4 pode interagir diretamente com pró-caspase 1, podendo ou não 

requerer ASC para tal interação. Seus domínios consistem em LRR, NACHT, CARD e PYD. Adapatado de Eitel 

et al., 2011 (181). 

 

1.2.1 NLRP3 

O inflamassoma NLRP3 é associado a diversas doenças infecciosas, autoimune e 

síndromes auto-inflamatórias. A formação do NLRP3 é induzida por diversos estímulos como 

por exemplo ATP extracelular, glicose, ácido úrico, β-amilóide e ocorre após a oligomerização 

de NLR, via acoplamento da molécula adaptadora ASC, proteína composta de um domínio de 

pirina (PYD) e domínio de recrutamento e ativação de caspase-1 (CARD) (81, 82). A região 

promotora deste complexo ativado contém um sítio de ligação para AP-1, e sua expressão é 

aumentada após translocação nuclear de NFκB. O complexo NLRP3 então formado leva à auto-

clivagem de caspase-1 o que resulta na sua dimerização, consequente proteólise de pró-IL-1β e 

pró-IL18 e subsequente liberação de IL-1β e IL-18 (79-80). Ao contrário da pró-IL18 que é 

constitutiva e que a sua expressão pode ser aumentada após ativação celular, a transcrição de 

pró-IL-1β só ocorre via translocação de NF-κB para o núcleo (83).  
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1.2.1.1 Regulação de NLRP3 

A formação do complexo de inflamassoma NLRP3 pode ser desencadeada por diversos 

estímulos, incluindo moléculas associadas a patógenos, situações de estresse celular, ativação 

por fluxo de íons, estresse oxidativo e autofagia (79). A primeira via de regulação de NLRP3 

se dá pela indução transcricional que se inicia pelo reconhecimento de moléculas microbianas 

como LPS, PAM3CSK4 e CpG, pelos receptores do tipo toll, etapa esta importante e que se 

constitui na expressão dos componentes que serão utilizados na montagem e ativação do 

inflamassoma, como pró-caspase-1, pró-IL-1β e o próprio NLRP3. A segunda via é um dos 

principais reguladores da formação de inflamassomas desencadeado pelo sinal extracelular de 

ATP (via receptor P2X7), assim como por moléculas formadoras de poros, tais como toxinas 

bacterianas. Este sinal se caracteriza por efluxo de íons, sendo a sua ativação dependente de 

baixas concentrações de K+ intracelular, que promovem a formação do complexo ASC, 

conforme FIGURA 1.5. Outro modelo de regulação e ativação de NLRP3 está baseado em 

estresse oxidativo, através da produção de espécies reativas de oxigêncio (ROS) que podem ser 

geradas tanto pela sinalização de ATP extracelular via NADPH-oxidase durante a fagocitose, 

quanto pela mitocôndria. Além disto, as ROS podem desencadear outro fluxo de íons neste 

processo de ativação de NLRP3, que é o influxo de Ca+2 (78, 82). 
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Figura 1.5. Inflamassoma, ativação de caspase-1 e liberação de IL-1β. Via 1: Estímulo de macrófagos por 

agonistas de TLR (LPS, dinucleotídeos CpG e lipopeptídeos PAM3CSK4) induzem a síntese de pró-ILβ. Este 

sinal então dispara uma segunda resposta que estimula ativação de caspase-1, lise de pró-IL1β, pró-IL-18, NLRP3 

e consequente liberação de citocinas IL1β e IL-18. Via 2: Ocasionado pelos principais agentes de alterações iônicas 

na célula como: efluxo de K+, ATP via receptor purinérgico P2X7, agentes formadores de poros na membrana 

(nigericina – ionóforo de K+), que agem via ativação de fosfolipase A2 independente de cálcio (iPLA2) como 

mediadores do processamento de IL-1β. Adaptado de Mariathasan e Monack, 2007 (78). 

 

A terceira via de regulação da formação do complexo de inflamassoma se dá  através 

do processo catabólico de autofagia, que ocorre pela remoção de moléculas de pró-IL-1β ou 

pela prevenção da liberação de ROS pela mitocôndria. Além disto, a autofagia também pode 

regular a apoptose, que constitui um outro modo de regulação de inflamassoma, pois regula a 

ativação ou liberação de IL-1β (80, 84).  

Por último, um outro tipo de regulação da ativação de inflamassoma, que vem sendo 

descrito na literatura, são os reguladores protéicos do hospedeiro, que formam plataformas de 

sinalização e que contribuem para a resposta de uma maneira geral. Dentre estes podemos 

destacar as proteínas de choque térmico (Hsps), como a Hsp90 e sua co-chaperona ubiquitina 
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ligase associada à proteína SGT1 (supressor do alelo G2 de skp1) (79-80, 107). 

A ativação de inflamassoma NLRP3 é altamente dependente da concentração de seus 

agonistas. A formação de NLRP3 é consequente de sua oligomerização em um único complexo 

citosólico que contrasta com a maioria das sinalizações via receptor de superfície celular, como 

os TLRs. Os inflamassomas, além de terem uma localização citossólica estratégica, têm como 

principal característica a participação da resposta contra patógenos e moléculas endógenas, 

sendo, desta forma, um importante alvo para o tratamento de doenças não-infecciosas 

relacionadas à inflamação crônica, tais como artrite, obesidade, diabetes do tipo 2, aterosclerose 

e doenças neurodegenerativas (79-82). 

Vale ressaltar que, mesmo que diferentes funções do inflamassoma venham sendo 

descritas desde 2002, a sua principal característica é a produção e a liberação de IL-1β e IL-18 

no meio extracelular (81). A produção destas citocinas têm importantes papéis na resposta 

imune inata, visto que a IL-18 é uma citocina produzida por macrófagos e que induz a produção 

de IFN-γ em células T. A liberação de IFN-γ também é responsável pelo recrutamento de 

neutrófilos para o tecido inflamado e que, em conjunto, ajudam a restringir os patógenos 

intracelulares (79). Em adição, a IL-1β é um dos mediadores pró-inflamatórios solúveis mais 

produzidos durante a resposta inflamatória por diversos tipos celulares, principalmente por 

macrófagos. O reconhecimento desta citocina se dá via receptor de IL-1, amplamente 

distribuído por células do sistema imune e que induz a expressão de vários genes pró-

inflamatórios, incluindo a IL-6, IL-8, IL-12, COX-2, quimiocinas, peptídeos antimicrobianos e 

a própria IL-1β (80). O efeito das citocinas IL-1β e IL-18 e de outros fatores endógenos, 

sugerem uma forte ligação entre a ativação de inflamassoma e o sistema imune adaptativo, 

tendo em vista que atuam via diferenciação de células T (84). 

Além da produção de citocinas, a ativação de inflamassomas leva a um fenômeno de 

morte programada na célula hospedeira, chamada piroptose (80). Este processo é desencadeado 

por caspase-1 ativada que induz a formação de poros na membrana resultante de pressão 

osmótica, é caracterizado pela rápida liberação de conteúdo citossólico e principalmente 

descrito em macrófagos e células dendríticas (78-80). Isto demonstra que inflamassomas podem 

atuar de modo independente de caspase-1, IL-1β e IL-18, intervindo na resposta imune por vias 

alternativas, para a restrição intracelular bacteriana (84). É importante ressaltar que os 

inflamassomas apresentam a capacidade de auto-inibição quando o patógeno está presente, 

prevenindo sinais pró-inflamatórios inapropriados e prejudiciais. Esta autoinibição é mediada 
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pelo domínio LRR (que reconhece padrões moleculares específicos) dos NLRs, que bloqueia a 

sua oligomerização por um mecanismo ainda desconhecido (85).  

Considerando os inflamassomas como ferramentas importantes da resposta 

inflamatória, que é crítica para a efetividade do sistema de defesa, esses complexos proteicos 

representam um alvo de escolha para a busca de novas terapias promissoras, por um mecanismo 

de modulação desta importante via (48-51).  

 

1.3 Envolvimento da Hsp90 na via de sinalização de TLR e na ativação de inflamassoma  

A proteína de choque térmico (Hsp) 90 é uma chaperona muito abundante nas células 

eucarióticas e procarióticas (1-3%) e altamente conservada (86-88). Esta chaperona é induzida 

em células submetidas a diferentes condições de estresse (ex.: calor, frio ou privação de 

oxigênio) e possui um papel essencial no enovelamento, na estabilização e na ativação de um 

conjunto de mais de 200 proteínas denominadas “clientes”. Muitas destas proteínas clientes 

estão relacionadas a diversos processos celulares, tais como transdução de sinais (ex.: tirosina 

quinases, serina/treonina quinases), ciclo celular (ex.: fatores de transcrição, fatores 

apoptóticos) e transporte intracelular, além de processos homeostáticos e fisiopatológicos (89-

92, 175).  A Hsp90 desempenha suas funções à custa de adenosina trifosfato (ATP), com auxílio 

de co-chaperonas, tais como p23 e ciclo de divisão celular (Cdc)37, que são importantes para o 

reconhecimento de protéinas clientes e para atividade desta chaperona (93, 110-111). 

Estruturalmente, a Hsp90 é descrita como um homodímero de forma flexível, que contém três 

diferentes domínios: i) domínio N-terminal ligado ao nucleotídeo, no qual a atividade ATPase 

está localizada; ii) domínio médio de regulação no qual se ligam as proteínas clientes e as co-

chaperonas, e onde ocorre a hidrólise de ATP e iii) domínio C-terminal, responsável pela 

dimerização da proteína e por sua estabilização (94). São descritas duas isoformas da Hsp90, 

uma isoforma induzida - Hsp90α - e uma isoforma constitutiva - Hsp90β (95).  

Dados publicados na literatura demonstram que a sinalização de TLR4 induzida por LPS 

em macrófagos é modulada em parte por Hsp90, uma vez que a inibição seletiva da sua 

atividade inibe a translocação nuclear do fator de transcrição NFκB e a produção das citocinas 

TNF-α e IL-1β (96-98). Foi proposto que Hsps são importantes chaperonas envolvidas na 

sinalização de TLR4, por manter a integridade estrutural do complexo receptor multimérico 

TLR4/MD-2/CD14 durante reconhecimento do LPS, e também por regular membros de MAP 

quinases que fazem parte da sinalização (99-100). Em relação ao seu envolvimento no 
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complexo receptor de TLR4, foi sugerido que o LPS é transferido do CD14 para as chaperonas 

Hsp90 e Hsp70, que se apresentam constitutivamente na membrana plasmática em lipid rafts e 

que fazem parte deste complexo de receptores. Destes, o LPS é então transferido para o sítio 

hidrofóbico do MD-2, se ligando por interações hidrofóbicas (37-38, 100). Dentre as proteínas 

clientes de Hsp90 envolvidas na cascata de sinalização do TLR4 encontram-se proteínas 

quinases, tais como ERK (extracelular signal-regulated kinases), IRAK (interleukin-1-

receptor associated kinase), JNK (C-Jun N-terminal kinase), IKK (IκB kinase), p38 e TAK1 

(TGF-β activated kinase 1), fatores de transcrição, tais como IRF3 (Interferon regulatory 

transcripitional fator 3) e proteínas reguladoras do ciclo celular que desempenham papéis 

fundamentais em doenças neurodegenerativas, infecções, câncer e respostas inflamatórias. Em 

conjunto, estes dados evidenciam a Hsp90 como um alvo promissor para abordagens 

terapêuticas para diferentes patologias (101-105).  

Além de participar da via de sinalização de TLR, foi proposto que a atividade da 

chaperona Hsp90 é essencial para a resposta imune mediada por sensores NLR, tais como 

NOD1 (domínio de oligomerização de ligação de nucleótido 1), NOD2 e NLRP3 (106, 107). 

Ensaios de co-imunoprecipitação demonstram que os sensores de NLR formam complexos 

estáveis com a Hsp90 e com sua co-chaperona SGT1 (que tem sua ação independente do 

turnover de ATP e dependente de ligação de proteína cliente), através de seu domínio de 

repetição rico em leucina (LRR) e com a NACHT. Estes dados indicam que a atividade 

chaperona da Hsp90 é importante para a maturação, estabilização e ativação de NLRP3 na via 

de inflamassoma (FIGURA 1.6, letra C) (106-107). 

  

1.3.1 Inibidores de Hsp90 

Existem diversos inibidores da atividade de Hsp90 de origem natural, sintética e semi-

sintética disponíveis comercialmente e com mecanismos de ação distintos. Dentre eles, 

podemos destacar os inibidores de Hsp90 que interagem primariamente com os dois domínios 

principais da proteína (N- e C- terminal) e os que interagem com proteínas acessórias chamadas 

de co-chaperonas. Todos os inibidores que se ligam ao domínio N-terminal, de ligação de ATP, 

induzem a uma super expressão de Hsps, como Hsp32 (HO-1) Hsp40, Hsp70 e Hsp90, 

fenômeno este chamado de resposta de choque térmico (HSR). O fenômeno se inicia com a 

liberação do fator-1 de transcrição de heat shock (HSF-1), que normalmente se encontra ligado 

a Hsp90 e na forma monomérica. Em seguida, ocorre a sua translocação para o núcleo na forma 
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ativada, trimérica e fosforilada, que se liga a regiões promotoras de genes Hsp no DNA, 

ocasionando então a super expressão das Hsps, conforme FIGURA 1.6, letra A (108).  

 

Figura 1.6. Representação esquemática da modulação da atividade de Hsp90. A) Os inibidores de Hsp90 

induzem um resposta de choque térmico (HSR) por ativar o fator de transcrição HSF-1, que se encontra incialmente 

ligado à Hsp90 e, quando ativado, se desliga da chaperona e assume sua forma trimérica ativa, sendo então 

translocado para o núcleo onde é fosforilado e ativado. Em seguida, o HSF-1 se liga aos promotores dos genes 

Hsp, induzindo a expressão de Hsps, como Hsp90, Hsp70, Hsp32, e de HSF-1. B) Diferentes tipos de moduladores 

de Hsp90 induzem HSR, por se ligarem diretamente à chaperona via domínio N-terminal ou C-terminal ou por 

interagir com as suas co-chaperonas, p23 e Cdc37, inibindo sua interação com a proteína cliente. C) Representação 

esquemática da interação entre o domínio N-terminal da Hsp90 com sua co-chaperona SGT1 (supressor do alelo 

G2 de skp1) e domínios NACHT e LRR de NLRP3, importante para estabilização e maturação de NLR. 

Moduladores de Hsp90 diretos e indiretos podem impedir a formação deste complexo inflamassoma com Hsp90, 

aumentando a degradação desta proteína cliente. Adaptado de Wang e McAlpine, 2015 (108). 

  

Dentre os principais inibidores da Hsp90 do tipo N-terminal encontram-se a 

geldanamicina e seus análogos 17-alil amino-17-demetoxi geldanamicina (17-AAG) e 17-

dimetilamino-17-demetoxi geldanamicina (17-DMAG), que levam a um aumento da 

degradação de suas proteínas clientes. Tem-se também outros tipos inibidores, desta chaperona, 

como a novobiocina e cisplatina, que se ligam ao domínio C-terminal, e que são considerados 

inibidores fracos (109). Ainda, outros inibidores atuam de forma indireta, se ligando a co-

chaperonas como a Cdc37 ou p23, impedindo assim a interação destas com a chaperona, 

levando a um aumento da degradação de proteínas clientes, tais como o receptor de 

glicocorticóide (para p23) e algumas proteínas quinases (para Cdc37). Dentre estes inibidores, 
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podemos citar o celastrol e a gedunina, cujo mecanismo se assemelha ao demonstrado na 

FIGURA 1.6, letra B (106, 110-113). Os inibidores diretos e indiretos da Hsp90 podem também 

impedir a interação da sua co-chaperona SGT-1, via domínio N-terminal, inibindo desta forma 

a formação do complexo Hsp90-SGT-1 com NLRP3, levando então à desestabilização desta 

proteína e consequente inibição de inflamassoma (como demonstrado na FIGURA 1.6, letra C) 

(107). Piaz e colaboradores (2012) demonstraram utilizando como ferramenta ressonância 

plasmônica de superfície (SPR) que a interação da gedunina com a chaperona Hsp90 não se dá 

de forma direta, tendo em vista que nenhum complexo de ligação foi observado quando a 

gedunina foi injetada sobre a Hsp90 imobilizada, confirmando que a sua inibição não é direta e 

sim via ligação específica à co-chaperona p23 (112), que auxilia na sua modulação 

conformacional. Em diversos modelos experimentais, tem sido demonstrado que inibidores de 

Hsp90 suprimem diferentes vias de sinalização e exibem uma potente atividade 

antiproliferativa, citoprotetora e anti-inflamatória (114-118). 

 

1.4 Gedunina 

A gedunina é um metabólito secundário presente no óleo obtido das sementes de 

espécies vegetais da família Meliaceae (Carapa guianensis – popularmente conhecida como 

andiroba - e Azadirachta indica – popularmente conhecida como Neem) (119-120). A gedunina, 

em conjunto com diferentes limonóides com quem apresenta similaridade estrutural, é 

quimicamente classificada como tetranortriterpenóides, que são triterpenos metabolicamente 

modificados que possuem um esqueleto básico precursor 4,4,8-trimetil-17-furanil esteróide 

(121-122).   

Sua estrutura química, representada na FIGURA 1.7, pertence à classe de 

nortriterpenóides altamente oxigenados denominados limonóides, que possuem um núcleo 

principal de fusão trans de 4 anéis de seis membros com um furano anelado. Além disto, a 

gedunina possui dois confôrmeros estruturais representados pela α- e β-gedunina, e que diferem 

na rotação do grupo furano.  
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Figura 1.7. Estrutura química da gedunina. 

 

 

A diferença de energia de ambos confôrmeros está entre 0,88 kcal/mol, indicando que 

ambos são estáveis e são igualmente possíveis no estado solúvel. Os confôrmeros são 

fortemente ligados e possuem geometria e energia similares, sendo orientados pela 

complementariedade de interações eletrostáticas. Dados da literatura demonstram que o 

potencial eletrostático molecular (MEP - associação entre densidade eletrônica, reatividade e 

interações) da gedunina assimétrica é representada por regiões de alta densidade eletrônica 

negativa com átomos de oxigênio próximos (átomos eletronegativos) e regiões potencialmente 

positivas, representados por átomos de hidrogênio (123). 

Considerando as atividades tradicionalmente conhecidas do óleo extraído das sementes 

de C. guianensis Aublet, que incluem atividade anti-inflamatória, analgésica, antibacteriana 

(121, 180) e anti-malárica (124), nosso grupo de pesquisa vem comprovando a eficácia deste 

óleo e de uma fração enriquecida com estes limonóides quanto às suas propriedades antialérgica 

e anti-inflamatória em diferentes modelos experimentais in vivo e in vitro (125-128). Trabalhos 

prévios publicados pelo nosso grupo demonstram uma importante atividade anti-inflamatória, 

anti-alérgica e imunomoduladora da gedunina, inibindo diferentes parâmetros em modelos 

experimentais in vitro e in vivo, tais como: i) a formação de edema em modelo murino induzido 

por zimosan; ii) a migação e ativação de leucócitos no modelo de pleurisia induzida por 

diferentes estímulos; iii) a proliferação de linfócitos T na resposta alérgica in vivo; iv) a 

produção de mediadores inflamatórios, incluindo IL-5, ligante de quimiocina C-C 

(CCL)11/eotaxina, TNF-α, IL-1β, assim como mediadores lipídicos (LTB4, PGE2), corpúsculo 

lipídico e endotelina; v) hiperalgesia em modelo de inflamação articular aguda induzida por 

zimosan, e vi) a translocação nuclear de fatores de transcrição como NFκB e NFAT (126-130). 
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Em conjunto, estes resultados obtidos em nosso laboratório foram de extrema relevância para 

determinar a eficácia deste limonóide em diferentes modelos in vitro e in vivo. 

Considerando que substâncias isoladas de produtos naturais constituem fontes de novos 

fármacos, podemos destacar a gedunina como uma destas substâncias que apresentam potencial 

uso terapêutico. Dentre os diversos usos terapêuticos deste limonóide, relatados na literatura, 

podemos destacar a sua atividade antitumoral, através da inibição do ciclo celular e do 

crescimento de células tumorais, além da indução da apoptose em diferentes linhagens tumorais 

(tais como, MCF-7, NCI-H460 e A375-C5) (131). 

Valendo-se do fato de que a gedunina é uma molécula pequena, e que por motivos 

biofísicos, moléculas pequenas interagem com facilidade com múltiplas proteínas (proteínas 

transportadoras e receptores), podemos justificar desta forma, os seus mecanismos multialvos 

de interação com essas proteínas. A falta de seletividade de muitos fármacos na interação em 

uma vasta variedade de alvos, é de maneira geral, universal e muito comum (132). Sendo assim, 

para o esclarecimento do possível mecanismo de ação destes compostos a elucidação dos alvos 

proteicos tem grande impacto sobre a estratégia no processo de descoberta de novas drogas. O 

efeito descrito para a gedunina é principalmente relacionado à sua modulação da Hsp90. Desta 

forma, pretendemos, neste estudo, avaliar os efeitos desta modulação sobre a expressão de 

outras proteínas relacionadas ao estresse e a sua relação com o reconhecimento de patógenos. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo deste projeto foi avaliar o efeito da gedunina sobre a resposta inflamatória 

induzida por ligantes de TLR4, TLR3 e TLR2, e investigar novos alvos moleculares deste 

tetranortriterpenóide relacionados às vias de sinalização de TLRs e do inflamassoma NLRP3. 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Investigar o efeito da gedunina sobre a ativação de TLR4/MD-2/CD14, TLR3 e TLR2 

em macrófagos estimulados com LPS, PAM3CSK4 e POLY I:C, avaliando a produção 

de mediadores inflamatórios e a formação de inflamassoma; 

 

 Investigar o efeito da gedunina sobre as vias de sinalização aguda (dependente de 

MAL/MyD88) e tardia (dependente de TRAM/TRIF) de TLR4/MD-2/CD14 em 

macrófagos estimulados com LPS; 

 

 Investigar o efeito da gedunina no modelo de pleurisia murina induzida por LPS, 

avaliando o acúmulo de leucócitos, a produção de mediadores inflamatórios e a via do 

inflamassoma NLRP3;  

 

 Avaliar o efeito da gedunina sobre a indução de fatores anti-inflamatórios em 

macrófagos estimulados ou não com LPS, PAM3CSK4 e POLY I:C; 

 

 Estudar o mecanismo de interação molecular da gedunina com a caspase-1, TLR2, 

TLR3 e MD-2 (co-receptor de TLR4), utilizando modelagem in silico, e avaliar a 

afinidade de ligação da gedunina ao MD-2. 
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3. ARTIGOS 

3.1 Artigo 1  

 

Gedunin Binds to Myeloid Differentiation Protein 2 and Impairs Lipopolysaccharide-

Induced Toll-Like Receptor 4 Signaling in Macrophages 

 

Autores: Perla Villani Borges, Katelim Hottz Moret, Clarissa Menezes Maya-Monteiro, 

Franklin Souza-Silva, Carlos Roberto Alves, Paulo Ricardo Batista, Ernesto Raúl Caffarena, 

Patrícia Pacheco, Maria das Graças Henriques e Carmen Penido. 

 

Mol Pharmacol 88:949–961, 2015 

 

Trabalhos prévios publicados pelo nosso grupo demonstram que a gedunina apresenta 

uma atividade anti-inflamatória e imunomoduladora em diferentes modelos experimentais in 

vitro e in vivo (125-129). Compreendendo a importância dos macrófagos como células centrais 

da resposta inflamatória de origem infecciosa ou alérgica, a identificação de novas substâncias 

capazes de modular a ativação destas células é de grande relevância para o controle da resposta 

imune. Neste trabalho, tivemos como objetivo estudar o mecanismo de ação da gedunina sobre 

a ativação de TLR4 em macrófagos murinos ativados por LPS. Desta forma, avaliamos o efeito 

biológico da gedunina sobre a ativação de macrófagos induzida por LPS, investigando a 

modulação das vias MAL/MyD88 e TRAM/TRIF, a produção de mediadores pró- e anti-

inflamatórios, e a translocação nuclear do fator de transcrição NFκB. Em adição, investigamos 

– através de ensaios in silico e de ressonância plasmônica de superfície (SPR) – a ligação da 

gedunina no sítio de interação hidrofóbica do MD-2, componente do complexo receptor de 

TLR4. Em conjunto, nossos resultados demonstram que a gedunina modula a resposta induzida 

por LPS em macrófagos, inibindo diferentes parâmetros da resposta inflamatória e induzindo 

fatores anti-inflamatórios. Ainda, nossos resultados demonstram que a gedunina se liga ao MD-

2, inibindo a formação do complexo LPS/TLR4/MD-2/CD14, o que sugere que o seu 

mecanismo de ação não se restringe à modulação da atividade de Hsp90, como foi previamente 

demonstrado na literatura.  
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3.2 Artigo 2  

 

Protective effect of gedunin on TLR-mediated inflammation by modulation of 

inflammasome activation and cytokine production: evidence of a multitarget compound 

 

Autores: Perla Villani Borges, Katelim Hottz Moret, Raghavendra Nulgumnalli 

Manjunathaiah, Thadeu Estevam Maramaldo Costa, Ana Paula Monteiro, Alan Brito Carneiro, 

Patricia Pacheco, Jairo Ramos Temerozo, Dumith Chequer Bou-Habib, Maria das Gracas 

Henriques, Carmen Penido. 

Pharmacological Research (16)30472-8, 2016 

 

Demonstramos previamente que a gedunina apresenta um efeito modulador sobre a 

ativação das vias de sinalização aguda (dependente de MAL/MyD88) e tardia (dependente de 

TRAM/TRIF) de TLR4 em macrófagos in vitro, e também que a gedunina é capaz de se ligar 

ao MD-2 no mesmo sítio de ligação do LPS, em adição à sua ligação às co-chaperonas p23 e 

Cdc37, conforme demonstrado na literatura (109, 112). No presente trabalho, nós investigamos 

se a gedunina também poderia modular a ativação de outros TLRs, como TLR2 e TLR3, uma 

vez que a gedunina é uma substância multi-alvos e que a atividade da chaperona de Hsp90 é 

importante para a estabilização de diversas proteínas clientes envolvidas na sinalização destes 

receptores.  

Neste estudo, nós observamos que, de fato, a gedunina modula a resposta inflamatória 

induzida por agonistas de TLR2 e TLR3, inibindo a produção de mediadores pró-inflamatórios 

e a ativação de inflamassoma NLRP3. Ainda, demonstramos que este limonóide induz a 

produção de fatores anti-inflamatórios por macrófagos estimulados por PAM3CSK4 e POLY 

I:C, o que reforça a sua atividade anti-inflamatória. Em adição, demonstramos através de 

ensaios in silico – que a gedunina apresenta alta probabilidade de ligação ao TLR2, ao TLR3 e 

à caspase-1, enzima ativada após formação do inflamassoma NLRP3. Considerando o efeito da 

gedunina sobre macrófagos estimulados com LPS in vitro, avaliamos neste estudo o efeito da 

gedunina sobre a resposta inflamatória in vivo desencadeada pelo LPS no modelo murino de 

pleurisia. Nós observamos que tanto o pré- quanto o pós-tratamento in vivo com a gedunina 

inibiram a ativação do inflamassoma NLRP3, a produção de mediadores pró-inflamatórios e o 

acúmulo de leucócitos no sítio inflamatório.  
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Em conjunto, nossos resultados demonstram que a gedunina suprime a resposta 

induzida por LPS em macrófagos murinos em modelo in vitro e no modelo de pleurisia, inibindo 

diferentes parâmetros da resposta inflamatória e a ativação de inflamassoma. Ainda, 

demonstramos que o mecanismo de ação da gedunina não se restringe à via de sinalização de 

TLR4, e sugerimos um que este tetranortriterpenóide se ligue a múltiplos alvos, apresentando 

alto potencial de ligação a TLR2, TLR3 e caspase-1.  
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4. DISCUSSÃO  

Reconhecendo a importância dos produtos naturais como fonte de substâncias com 

atividades farmacológicas, investigamos neste trabalho o efeito anti-inflamatório da gedunina, 

um tetranortriterpenóide encontrado em espécies vegetais da família Meliaceae, sobre a 

resposta induzida por ligantes de TLR em macrófagos. Nós demonstramos que a gedunina 

modula negativamente a produção de mediadores inflamatórios e a ativação do inflamassoma 

NLRP3, assim como modula positivamente fatores anti-inflamatórios in vitro e in vivo. Ainda, 

identificamos possíveis alvos moleculares deste tetranortriterpenóide através de ensaios in 

silico. 

Dentre os efeitos biológicos da gedunina já descritos, podemos destacar a sua atividade 

antitumoral, anti-alérgica e anti-inflamatória, em modelo de artrite reumatóide murina (128-

130, 133, 172). Sabe-se que estes efeitos estão associados à sua capacidade de modular a 

atividade da chaperona Hsp90, que desempenha um importante papel na manutenção de 

diversas proteínas clientes. Foi descrito em 2013 que a gedunina modula a atividade da Hsp90 

via ligação à sua co-chaperona p23, que é essencial à atividade desta chaperona (99-100, 112). 

Neste trabalho, nós demonstramos o efeito anti-inflamatório da gedunina na via de sinalização 

de TLR4, e sugerimos que este independe de proteínas adaptadoras da via aguda 

(MAL/MyD88) e tardia (TRAM/TRIF). Acreditamos que a modulação da gedunina ocorra 

upstream, por dois mecanismos: i) através da modulação da Hsp90 e ii) através da ligação a 

proteína MD-2, no mesmo sítio de interação de LPS. De fato, a ativação de TLR4 pode estar 

sendo modulada diretamente pela gedunina via inibição da Hsp90, tendo em vista que 

Triantofilou e colaboradores demonstraram por técnicas de FRET (fluorescence ressonance 

energy transfer) e FRAP (recuperação de fluorescência após a fotodegradação) que a Hsp90, 

em conjunto com a Hsp70, se associam ao complexo receptor TLR4/MD-2, constituindo os 

lipid rafts na superfície celular em resposta ao estímulo de LPS. Vale ressaltar que, além disso, 

estes autores demonstraram que a Hsp90 e a Hsp70 estão envolvidas no tráfego e internalização 

de TLR4 para o complexo de Golgi (100, 146-148). Em adição à modulação de Hsp90, nossos 

dados sugerem que a gedunina module negativamente a resposta de macrófagos ao LPS através 

da ligação à proteína MD-2 no mesmo sítio de interação de LPS, evitando, desta maneira, a 

formação do complexo TLR4/MD-2/LPS, inibindo a ativação da via de sinalização e, 

consequentemente, a produção de mediadores inflamatórios e o influxo de cálcio.  

Sabe-se que o reconhecimento de LPS pelo complexo TLR4/MD-2/CD14 resulta na 
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produção de mediadores inflamatórios por ambas as vias de sinalização dependentes de 

MAL/MyD88 (via aguda) e TRAM/TRIF (via tardia) (139-140). Nós avaliamos o efeito da 

gedunina sobre estas vias, em macrófagos nocautes (KO) para as proteínas adaptadoras TRIF e 

MAL com LPS e observamos que o tratamento com a gedunina inibiu a produção de TNF-α, 

IL-6 e NO nas duas linhagens, de maneira semelhante à resposta observada em macrófagos 

WT. Acreditamos que, o fato de a gedunina inibir tanto a via aguda como a via tardia da 

sinalização de TLR4 possa ser decorrente da modulação da atividade da Hsp90 pela gedunina, 

conforme dito anteriormente (105, 112). Vale ainda ressaltar que, em adição à formação do 

complexo TLR4/MD-2, a Hsp90, em associação com Hsp70 (e outras chaperonas), mantém a 

conformação e a atividade de quinases dependentes de MAL/MyD88 e TRAM/TRIF tais como 

p38, ERK1/2 e JNK, que estão envolvidas na produção de TNF-α e IL-6 (14, 141-143). Isto 

pode ainda ser corroborado por dados da literatura, que demonstram que a inibição da Hsp90 

pela geldanamicina reduz a estabilidade de transcritos de TNF-α e IL-6 em macrófagos 

induzidos por LPS, fenômeno este parcialmente dependente de p38 (99, 140, 144).  

O fato de a gedunina modular o influxo de Ca2+ intracelular pode ser corroborado por 

trabalhos da literatura que demonstram que o estímulo com LPS induz o aumento transitório da 

concentração de Ca2+ intracelular via aumento de proteína quinase C (PKC) (138), que é cliente 

da Hsp90, envolvida na estabilização e maturação desta quinase. A modulação de PKC pela 

Hsp90 durante a ativação induzida por LPS também é importante, já que a ativação de NFκB, 

a produção de TNF-α e expressão de iNOS estão relacionadas com esta quinase e com o 

aumento de Ca2+ intracelular. Estes dados estão de acordo com os nossos resultados, uma vez 

que a inibição da Hsp90 pela gedunina modula estes mediadores via PKC. Somado a isto, a 

inibição da produção de NO pela gedunina pode ocorrer via modulação de Hsp90, tendo em 

vista que a síntese de NO é modulada por esta chaperona, através da interação Hsp90-iNOS 

(óxido nítrico sintase induzida) (35, 134, 136-138). Estes dados estão de acordo aos de um 

estudo que demonstra que o pré-tratamento com o análogo semi-sintético da geldanamicina 

(17-AAG) (inibidor específico de Hsp90) também inibiu a produção de NO em macrófagos 

induzidos por LPS (135).  

Além da produção de NO e citocinas, a ativação da via de sinalização de TLR4 em 

macrófagos induz o aumento da expressão de COX-2 e da produção de PGE2, principalmente 

através da via tardia dependente de TRIF, que requer a internalização de TLR4 (149). De 

acordo, nossos resultados in vitro demonstram que macrófagos WT estimulados com LPS 
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durante 24h produzem altas concentrações de PGE2 quando comparados aos macrófagos 

estimulados por 6h, período de tempo no qual a via de sinalização mais atuante é a dependente 

de TRIF. Além disto, o pré-tratamento com gedunina foi capaz de inibir a produção de PGE2 a 

níveis basais durante a resposta aguda e tardia de sinalização de TLR4. Vale ressaltar que várias 

proteínas clientes da Hsp90 estão envolvidas na regulação da liberação de ácido araquidônico 

mediada por fosfolipase A2, tais como a proteína quinase p54, que media a fosforilação e a 

consequente ativação de fosfolipase A2 (179). A Hsp90 desempenha um importante papel na 

regulação de outras proteínas envolvidas na sinalização de TLR, como as proteínas membros 

da família MAPKs em particular na estabilização da TAK-1, quinase que também está 

envolvida na ativação do fator de transcrição NFkB, que são proteínas chaves para a produção 

de citocinas e síntese de COX-2 (143, 150). De fato, foi demonstrado, em macrófagos 

estimulados com LPS in vitro, que a ativação do NFkB depende de Hsp90, uma vez que a 

geldanamicina foi capaz de inibir a translocação nuclear de NFkB (96). Além disto, outros 

autores demonstraram que a modulação de Hsp90 via geldanamicina se dá através da redução 

da formação do complexo DNA/NFkB (e não pelo impedimento da degradação de IkB ou a 

translocação nuclear de NFkB) e, desta forma, a ativação deste fator de transcrição é inibida 

(97).  

De forma interessante, os resultados obtidos neste estudo demonstram um papel 

adicional da gedunina na via de sinalização de TLR4 que vai além da modulação de Hsp90, e 

pode estar relacionada ao bloqueio upstream da sinalização interferindo na ligação do LPS com 

o complexo receptor TLR4/MD-2. Isto porque, em adição às co-chaperonas da Hsp90 (p23 e 

Cdc37), o MD-2 aparece como mais um candidato a proteína alvo da gedunina. Considerando 

a similaridade estrutural do MD-2 à co-chaperona p23, comparamos as sequências e a estrutura 

cristalográfica desta proteína com as do MD-2, e observamos que ambas apresentam 

similaridades estruturais no enovelamento do sítio de ligação, representada por uma bolsa 

hidrofóbica bem definida (112). Em adição à semelhança estrutural do sítio de interação das 

proteínas p23 e MD-2 com seus ligantes, vale ressaltar que um dado da literatura demonstra 

que a sinalização de TLR4 pode ser também inibida pela ligação de um glicolipidio endógeno, 

o globotetraosilceramida (Gb4). Foi demonstrado que o Gb4 se liga ao MD-2, deslocando LPS 

do sítio de interação, atenuando a sua toxicidade (145). A hipótese de que a gedunina poderia 

também estar se ligando ao MD-2 como o Gb4 foi confirmada através de ensaios de modelagem 

in silico e de espectroscopia de ressonância plasmônica de superfície (SPR), que sugerem que 
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a gedunina pode modular a resposta ao LPS no início da cascata de sinalização do TLR4, se 

ligando no mesmo sítio de interação hidrofóbica ao MD-2 de forma espontânea. Ainda, foi 

demonstrado que mesmo variando a ordem de adição da gedunina e do LPS ao MD-2, este 

terpenóide foi capaz de deslocar o LPS, interferindo de maneira eficiente na formação do 

complexo de ligação entre o LPS/MD-2, e sugerindo que a gedunina atue como inibidor 

competitivo. Os resultados obtidos por SPR, mesmo que não reflitam o microambiente celular, 

corroboram os dados obtidos in vitro (pré- e pós-tratamento com a gedunina) e in silico. Vale 

ainda ressaltar que, em adição aos resultados de competição de SPR, nós observamos através 

de ensaio in vitro que o pré-tratamento de macrófagos estimulados com LPS com a gedunina 

pré-incubada com o MD-2 em diferentes concentrações não inibiu a produção de TNF-α de 

forma dependente (Anexo 1). Estes resultados sugerem que este limonóide forma um complexo 

em solução com o MD-2, impedindo que a gedunina module a resposta inflamatória em 

macrófagos induzidos por LPS, reforçando a premissa de que este tetranortriterpenóide é um 

inibidor competitivo ao LPS na ligação ao MD-2. Em conjunto, nossos dados nos indicam que 

a gedunina impede a formação do complexo TLR4/MD-2/LPS e a consequente sinalização 

desencadeada após o seu reconhecimento.    

Partindo do fato de que i) a gedunina atua modulando a via de sinalização de TLR4 em 

macrófagos estimulados por LPS in vitro e que ii) dados prévios do nosso grupo que 

demonstram que o LPS induz um aumento acentuado no número de leucócitos na cavidade 

pleural de camundongos através de um mecanismo indireto que envolve mediadores 

inflamatórios produzidos principalmente por macrófagos residentes (164-167), avaliamos no 

presente estudo a capacidade da gedunina em inibir a resposta inflamatória desencadeada por 

LPS no modelo de pleurisia in vivo. Vale ressaltar que o nosso grupo só havia demonstrado a 

atividade anti-inflamatória e anti-alérgica da gedunina em respostas independentes de TLR4, 

que incluem pleurisia e inflamação pulmonar induzida por ovalbumina (OVA) e artrite induzida 

por zimosan (125, 126, 129, 130). Neste trabalho, demonstramos que a gedunina foi capaz de 

inibir a resposta inflamatória induzida por LPS in vivo, em um regime de pré- e pós-tratamento, 

reduzindo a migração de células mononucleares, eosinófilos e neutrófilos, como também a 

produção de TNF-α, IL-6, IL-1β e NO. Estes resultados obtidos in vivo corroboram os dados 

obtidos in vitro com macrófagos estimulados com LPS, considerando que os macrófagos 

residentes da pleura são as principais células que reconhecem o LPS e são células centrais nesta 

resposta. Em conjunto, podemos inferir que a resposta inflamatória induzida por LPS é 
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dependente de Hsp90 (100, 146-147, 173), tendo em vista que: i) Hsp90 faz parte do complexo 

receptor TLR4/MD-2 na ligação do LPS (174), ii) Hsp90 interage com diferentes proteínas 

quinases (MAPKs) envolvidas na sinalização de TLR4 (99, 175) e iii) Hsp90 é necessária para 

ativação de NFκB por diferentes mecanismos já descritos (96-97, 140). 

Demonstramos que, dentre a grande variedade de efeitos da gedunina também se inclui 

a modulação do inflamassoma NLRP3. A ativação de NLRP3 ocorre em resposta a vários 

estímulos, que incluem produtos bacterianos como o LPS (79-80, 176). Dados apresentados 

aqui demonstram pela primeira vez que a gedunina foi capaz de regular a ativação do 

inflamassoma NLRP3 induzida por LPS in vivo e in vitro, reduzindo a expressão de NLRP3 

nos leucócitos pleurais e em macrófagos murinos imortalizados. Neste contexto, foi 

demonstrado que a Hsp90 é necessária para maturação, estabilização e ativação de NLRP3, o 

que é corroborado pelo fato de que esta chaperona, em associação com sua co-chaperona SGT1 

(supressor do alelo G2 de skp1), interage com os domínios NACHT e LRR (repetição rica em 

leucina) do NLRP3, formando um complexo estável essencial para estabilidade e ativação do 

inflamassoma (93, 106-107). Desta forma, nossos dados sugerem que a gedunina também inibe 

a formação do complexo do inflamassoma NLRP3 induzida por LPS, o que está de acordo com 

a redução da caspase-1 ativada e a produção de IL-1β obtidos in vitro e in vivo. Corroborando 

os resultados, dados prévios da literatura demonstraram que o tratamento de células THP-1 e 

de monócitos primários com geldanamicina reduziu a produção de IL-1β e caspase-1 ativada 

após estímulo com urato monossódico (106). Além disto, demonstramos o potencial de 

interação molecular da gedunina com a caspase-1, através da modelagem in silico, o que sugere 

um mecanismo de ação alternativo à modulação da Hsp90. 

Reconhecendo os corticosteróides como uma importante classe de medicamentos anti-

inflamatórios capazes de modular negativamente a via de sinalização de TLR e que estes 

apresentam similaridade estrutural com a gedunina (168-173), consideramos a possibilidade de 

que este tetranortriterpenóde poderia modular outras vias de sinalização, além do TLR4.  

Partimos então para a avaliação do efeito da gedunina na sinalização de TLR2 e TLR3, 

considerando que a sinalização de TLR2 depende de MyD88 e apresentaria semelhanças ao 

ensaio realizado com macrófagos KO de TRAM/TRIF estimulados com LPS, enquanto que 

TLR3 independe de MyD88 e se assemelharia ao ensaio realizado com macrófagos KO de 

MAL/MyD88 estimulados com LPS. Para tal, avaliamos o efeito da gedunina sobre a produção 

de mediadores pró-inflamatórios, fatores anti-inflamatórios, a formação do inflamassoma 
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NLRP3 e a ativação de caspase-1. Nossos resultados revelaram que o efeito da gedunina não é 

restrito a TLR4, demonstrando que este composto também modula a resposta mediada por 

TLR2 e TLR3, uma vez que este tetranortriterpenóide inibiu a produção dos mediadores 

inflamatórios TNF-α, IL-6, NO e IL-1β, assim como reduziu a expressão de inflamassoma 

NLRP3 após estímulo com PAM3 e POLY I:C. O mecanismo pelo qual a gedunina modula 

estas respostas ainda não está claro, entretanto, considerando que quinases dependentes da via 

MAL/MyD88 e TRAM/TRIF, como p38, ERK e JNK, são dependentes da atividade da 

chaperona Hsp90 (17, 99, 112, 141-143, 178), é esperado que as vias de sinalização de TLR2, 

TLR3 e TLR4 sejam inibidas por moduladores desta chaperona. Sabemos que a Hsp90 também 

é necessária para ativação de NFκB, que é um dos eventos comuns de ativação da via de 

sinalização de TLR2, TLR3 e TLR4, indicando que a inibição desta chaperona module 

negativamente a produção de citocinas pró-inflamatórias induzidas por todos estes agonistas de 

TLRs (96-97). Da mesma forma, seria esperado que a inibição da Hsp90, via co-chaperona 

SGT1, reduziria a formação de inflamassoma (106-107). De forma interessante, nossos dados 

demonstram que a produção de IL-6 e NO em resposta à ativação de TLR2 foi inibida pela 

gedunina, mas não pelo inibidor seletivo de Hsp90, a 17-AAG, sugerindo que, neste caso, o 

efeito deste limonóide possa estar ocorrendo de forma independente de sua modulação via 

Hsp90. Neste sentido, é interessante ressaltar que realizamos ensaios preliminares de luciferase 

em células HEK transfectadas com TLR2/1 estimuladas com PAM3 e observamos que o pré-

tratamento com gedunina reduziu a atividade de luciferase nestas células (Anexo 2), 

contribuindo com os nossos dados que este tetranortriterpenóide modula negativamente a 

sinalização de TLR2.  Em adição, nossos estudos de modelagem in silico prevêem que a 

gedunina se liga a TLR2 e TLR3, sugerindo que esta substância é um ligante multialvos. 

Entretanto, ensaios bioquímicos adicionais, como SPR ou DARTS (drug affinity responsive 

target stability) são necessários para a confirmação de ligação da gedunina a estas proteínas e 

para a determinação de sua constante de afinidade (Keq). 

Demonstramos ainda que, além da capacidade da gedunina em inibir mediadores pró-

inflamatórios induzidos por LPS, este tetranortriterpenóide também induz a expressão e a 

produção de fatores anti-inflamatórios, incluindo heme-oxigenase-1 (HO-1), IL-10 (in vitro e 

in vivo) e Hsp70, agregando mais valor ao efeito farmacológico desta molécula. Está bem 

descrito na literatura que a HO-1 e a IL-10 são induzidas por diversos estímulos, incluindo LPS 

(153, 177), como também foi demonstrado que a HO-1 modula o efeito anti-inflamatório da IL-
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10 e inibe a sinalização de TNF-α (155). Demonstramos neste estudo que o tratamento da 

gedunina na presença ou ausência de agonistas de TLR (PAM3, POLY I:C e LPS), aumentou 

a expressão de HO-1 e a produção de IL-10, sugerindo que o efeito anti-inflamatório da 

gedunina se deve em parte por estes fatores. A indução de proteínas de choque térmico, 

incluindo HO-1 (Hsp32), pelo celastrol (inibidor de Hsp90) já foi demonstrado in vitro e in vivo 

(115, 151-152). A HO-1 é a isoforma induzida da enzima, responsável pela degradação do heme 

livre, e que é amplamente expressa durante estresse e inflamação, desencadeada por diversos 

estímulos, incluindo LPS e, mediadores inflamatórios, como TNF-α e IL-1β. Sabe-se que sua 

atividade é mediada pela produção de IL-10, de forma dependente da quinase p38 (153, 155). 

A atividade anti-inflamatória e imunomoduladora da HO-1 é mediada tanto pela degradação do 

grupo heme livre (pró-inflamatório), como também via produção de bilirrubina e monóxido de 

carbono (CO), que apresentam propriedades anti-inflamatórias (154). Além disto, foi 

demonstrado que o CO, um dos produtos de degradação do grupo heme da HO-1, atenua a 

atividade de Hsp90 e promove a dissociação de suas proteínas clientes (156). No presente 

estudo, nós demonstramos que a HO-1 induzida por estresse aumentou após incubação com 

gedunina (na ausência dos estímulos como PAM3, POLY I:C ou LPS), sugerindo que, em nosso 

modelo experimental, a gedunina apresente seus efeitos tanto de forma dependente quanto 

independente da resposta mediada por TLR, ou ainda, de Hsp90.  

Vale ressaltar ainda que, observamos um aumento da expressão do fator anti-

inflamatório Hsp70, em macrófagos estimulados com LPS pré-tratados com a gedunina. Sabe-

se que a citoproteção durante o estresse oxidativo está relacionada ao aumento da expressão de 

Hsp70 e sua consequente liberação para o meio extracelular (116). Considerando que a 

gedunina apresenta seus efeitos via modulação de Hsp90 e que esta modulação induz a ativação 

de HSF-1 e o consequente aumento de expressão de Hsp70 e HO-1 (Hsp32), podemos entender 

o mecanismo pelo qual este tetranortriterpenóide induz o aumento da expressão de HO-1 e 

Hsp70 (157-158). Os mecanismos anti-inflamatórios da Hsp70 vêm sendo reportados na 

literatura, e, foi demonstrado que a indução de Hsp70 intracelular (por estresse ou por 

compostos indutores de Hsp70), leva à diminuição da translocação nuclear de NFκB, e 

consequente redução na produção de TNF-α, IL-6, IL-1β, NO, como também a expressão de 

iNOS (2, 150, 159-160). De forma interessante, dados da literatura demonstram que o 

tratamento in vitro de células dendríticas com Hsp70 antes do estímulo com LPS diminui a 

produção de TNF-α além de induzir a produção de IL-10 no líquido sinovial de pacientes com 
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artrite (161). Nosso estudo também demonstrou que a gedunina além de atuar como indutor de 

Hsp70 em macrófagos estimulados com LPS, aumenta a produção de IL-10 sob estímulo de 

PAM3 e POLY I:C. Ainda, reforçando a hipótese de que a IL-10 é um fator intermediário do 

efeito anti-inflamatório deste limonóide, observamos que a administração intra-peritoneal de 

gedunina em camundongos naive foi capaz de aumentar os níveis de IL-10 na cavidade pleural, 

24h após a administração (Anexo 3). De fato, foi demonstrado na literatura que a IL-10 suprime 

a ativação de macrófago induzida por LPS por inibir a expressão de genes específicos pró-

inflamatórios induzidos por TLR referidos como “genes contra-regulados por IL-10” (162-

163). É importante salientar que a resposta anti-inflamatória mediada por IL-10 é também 

mediada pela expressão de HO-1 (155). Desta forma, demonstramos neste estudo, que a 

gedunina também atua de forma adicional à inibição de fatores pró-inflamatórios, via indução 

de mecanismos anti-inflamatórios e resolutivos. 
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5. CONCLUSÃO 

  

Neste trabalho, demonstramos que a gedunina é uma substância multialvos, com 

propriedades anti-inflamatórias, capaz de modular a resposta mediada por TLR através da 

inibição da produção de mediadores inflamatórios, da ativação de inflamassoma NLRP3 e da 

migração de leucócitos. Além disto, demonstramos que a gedunina induz a produção de fatores 

anti-inflamatórios e protetores. Neste trabalho, evidenciamos ainda um novo mecanismo de 

ação deste terpenóide na via de sinalização de TLR4, atuando como um inibidor competitivo 

do sítio de interação do LPS ao MD-2. Nosso estudo aprofundou o conhecimento sobre as 

propriedades farmacológicas da gedunina e reconhece esta substância como um candidato a 

fármaco para o tratamento de doenças inflamatórias infecciosas (figura 5.1).  
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Figura 5.1. Esquema de conclusão. O tratamento com a gedunina inibe a ativação in vitro de macrófagos induzida 

por LPS, PAM3 e POLY I:C, impedindo a produção de mediadores inflamatórios (TNF-α, IL-6, NO e IL-1β), a 

ativação de inflamassoma (NLRP3, caspase-1) e induzindo a produção de mediadores anti-inflamatórios e 

resolutivos (IL-10, HO-1 e Hsp70). Em adição, a gedunina sob estímulo de LPS em macrófagos, in vitro, inibe o 

influxo de Ca+2 intracelular, a translocação de NFκB, a produção de citocinas e de PGE2, e a expressão de COX-2, 

em ambas as vias aguda e tardia de TLR4, demonstrando que a gedunina além de modular a Hsp90, age se ligando 

ao MD-2/TLR4, impedindo a ligação de LPS e a cascata de sinalização. Ainda, demonstramos que este limonóide 

atua na resposta inflamatória induzida por LPS na cavidade pleural in vivo, impedindo a migração de leucócitos, 

inibindo a produção de mediadores inflamatórios (TNF-α, IL-6, NO e IL-1β), a ativação de inflamassoma NLRP3 

e induzindo fatores anti-inflamatórios (IL-10 e HO-1). Ca+2 (cálcio); COX-2 (ciclo-oxigenase-2); HO-1 (heme-

oxigenase-1); Hsp (proteína de choque térmico); IL (interleucina); LPS (lipopolissacarídeo); PAM3 (palmitoyl-3-

Cys-Ser-(Lys)4) POLY I:C (polyriboinosinic:polyribocytidylic acid) MAL (MyD88-adapter-like); MD-2 (proteína 

mielóide de diferenciação-2); MyD88 (fator de diferenciação mielóide 88); NFκB (fator de transcrição nuclear 

κB); NO (óxido nítrico); PGE2 (prostaglandina E2); TLR (receptor do tipo Toll); TNF (fator de necrose tumoral); 

TRAM (molécula adaptadora relacionada à TRIF); TRIF (Tir-domain-containing adapter-inducing interferon-

beta). 
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7. ANEXOS 

 

7.1 Anexo 1 – Efeito da resposta inibitória da gedunina sobre a produção de TNF-α, em 

macrófagos pré-incubados com MD-2 solúvel 
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Figura Anexo 1 – Efeito da resposta inibitória da gedunina na produção de TNF-α, em macrófagos 

estimulados com LPS, quando pré-incubados com a proteína MD-2. Gedunina (10 μM) previamente incubada 

ou não por 1h, em meio DMEM, com diferentes concentrações de MD-2 (0,05, 0,25, 0,5 e 5 μg/ml) foi utilizada 

no pré-tratamento em macrófagos imortalizados que após 1h foram estimulados com LPS (50 ng/ml). Após 24h 

de estímulo as concentrações de TNF-α foram mensuradas no sobrenadante das células por ELISA.  Os resultados 

estão expressos como média ± EPM em triplicata por grupo, de 2 experimentos independentes. As análises 

estatísticas foram realizadas pela análise de variância (ANOVA) seguido por Newman Keuls. As diferenças 

estatisticamente significativas (p < 0,05) entre o grupo estimulado e não estimulado estão indicadas por (*) e entre 

os grupos tratados e o estimulado por LPS (+)  

  



 

84 
 

7.2. Anexo 2 – Efeito da gedunina sobre TLR2/1 em ensaio de luciferase 

 

Figura Anexo 2. Efeito da gedunina sobre TLR2/1 em ensaio de luciferase. Células HEK293 foram cultivadas 

em placa de 96 poços (3,5x104 células/poço) em meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino e pré-

tratamento com a gedunina (10 μM), transfectadas com plasmídeo contendo o ectodomínio de TLR2/1 e 

estimuladas ou não com PAM3 (1 μg/ml) por 4h. As células foram então lisadas e a atividade luciferase foi 

determinada usando o kit Dual Luciferase Assay.  O pré-tratamento da gedunina reduz a atividade de lucíferase 

após 4h de estímulo com PAM3 (1 μg/ml). Os resultados demonstrados no gráfico são representativos de 

simplicata dois experimentos independentes.  
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7.3 Anexo 3 - Efeito da gedunina sobre a indução de IL-10 na cavidade pleural de 

camundongos naive 

 

Figura Anexo 3. Efeito da gedunina sobre a indução de IL-10 na cavidade pleural em camundongos naive. 

Camundongos naive foram submetidos a administração intrapleural (i.pl.) e intraperitoneal (i.p.) de gedunina (0,5 

mg/kg) e, após 6h e 24h do estímulo foram avaliados os níveis de IL-10 produzidos na cavidade pleural por ELISA. 

Os resultados estão expressos como média ± EPM em septupliclata por grupo, de 2 experimentos independentes. 

As análises estatísticas foram realizadas pela análise de variância (ANOVA) seguido por Newman Keuls. As 

diferenças estatisticamente significantivas entre os grupos estimulado e não estimulado estão indicadas por * (p < 

0,05).  

 

 

 

 

 


