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RESUMO 
 

Os corpúsculos lipídicos (CLs) são organelas essenciais nas células, 

desempenhando múltiplas funções. Além de contribuírem para a síntese de 

eicosanoides, essas estruturas servem como locais de alocação para diversas 

enzimas, fatores de crescimento, GTPases, enzimas envolvidas no metabolismo 

lipídico e proteínas quinases. Sua multifuncionalidade os torna extremamente 

relevantes na sinalização celular, na regulação do metabolismo lipídico e no controle 

da produção de mediadores inflamatórios. Assim, a regulação da atividade dos 

corpúsculos lipídicos pode ser estratégica para o controle de processos inflamatórios 

e infecciosos. Os bioflavonoides são fitoquímicos que, ao longo dos anos, têm 

demonstrado propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, antialérgicas e 

antitumorais. Neste estudo, investigamos se os bioflavonoides rutina e quercetina 

inibem a produção de prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrieno B4 (LTB4) por meio da 

regulação dos corpúsculos lipídicos em macrófagos ativados com lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS). Para isso, realizamos a quantificação dos corpúsculos lipídicos por 

microscopia ótica e citometria de fluxo, e a dosagem dos eicosanoides por ensaio de 

competição por ELISA. Os resultados indicam que os bioflavonoides investigados 

reduzem a produção de CLs, tendo a quercetina apresentado uma diminuição 

significativa. Quanto à produção de eicosanoides, ambos os tratamentos resultaram 

em menor produção de PGE2 e LTB4. Notavelmente, a rutina demonstrou maiores 

reduções. Concluímos que a atividade anti-inflamatória desses bioflavonoides parece 

estar relacionada aos corpúsculos lipídicos, especialmente no tratamento com 

quercetina. 
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ABSTRACT 
 

Lipid bodies (LCs) are essential organelles in cells, performing multiple 

functions. In addition to contributing to the synthesis of eicosanoids, these structures 

serve as allocation sites for several enzymes, growth factors, GTPases, enzymes 

involved in lipid metabolism and protein kinases. Their multifunctionality makes them 

extremely relevant in cell signaling, regulating lipid metabolism and controlling the 

production of inflammatory mediators. Thus, regulating the activity of lipid bodies can 

be strategic for controlling inflammatory and infectious processes. Bioflavonoids are 

phytochemicals that, over the years, have demonstrated antioxidant, anti-

inflammatory, anti-allergic and anti-tumor properties. In this study, we investigated 

whether the bioflavonoids rutin and quercetin inhibit the production of prostaglandin E2 

(PGE2) and leukotriene B4 (LTB4) through the regulation of lipid bodies in 

macrophages activated with bacterial lipopolysaccharide (LPS). To this end, we 

quantified lipid bodies by optical microscopy and flow cytometry, and measured 

eicosanoids by competition assay by ELISA. The results indicate that the bioflavonoids 

investigated reduce the production of CLs, with quercetin showing a significant 

decrease. Regarding eicosanoid production, both treatments resulted in lower 

production of PGE2 and LTB4. Notably, the routine demonstrated greater reductions. 

We conclude that the anti-inflammatory activity of these bioflavonoids appears to be 

related to lipid bodies, especially in quercetin treatment. 

 

Keywords: lipid bodies, eicosanoids, bioflavonoids. 
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1.INTRODUÇÃO 

Os CLs são organelas citoplasmáticas que desempenham a função de 

armazenamento de energia em adipócitos e outros tipos celulares. Além disso, essas 

organelas atuam como locais de síntese de mediadores lipídicos inflamatórios, como 

prostaglandinas e leucotrienos, contribuindo para a ativação inflamatória de células 

do sistema imunológico (Bozza et al., 2010).  

Os eicosanoides, moléculas derivadas do metabolismo do ácido araquidônico, 

controlam processos de ativação, migração, proliferação e morte celular (Kumar et 

al.,2018). Portanto, a regulação da atividade dos corpúsculos lipídicos pode ser uma 

estratégia eficaz para controlar processos inflamatórios e infecciosos.  

Os anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) têm a capacidade de inibir os 

corpúsculos lipídicos. No entanto, quando usados por um período prolongado, podem 

causar efeitos adversos, como reações de hipersensibilidade, danos ao trato 

gastrointestinal e efeitos cardiovasculares (Grosser e cols., 2006). Por outro lado, os 

flavonoides, compostos polifenólicos naturais encontrados em vários vegetais, 

possuem atividades anti-inflamatórias, antioxidantes, antialérgicas e antimicrobianas. 

Essas moléculas podem interferir na resposta inflamatória por meio da NFKB, 

proteínas STATS e PI3K, regulando indiretamente a inflamação e controlando, por 

exemplo, a produção de espécies reativas de oxigênio (Gonzáles-Mosquera et al., 

2018; Hanáková et al., 2017).  

Embora seja conhecido que os flavonoides reduzem a produção de 

eicosanoides ao interferir na atividade da ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX), 

pouco se sabe sobre a regulação dessas substâncias na produção de CLs. Com isso, 

avaliamos o papel desses compostos na regulação da resposta inflamatória mediada 

por essa via, sugerindo uma possível alternativa ao uso de anti-inflamatórios não 

esteroidais. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Fisiopatologia da Inflamação 

A inflamação é, fundamentalmente, um mecanismo de defesa cujo objetivo final 

é a eliminação da causa inicial da lesão celular e das consequências dessa lesão 

(Kumar et al., 2005). Trata-se de um processo essencial para a sobrevivência dos 

organismos, uma resposta protetora que permite a reparação do tecido lesionado, 

necrótico ou invadido por microrganismos, restaurando-o ao seu estado original. Essa 

é uma reação complexa que envolve principalmente a presença de leucócitos e 

proteínas plasmáticas nos vasos sanguíneos, que são recrutados para locais 

extravasculares. A resposta inflamatória é iniciada quando fatores solúveis são 

produzidos em resposta a estímulos inflamatórios, sejam eles causados por 

microrganismos ou células necróticas. Isso permite reações vasculares e a produção 

de mediadores inflamatórios que amplificam essa resposta e determinam seu padrão 

(Kumar et al., 2018). 

Durante a inflamação, os vasos sanguíneos se dilatam e se tornam permeáveis 

a fluidos e proteínas. Células como monócitos e linfócitos são atraídas para o local da 

lesão ou infecção por um gradiente químico conhecido como quimiotaxia. As reações 

inflamatórias são desencadeadas por diversos estímulos que são reconhecidos por 

receptores localizados na membrana plasmática e nos endossomos (Kumar et al., 

2018). Os mais importantes são os receptores do tipo Toll-like (TLRs), que 

reconhecem patógenos como bactérias, fungos e vírus. Os mamíferos produzem pelo 

menos 10 TLRs diferentes, cada um específico para um ligante. Quando o patógeno 

é reconhecido, esses receptores ativam fatores de transcrição, como NF-KB, e 

estimulam a produção de citocinas e outros mediadores inflamatórios. Entre essas 

moléculas estão os sinalizadores lipídicos, como prostaglandinas, leucotrienos e 

tromboxanos, e as moléculas sinalizadoras proteicas chamadas citocinas. As citocinas 

pró-inflamatórias mais importantes são o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), o 

interferon-γ (IFN-γ), as quimiocinas, que são responsáveis por recrutar leucócitos, e 

as interleucinas (ILs), incluindo IL-1, IL-6, IL-12 e IL-17 (Alberts et al., 2017). 

Após a ativação leucocitária e a migração dessas células para o local da 

inflamação, leucócitos como neutrófilos e macrófagos se ligam e ingerem 

microorganismos patogênicos e células mortas por meio da fagocitose (Abbas et al., 

2022). Nesse processo, as partículas ingeridas são degradadas no fagolisossomo por 
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meio de substâncias microbicidas. As espécies reativas de oxigênio (ROS) e as 

enzimas lisossômicas são as substâncias mais importantes nesse processo. 

As ROS são capazes de destruir micróbios e células necróticas aumentando a 

expressão de moléculas de adesão, citocinas, quimiocinas, e amplificando a cascata 

inflamatória. As espécies reativas de nitrogênio, como o óxido nítrico (NO), atuam de 

maneira semelhante às ROS. O NO é um radical livre que, ao reagir com O2, forma 

um composto altamente reativo (peroxinitrito) que participa da lesão celular. Os 

macrófagos utilizam o NO como metabólito citotóxico (Kumar et al., 2018). 

 

2.2 Mediadores inflamatórios 

Os mediadores inflamatórios, como os eicosanoides, são provenientes do 

metabolismo do ácido araquidônico (AA), um ácido graxo insaturado que compõe os 

fosfolipídios da membrana celular (Figura 1). Eles influenciam intrinsecamente o 

processo inflamatório, mediando cada etapa da inflamação, como ativação, migração, 

proliferação e morte celular. Por essa razão, esses sinais são os principais fatores na 

homeostase tecidual, defesa do hospedeiro e câncer (Bozza et al., 2011; Melo et al., 

2012). Eles são sintetizados nos locais da resposta inflamatória e são intensificados 

por mecanismos induzíveis, como citocinas e estímulos pró-inflamatórios. A liberação 

do AA ocorre por meio das fosfolipases, enzimas presentes nos fosfolipídios que 

hidrolisam ligações éster. A partir disso, duas vias enzimáticas estimulam a síntese 

de prostaglandinas e tromboxanos (via COX) e leucotrienos e lipoxinas (via LOX) 

(Zanini et al., 2018). 

A ciclooxigenase (COX) é a enzima-chave que catalisa a conversão do ácido 

araquidônico (AA) em prostaglandinas e tromboxanos. Existem dois tipos de 

ciclooxigenase: a COX-1, que está presente em todos os tecidos e produz 

prostaglandinas envolvidas em processos fisiológicos como a proteção do epitélio 

gástrico, a manutenção do fluxo renal e a agregação plaquetária através da produção 

de tromboxanos; e a COX-2, uma isoforma induzível liberada em resposta a estímulos 

inflamatórios como citocinas (TNF-a), interleucina, fatores de crescimento e outros 

mediadores (González-Mosquera et al., 2018; Hanáková et al., 2017). Por essa razão, 

foram desenvolvidos fármacos que inibem a COX-2 com o objetivo de inibir a 

inflamação sem bloquear os efeitos protetores das prostaglandinas. Contudo, a 

inibição da COX-2 aumenta os riscos de doenças cardiovasculares e 

cerebrovasculares (Kumar et al., 2018). 
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A via da ciclooxigenase (COX) gera as prostaglandinas E2 (PGE2), PGD2, 

PGF2a, PGI2 (prostaciclina) e tromboxano A2 (TXA2) (KUMAR et al.,2018). A PGE2 

atua como mediador de sinalização lipídica, é extremamente versátil e pode influenciar 

vários fenômenos que determinam o caráter inflamatório (Bhattacharjee et al., 2016). 

Ela pode prejudicar a capacidade microbicida do macrófago e, ao inibir as citocinas 

Th1, induz uma tendência Th2 em células T. A inibição de Th1 demonstrou prevenir 

danos teciduais causados pelo processo inflamatório na doença gastroduodenal e na 

inflamação hepática (Bhattacharjee et al., 2016). Os leucotrienos, por outro lado, são 

produzidos pela via LOX, gerando LTA4, que origina o LTB4 (produzidos por 

neutrófilos e macrófagos), um agente quimiotático, ou LTC4 e seus metabólitos, LTD4 

e LTE4, que causam vasoconstrição, broncoespasmo e aumento da permeabilidade 

vascular (Kumar et al.,2018). A via da 5-LOX resulta na síntese dos LTs, que 

desempenham um papel importante no desenvolvimento e na persistência da 

resposta inflamatória durante a infecção de macrófagos. O LTB4 mostrou ser 

dependente da produção de NO, controlando a morte, a desgranulação e a produção 

de ROS de L. amazonensis. Portanto, os LTs são essenciais para eventos iniciais da 

cascata, ativando mediadores cruciais no controle inflamatório (Tavares et al., 2014). 

 

 

 

 

Figura 1. Geração de metabólitos do ácido araquidônico e seus papéis na inflamação 
(Robbins, patologia básica, 2013). 
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2.3 Corpúsculos Lipídicos 

Corpúsculos lipídicos (CLs) são organelas presentes nas células de bactérias, 

leveduras, plantas e mamíferos (Figura 2). Eles são sintetizados pelo retículo 

endoplasmático e possuem uma constituição lipídica e proteica. São cercados por 

uma monocamada de fosfolipídios e possuem proteínas de superfície específicas que 

estão relacionadas à sua biogênese e mobilização (Bozza et al., 2010). Eles podem 

exibir tamanhos variáveis dependendo de sua localização e, após serem secretados 

pelo aparelho de Golgi, são liberados e ficam livres no citosol (Murphy et al., 2001). 

Inicialmente, acreditava-se que a função dos CLs era apenas o armazenamento e 

transporte de lipídios neutros. No entanto, atualmente sabe-se que os CLs são 

organelas com um sistema de regulação complexo, dinâmico e funcionalmente ativo 

em diferentes condições patológicas (Bozza et al., 2009).  

 A formação de CLs ocorre inicialmente com lipídios neutros como triglicerídeos 

e ésteres de colesterol que começam a se acumular no retículo endoplasmático (RE) 

da célula. Esses lipídios acumulados se unem para criar um núcleo lipídico dentro do 

RE. Posteriormente, proteínas específicas, denominadas proteínas de revestimento 

de corpúsculos lipídicos (PLINs), são convocadas para envolver este núcleo lipídico. 

As PLINs auxiliam na estabilização da estrutura do corpúsculo lipídico. O núcleo 

lipídico revestido aumenta de tamanho à medida que mais lipídios são adicionados. 

Este crescimento contínuo resulta na criação de um corpúsculo lipídico maduro 

(Pereira-Dutra et al., 2019).  

 Além disso, os CLs podem interagir com outras organelas celulares, como o 

RE, as mitocôndrias e o complexo de Golgi. Essas interações permitem que os 

corpúsculos lipídicos desempenhem funções específicas em diferentes contextos 

celulares. Por último, a biogênese de CLs é regulada de maneira precisa por uma 

variedade de fatores. Estes incluem hormônios, nutrientes e sinais intracelulares. Esta 

regulação garante a homeostase lipídica e a função celular adequada. Portanto, a 

formação e a função dos CLs são processos dinâmicos e altamente regulados para a 

saúde e a função celular (Pereira-Dutra et al., 2019). 
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Figura 2. Macrófagos em lesões ateroscleróticas (Hoeksema, 2012) 
 

2.4 Função dos corpúsculos lipídicos 

 Os CLs atuam como domínios citoplasmáticos, participando da formação de 

eicosanoides. Eles também funcionam como local de alocação de várias enzimas e 

fatores de crescimento, GTPases, enzimas de metabolização lipídica e proteínas 

quinases. Por essa razão, os CLs são extremamente importantes na sinalização 

celular, na regulação do metabolismo lipídico e no controle da síntese de mediadores 

inflamatórios (Bozza e Cols et al., 2009). Estudos recentes mostraram que essas 

organelas regulam a resposta inflamatória em vários aspectos coordenando o 

estresse celular. Foi demonstrado que a localização da fosfolipase A2 (PLA2) na 

superfície dos CLs após estímulo com ácido oleico ocorre por meio da translocação 

de enzimas pré-existentes do citoplasma para os CLs, onde participam da síntese de 

PGE2 (Bozza et al., 2011). Os CLs compartimentalizam enzimas como COX e LOX, 

ambas usando AA para iniciar a síntese de eicosanoides (Bozza et al., 2011). Além 

disso, estoques de AA também foram localizados em CLs de leucócitos. Portanto, o 

aumento no número de CLs em processos inflamatórios está associado à formação 

de mediadores inflamatórios (Bozza et al., 1996). 

 Na infecção por Mycobacterium bovis, foi demonstrado que a PGE2 derivada 

dos CLs desempenha um papel na inibição da resposta inflamatória, através da IL-10. 

Na infecção por Trypanosoma cruzi, foi observado um aumento no tamanho e número 

de CLs após a infecção, e esse aumento foi acompanhado por um aumento na 
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produção de PGE2 e LTs, que desempenham um papel importante na patogênese da 

doença de Chagas (D’ avila et al., 2008). Quando os eosinófilos são estimulados com 

PGE2, essas células respondem aumentando o número de CLs (Bozza et al., 2011). 

 Na infecção por diferentes espécies de Leishmania, o estímulo de macrófagos 

com PGE2 induz um aumento na proliferação parasitária, pois a PGE2 regula 

negativamente a produção de TNF-α e óxido nítrico (Figura 3). A produção de PGE2 

é induzida pelo próprio patógeno, via TLR2 (Bhattacharjee et al., 2016). No entanto, a 

produção de LTB4 está associada à ativação de NF-kB, à produção de ROS e ao 

controle da proliferação parasitária (Tavares et al., 2014). 

Os CLs podem servir como plataformas para a replicação de patógenos e 

defesa. Quando ocorre privação de nutrientes, os CLs passam por quebra (lipólise), 

que começa com os membros associados ao CL da família perilipinas PLIN2 e PLIN3 

degradação mediada por chaperona autofagia, um tipo específico de autofagia que 

degrada seletivamente um subconjunto de proteínas citosólicas em lisossomos 

(Walther et al., 2017). 

Várias classes de medicamentos, como o ácido acetilsalicílico (AAS) e os anti-

inflamatórios não esteroidais (AINEs), produzem seus efeitos terapêuticos através do 

bloqueio da síntese de eicosanoides (Vane e Bottin,, 1998). Portanto, a regulação 

farmacológica da atividade dos CLs pode ser uma estratégia eficaz para regular os 

processos envolvidos em doenças infecciosas ou inflamatórias. 



17 
 

17 
 

 

Figura 3. "O papel dos CLs nas infecções bacterianas ". Após a indução, as bactérias recrutam os CLs 
para as proximidades dos endossomos contendo bactérias. A interação de CLs com fagossomas 
contendo bactérias leva à liberação de conteúdos de CLs, que servem como fonte nutricional para a 
sobrevivência e proliferação de bactérias patogênicas. Além disso, os CLs também são atores 
importantes na imunidade inata. A interação patógeno-hospedeiro leva à biossíntese e secreção de 
mediadores inflamatórios, como PGE2, através das vias da COX-2 derivada do AA. A PGE2 pode 
potencialmente inibir a resposta Th1, favorecendo assim a proliferação de patógenos. Em contraste 
com os mecanismos de recrutamento de CLs para o benefício do patógeno, os atores da imunidade 
inata, como as histonas em Drosophila, estão localizados na superfície do CL e podem atuar como 
proteínas antibacterianas. Além disso, os CLs também são locais de produção de LTB4, um 
eicosanoide pró-inflamatório da via da lipoxigenase derivada de AA (5-LOX), associado à eliminação 
do patógeno (adaptado, Pereira-Dutra, 2019). 

2.5 Vias de sinalização celular  

A síntese de prostanoides, é um processo complexo que envolve várias etapas. 

Inicialmente, o ácido araquidônico (AA) é liberado da membrana celular pela ação das 

fosfolipases A2 (PLA2). O AA é então metabolizado pelas enzimas ciclooxigenase 

(COX) e prostaglandina E sintase (PGES) para formar PGE2 (Bozza et al., 2011). Eles 

são formados em resposta a vários estímulos, incluindo a ativação de vias de 

sinalização intracelular, como a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), a proteína quinase 

C (PKC) e as quinases reguladas por sinal extracelular (MAPKs). A ativação das vias 

de sinalização intracelular PI3K, PKC e MAPKs pode levar à formação de corpúsculos 

lipídicos e à liberação de AA, que é então metabolizado para formar eicosanoides. 
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Portanto, a regulação dessas vias de sinalização é crucial para a produção de 

eicosanoides e a regulação de processos biológicos associados (Bozza et al., 2009). 

 

2.6 Proteínas quinases C (PKC) 

As enzimas da família PKC são quinases que mediam a transdução de sinal 

originada na superfície celular. A sinalização envolvendo esta família é iniciada pela 

hidrólise de fosfolipídios de membrana, mediada por receptor (Newton, 2010). A PKC 

modula diversos aspectos da fisiologia celular, incluindo angiogênese, motilidade 

celular, proliferação, diferenciação e apoptose. A função celular depende da 

capacidade das células de montar respostas dinâmicas a estímulos ambientais. Uma 

parte crítica desta resposta celular é a modulação rigorosa dos eventos de sinalização 

(Newton, 2009). A fosforilação é um mecanismo crucial para traduzir sinais ambientais 

da membrana celular para o citoplasma. A fosforilação celular é controlada por 

centenas de quinases e fosfatases. Funções celulares globais (como proliferação e 

apoptose) e funções especializadas (como secreção hormonal) mantêm a 

homeostase através da fosforilação e desfosforilação de substratos de sinalização 

(Mosior e Newton 1998) 

Após a estimulação extracelular, o diacilglicerol (DAG) e o íon cálcio (Ca2+) 

gerados na membrana se ligam à PKC. A PKC então sofre translocação do citosol 

para a membrana e subsequente ativação. Enzimas da família PKC também 

participam da biogênese de corpúsculos. O PMA é capaz de induzir a formação de 

corpúsculos lipídicos em neutrófilos (Weller et al., 1991). O envolvimento da PKC na 

formação de corpúsculos lipídicos também foi demonstrado com o uso de inibidores 

dessa enzima, que reduzem significativamente a formação de corpúsculos lipídicos 

induzidos por PAF em eosinófilos e neutrófilos (Bozza et al., 1997) 

 

2.7 Anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) 

 Os anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) compõem um grupo diversificado 

de medicamentos com propriedades analgésicas, anti-inflamatórias e antipiréticas. 

Devido a essas características, são amplamente utilizados no tratamento de dores 

crônicas e agudas decorrentes de processos inflamatórios, atuando no alívio da febre, 

dor e inflamação. A ação dos AINEs foi descrita pela primeira vez por Vane e Piper 

em 1971, quando demonstraram que o ácido acetilsalicílico e os AINEs inibem a 

síntese das prostaglandinas (PGs), impedindo que o ácido araquidônico (AA) se ligue 
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ao sítio ativo da enzima ciclooxigenase (COX) (Vane Jr, Botting RM, 1998).  Eles são 

tipicamente divididos em grupos baseados em sua estrutura química e seletividade. 

Alguns exemplos são: ácidos acetilados salicilatos (aspirina), ácidos não acetilados 

salicilatos (diflunisal e salsalato), ácidos propiônicos (naproxeno e ibuprofeno), ácidos 

acéticos (diclofenaco e indometacina), ácidos enólicos (meloxicam  e piroxicam), 

ácidos antranílicos (meclofenamato e ácido mefenâmico).  

 Tradicionalmente, os AINEs são classificados em inibidores de COX-2 e 

aqueles que inibem tanto COX-1 quanto COX-2. A busca por AINEs seletivos de COX-

2 intensificou-se devido à rápida indução de COX-2 em tecidos inflamados e células 

infiltrantes. Enquanto COX-1 é uma isoforma expressa predominantemente nas 

células epiteliais gástricas, sendo a principal fonte de PGs citoprotetoras, a inibição 

da COX-1 é frequentemente responsável pelos eventos adversos gástricos que 

complicam o tratamento com AINEs. Isso fornece a justificativa para o 

desenvolvimento de AINEs específicos para a inibição da COX-2 (Fitzgerald e 

Patrono, 2001). 

 Os anti-inflamatórios não esteroidais tradicionais inibem a COX de maneira não 

seletiva, diminuindo a produção de PGs. Assim, bloqueiam vários eventos de 

sinalização lipídica. Já os inibidores seletivos de COX-2 (coxibes) inibem a isoforma 

que é induzida pela inflamação (El-Malahaa et al., 2022). Dentro dessas classes, os 

medicamentos apresentam substâncias químicas distintas, o que influencia nos 

efeitos adversos que podem ser provocados. Existe ainda uma subclasse de 

salicilatos com AAS, muito utilizada como quimioprofilaxia em problemas cerebrais por 

se ligarem às plaquetas de forma irreversível. No entanto, podem provocar 

broncoconstrição em pacientes com asma (Lima JC et al., 2021). 

 Além disso, os AINEs não inibem as LOXs, o que causa um aumento na síntese 

de LTs, através do desvio de substratos para as vias metabólicas dessas enzimas 

(Blanca-López et al., 2009; Harirforoosh et al., 2013). Dessa forma, os LTs podem 

contribuir para efeitos adversos associados aos AINEs, como efeitos gastrointestinais. 

Estudos demonstraram que os inibidores da COX-2 podem causar vários riscos 

cardiovasculares, como infarto do miocárdio, acidente vascular encefálico, 

hipertensão sistêmica e pulmonar, insuficiência cardíaca congestiva e morte súbita 

cardíaca, através da supressão das PGs derivadas da COX-2 que possuem efeito 

cardioprotetor, principalmente a prostaciclina (PGI2) que atua atenuando os estímulos 
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endógenos para a ativação das plaquetas, a proliferação e a remodelagem dos vasos 

sanguíneos, a hipertensão, a aterogênese e a função cardíaca (Grosser e Cols, 2006). 

 

2.8 Bioflavonoides 

Os bioflavonoides são compostos polifenólicos presentes em diversas espécies 

vegetais, constituindo uma grande classe de metabólitos vegetais distribuídos em 

plantas alimentícias. Com mais de 6.000 espécies identificadas, os bioflavonoides são 

os fitoquímicos mais diversos, demonstrando efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios, 

antialérgicos e antitumorais (González-Mosquera et al., 2018; Hanáková et al., 2017). 

Os metabólitos formados no fígado alcançam a circulação sanguínea e atingem 

células-alvo, onde exercem diversas funções benéficas. A atividade anti-inflamatória 

dos flavonoides pode ocorrer por diferentes mecanismos. Por exemplo, as citocinas, 

que são produzidas e moduladas por diversos fatores, incluindo o estresse oxidativo, 

estão envolvidas na patogenicidade de diversas doenças inflamatórias agudas e 

crônicas. Flavonoides de Boldoa purpurascens demonstraram inibir citocinas pró-

inflamatórias como TNFα e IL-6 produzidas por macrófagos. Além disso, flavonoides 

com grupos hidroxila C-3 e C-4, como a quercetina, possuem um maior efeito inibitório 

na liberação de TNFα do que flavonoides com um único grupo OH no anel B. Essas 

moléculas podem interferir com a atividade de quinases e fatores de transcrição 

envolvidos na resposta inflamatória, como o NF-kB (fator nuclear kappa B). Durante a 

inflamação, as células do sistema imune são ativadas após o reconhecimento de 

patógenos por diferentes receptores. Esse evento desencadeia uma via de sinalização 

que culmina na ativação do NF-KB, uma das vias mais importantes envolvidas na 

inflamação, e consequentemente na transcrição de genes como iNOS e COX-2 

(González-Mosquera et al., 2018; Hanáková et al., 2017). 

Os flavonoides são conhecidos por interagirem com vias de transdução de sinal 

intracelular, regulando genes relacionados à inflamação. Muitos estudos demonstram 

a capacidade dessas moléculas de inibir eventos importantes na inflamação, como a 

proteína ativadora-1 (AP-1), que é outro fator de transcrição importante, pois é 

regulada por MAPKs. As quinases também regulam a via NF-KB, e é sabido que os 

flavonoides inibem a fosforilação de todas as MAPKs (Hanáková et al., 2017). Através 

do seu potencial redox, eles desencadeiam a ativação de outras vias de sinalização, 

como a NRF2 (fator 2 relacionado ao eritróide 2), que leva à transcrição de enzimas 

antioxidantes, como a superóxido dismutase. Eles também interferem na atividade de 
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STATs (transdutores de sinal e ativadores de transcrição), PKC (proteína quinase C) 

e PI3K (fosfoinositol 3 quinase) (Lolli et al., 2012; Yokoyama et al., 2015). Essas 

substâncias têm alto poder antioxidante, controlando a produção de espécies reativas, 

o que, indiretamente, regula a inflamação tecidual causada por dano celular (Chen et 

al., 2019; LI et al., 2016). Além disso, os flavonoides podem controlar a atividade 

efetora de células do sistema imune, como células dendríticas, macrófagos e 

granulócitos (Li et al., 2017; Weng et al., 2012; Weng et al., 2015), pois já se sabe que 

os flavonoides têm efeitos diretos e indiretos na atividade de COX-2 e LOX, diminuindo 

a produção de eicosanoides (González-Mosquera et al., 2018; Hanáková et al., 2017). 

A rutina é um bioflavonoide glicosídeo derivado da quercetina, conhecido por 

seu potencial anticancerígeno, anti-inflamatório (Figura 4), antiviral e antioxidante 

(Khan et al., 2009, 2012). Estudos demonstraram que a rutina é capaz de diminuir de 

forma significativa as ROS (Dhanya et al., 2014). Em estudos in vitro, ela apresentou 

efeitos anti-inflamatórios por inibir o NO em neutrófilos (Nick et al., 2017). 

 

 

Figura 4. Efeito da rutina na via de sinalização TLR4-MyD88-TRAF6-NF-κB induzida por LPS em 
células RAW 264.7. 
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3. OBJETIVO GERAL 

Determinar se os flavonoides rutina e quercetina inibem a produção de 

prostaglandinas através da regulação da síntese ou atividade de corpúsculos lipídicos 

(CLs) em macrófagos ativados. 

 

3.1 Objetivos específicos 

● Avaliar a cinética de produção de CLs em macrófagos estimulados por LPS e ácido 

oleico na presença de quercetina, rutina e indometacina; 

 

● Determinar o tamanho e localização celular dos CLs em macrófagos estimulados por 

LPS e ácido oleico na presença de quercetina, rutina e indometacina; 

 

● Quantificar a produção de prostaglandina E2 e leucotrieno B4 em macrófagos 

estimulados por LPS e ácido oleico na presença de quercetina, rutina e indometacina. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Diferenciação de macrófagos de medula óssea 

 Para obtenção de macrófagos diferenciados da medula óssea (BMMo), foram 

utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 (# CEUA MAC047). Os camundongos 

com até 8 semanas de idade foram eutanasiados com isoflurano e devidamente 

higienizados com álcool 70% para retirada do fêmur e da tíbia. Com o auxílio de uma 

tesoura e pinça, dentro da capela de fluxo laminar, todo o tecido muscular foi retirado 

dos ossos, e após desarticulação, as epífises também foram removidas. Com auxílio 

de uma seringa e agulha estéril contendo 10 mL de meio Dulbecco's Modified Eagle 

(DMEM - Gibco™) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - GIBCO), 1% 

de piruvato de sódio (SIGMA), 1% de L-glutamina (SIGMA), 1% de antibiótico 

(penicilina 100 µl/mL e estreptomicina 100 µl/mL, SIGMA) e 50 μM B-mercaptoetanol, 

o interior dos ossos foram lavados e o conteúdo homogeneizado. Para diferenciação, 

as células de medula óssea foram cultivadas em placas de Petri com meio DMEM no 

volume de 10 mL (2x106/mL de MΦ), contendo 20 ng/mL de M-CSF (Fator Estimulante 

de Colônia de Macrófagos - Peprotech) em estufa com atmosfera de 5% CO₂, à 37ºC. 

No quinto dia foi realizada a troca de metade do meio de cultura de cada placa para 

suplementar a cultura com M-CSF fresco. Após o período de 10 dias o meio foi 

removido, as células foram lavadas 2 vezes com PBS 1x e incubadas à 4ºC na 

presença de 5 mL de HBSS+EDTA, para remoção dos macrófagos da placa. As 

células foram lavadas 2 vezes através de centrifugação à 50g por 10 minutos, 4ºC e 

ressuspensas em DMEM completo. 

 

4.2. Ativação de macrófagos e tratamento com flavonoides 

Os macrófagos cultivados em placas de cultura contendo meio DMEM 

completo, a 37ºC, 5% de CO2, foram ativados com lipopolissacarídeo bacteriano 

(LPS) (SIGMA), na presença de 25 μM de rutina (SIGMA), 10 μM de quercetina 

(SIGMA) e 0,2 μg/mL de indometacina (SIGMA). A indometacina é um AINE que atua 

inibindo a produção de PGs, substâncias responsáveis por causar inflamação e dor. 

Por essa razão, foi utilizado como controle positivo da regulação de CLs. Além disso, 

foi utilizado como controle positivo de ativação o tratamento com 100 μM de ácido 

oleico. O ácido oleico é um ácido graxo que desempenha um papel importante na 

formação dos CLs através da incorporação de triglicerídeos e fosfolipídios. Após 24 e 

48 horas de incubação as células e o sobrenadante da cultura foram processados 
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para as análises subsequentes. 

 

4.3. Quantificação de corpúsculos lipídicos por Citometria de fluxo 

Para quantificação de CLs ativados e tratados, foram utilizados macrófagos 

provenientes da diferenciação de células da medula óssea de camundongos C57BL/6. 

O fluorocromo BODIPY 493/503 (BD) que emite fluorescência entre 500 nm a 650 nm 

e é intensamente fluorescente e eficaz na avaliação de ácidos graxos e fosfolipídios 

foi utilizado como marcador dos CLs. Compatível com a excitação em laser de íons 

de argônio a 488 nm, o BODIPY 493/503 é específico para corpúsculos lipídicos, 

permeando membranas celulares e colorindo seletivamente. O parâmetro de luz 

utilizado foi o SSC para detecção da composição celular, o parâmetro de fluorescência 

foi o canal FL1 (530/30). O BODIPY foi diluído em PBS 1x (concentração 1/1.000.000) 

e incubado por 30 minutos a 37°C. Após o período de incubação, as células foram 

lavadas com PBS 1x gelado (500μl), centrifugadas e ressuspendidas em 500 μl. 

 

 4.4 Marcação de corpúsculos lipídicos com Oil Red O (ORO) para localização 

das organelas por microscopia ótica 

Em uma placa de 24 poços foram colocadas lamínulas redondas de 13 mm2 

estéreis, e adicionados 150 μl de macrófagos provenientes da diferenciação de células 

da medula óssea de camundongos C57BL/6, na concentração de 2x106/mL de MΦ. 

Os macrófagos foram incubados em estufa a 34oC com 5% de CO₂, para a adesão 

celular nas lamínulas. No dia seguinte, as células foram ativadas e tratadas como 

descrito anteriormente, e após o período de 6 horas foram coradas com Oil Red O. 

Para coloração, os macrófagos foram lavados 2 vezes com PBS 1x e fixados 

com 300μl de formalina 3,7% por 15 minutos. Depois, enxaguados 2 vezes com água 

destilada e incubados por 5 minutos com propilenoglicol puro. Cerca de 300 μl - 500 

μl de solução de uso de Oil Red O foram utilizados para coloração. Os macrófagos 

foram incubados por 10 minutos a 60°C. Após esse período, foram adicionados 500 

μl de propilenoglicol a 85% durante 5 minutos. E por fim, as células foram lavadas 5 

vezes com água destilada. As lamínulas foram montadas com uma gota de meio de 

montagem Entellan. As lâminas foram armazenadas a 20ºC até o dia da análise 

microscópica (Melo et al., 2011). 
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4.5 Dosagem da produção de eicosanoides 

A análise foi realizada por meio do método ELISA de competição, que se baseia 

na competição entre o antígeno da amostra dos antígenos adsorvidos na placa pela 

ligação com anticorpos específicos anti- PGE2 e LTB4. Seis horas após a ativação 

dos macrófagos e tratamento com flavonoides, 50 μl do sobrenadante foram coletados 

para a determinação da concentração de prostaglandina E2 e leucotrieno B4. Para 

isso utilizamos kits de ELISA de competição (Elabscience), de acordo com as 

instruções do fabricante. Em resumo, adicionamos as amostras em uma microplaca 

previamente adsorvida com LTB4 ou PGE2. Imediatamente após, adicionamos 

anticorpos biotinilados de detecção anti LTB4 ou PGE2 e incubamos à 37oC por 45 

minutos. As placas foram lavadas 3 vezes em tampão PBS contendo 1% de SDS e foi 

adicionada  estreptavidina conjugada a peroxidase para uma incubação de 30 minutos 

à 37oC. Após a incubação o procedimento de lavagem foi repetido por 5 vezes e foi 

adicionado o substrato tetrametil-benzidina (TMB). Após incubação de 15 minutos à 

37oC, as placas foram levadas a um espectrofotômetro e a leitura foi realizada no 

comprimento de onda de 470nm. 

 

4.6 Análise Estatística 

Os valores foram expressos como médias ± SE. A significância das diferenças 

dos respectivos controles foi realizada por ANOVA seguido do teste Tukey para 

comparações multiparamétricas. * P <0,05, **p<0,01, ***p<0,001 serão considerados 

como indicador de diferenças significativas. 
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5.RESULTADOS  

5.1. Biogênese dos corpúsculos lipídicos induzidos por LPS e Ácido Oleico 

Neste estudo, avaliamos a biogênese de corpúsculos lipídicos (CLs) em 

macrófagos derivados da diferenciação da medula óssea de camundongos da 

linhagem C57BL/6. A contagem de CLs foi realizada por microscopia óptica após um 

estímulo inflamatório com ácido oleico e lipopolissacarídeo (LPS). Além disso, os 

macrófagos foram tratados com rutina, quercetina e indometacina durante um período 

de 6 horas (Figura 5). 

 Os controles para produção de CLs (ácido oleico e LPS) demonstraram as 

menores porcentagens de macrófagos que não continham CLs (Figura 6 e 7). O 

controle positivo (ácido oleico) demonstrou 78% e 92% de macrófagos com CLs totais 

(Figura 8 e 9), e 58% e 52% de macrófagos apresentaram mais de 10 CLs por célula. 

Já em relação a porcentagem de macrófagos com mais de 10 CLs por célula, o ácido 

oleico apresentou maior número de CLs, seguido pelo LPS (Figura 10 e 11). Os grupos 

controle (DMEM), apresentaram 31% e 14%(Figura 12 e 13). 

Na concentração de 10 μg/mL, o LPS induziu a formação de CLs em 72% dos 

macrófagos, enquanto na concentração de 100 μg/mL, a indução foi de 79% (Figura 

8 e 9). No que diz respeito à proporção de macrófagos com mais de 10 CLs por célula, 

a indução foi de 39% e 35%, respectivamente (Figura 12 e 13). 

 
 
 

 
 
Figura 5. Macrófagos contendo corpúsculos lipídicos corados com Oil Red O (ORO), com contra 
coloração em Hematoxilina. As imagens A e B indicam macrófagos contendo mais de 10 CLs, e menos 
de 10 CLs. Enquanto a imagem C indica macrófagos sem CLs. 
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5.2 Regulação de corpúsculos lipídicos por bioflavonoides 

Para avaliação da regulação dos CLs, os macrófagos ativados com LPS foram 

tratados com rutina, quercetina e indometacina pelo período de 6 horas.   

A quercetina apresentou um maior número de macrófagos sem a presença de 

CLs comparado ao grupo controle, ao ácido oleico e ao LPS (Figura 6 e 7). E diminuiu 

o número total de CLs em ambas concentrações de LPS (Figura 8 e 9), sendo essa 

diminuição de 23% em relação a ativação com 10 μg/mL de LPS (Figura 8). 

Nos experimentos realizados com 100 μg/mL de LPS não houveram 

diminuições significativas no tratamento com rutina e quercetina, apenas 

indometacina diminuiu o número de macrófagos com CLs totais (Figura 9). 

Na porcentagem de macrófagos com mais de 10 CLs por célula não 

observamos diferenças significativas em relação ao controle da produção de CLs 

pelos bioflavonoides em ambas concentrações de LPS (Figura 10 e 11).  

Os resultados demonstraram diminuições significativas no número de CLs em 

macrófagos ativados com 10 μg/mL de LPS e tratados com quercetina e rutina (Figura 

12).    
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Figura 6- Porcentagem de macrófagos estimulados e tratados que não continham CLs. Os 
macrófagos foram plaqueados na concentração 2x106/mL de MΦ em placas de 24 poços, estimulados 
com ácido oleico 100 μM e LPS 10 μg/mL, tratados com Rutina 25 μM, Quercetina 10 μM e 
Indometacina 0,2 μg/mL. Após o período de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O 
para análise por microscopia ótica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca 
de 300 células contadas por parâmetro. As comparações multiparamétricas foram realizadas por 

ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01, 

***p<0,001. 
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Figura 7- Porcentagem de macrófagos estimulados e tratados que não continham CLs. Os 
macrófagos foram plaqueados na concentração 2x106/mL de MΦ em placas de 24 poços, estimulados 
com ácido oleico e LPS 100 μg/mL, tratados com Rutina 25 μM, Quercetina 10 μM e Indometacina 0,2 
μg/mL. Após o período de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O para análise por 
microscopia ótica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca de 300 células 
contadas por parâmetro. As comparações multiparamétricas foram realizadas por ANOVA seguida pelo 
teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01, ***p<0,001.  
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Figura 8- Porcentagem de macrófagos estimulados e tratados que continham CLs. Os 
macrófagos foram plaqueados na concentração 2x106/mL de MΦ em placas de 24 poços, estimulados 
com ácido oleico e LPS 10 μg/mL, tratados com Rutina 25 μM, Quercetina 10 μM e Indometacina 0,2 
μg/mL. Após o período de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O para análise por 
microscopia ótica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca de 300 células 
contadas por parâmetro. As comparações multiparamétricas foram realizadas por ANOVA seguida pelo 
teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01, ***p<0,001  
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Figura 9- Porcentagem de macrófagos estimulados e tratados que continham CLs. Os 
macrófagos foram plaqueados na concentração 2x106/mL de MΦ em placas de 24 poços, estimulados 
com ácido oleico e LPS 100 μg/mL, tratados com Rutina 25 μM, Quercetina 10 μM e Indometacina 0,2 
μg/mL. Após o período de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O para análise por 
microscopia ótica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca de 300 células 
contadas por parâmetro. As comparações multiparamétricas foram realizadas por ANOVA seguida pelo 
teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
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Figura 10- Porcentagem de macrófagos estimulados e tratados com menos de 10 CLs por célula. 
Os macrófagos foram plaqueados na concentração 2x106/mL de MΦ em placas de 24 poços, 
estimulados com ácido oleico e LPS 10 μg/mL, tratados com Rutina 25 μM, Quercetina 10 μM e 
Indometacina 0,2 μg/mL. Após o período de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O 
para análise por microscopia ótica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca 
de 300 células contadas por parâmetro. As comparações multiparamétricas foram realizadas por 
ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01, 
***p<0,001  
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Figura 11- Porcentagem de macrófagos estimulados e tratados com menos de 10 CLs por 
célula. Os macrófagos foram plaqueados na concentração 2x106/mL de MΦ em placas de 24 poços, 
estimulados com ácido oleico e LPS 100 μg/mL, tratados com Rutina 25 μM, Quercetina 10 μM e 
Indometacina 0,2 μg/mL. Após o período de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red 
O para análise por microscopia ótica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem 
de cerca de 300 células contadas por parâmetro. As comparações multiparamétricas foram 
realizadas por ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P 
<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.  



34 
 

34 
 

C
ontr

ole

Á
ci

do O
le

ic
o

LP
S 1

0 
µg

/m
L

R
utin

a 

Q
uer

ce
tin

a

In
dom

et
ac

in
a

0

20

40

60

80

%
 d

e
 M

a
c

ró
fa

g
o

s

c
o

m
 >

1
0

 C
L

s

✱✱

✱✱✱

✱

✱✱
✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

✱✱✱

 
Figura 12- Porcentagem de macrófagos estimulados e tratados com mais de 10 CLs por célula. 
Os macrófagos foram plaqueados na concentração 2x106/mL de MΦ em placas de 24 poços, 
estimulados com ácido oleico e LPS 10 μg/mL, tratados com Rutina 25 μM, Quercetina 10 μM e 
Indometacina 0,2 μg/mL. Após o período de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O 
para análise por microscopia ótica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca 
de 300 células contadas por parâmetro. As comparações multiparamétricas foram realizadas por 
ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01, 
***p<0,001. 
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Figura 13- Porcentagem de macrófagos estimulados e tratados com mais de 10 CLs por célula. 
Os macrófagos foram plaqueados na concentração 2x106/mL de MΦ em placas de 24 poços, 
estimulados com ácido oleico e LPS 100 μg/mL, tratados com Rutina 25 μM, Quercetina 10 μM e 
Indometacina 0,2 μg/mL. Após o período de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O 
para análise por microscopia ótica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca 
de 300 células contadas por parâmetro. As comparações multiparamétricas foram realizadas por 
ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01, 
***p<0,001. 

 
 

Avaliamos a produção de corpúsculos lipídicos através de citometria de fluxo. 

Para isso, macrófagos foram ativados com LPS nas concentrações de 10 e 100 μg/mL 

e tratados com rutina e quercetina. Após 6 horas, as células foram marcadas com 

bodipy 495/503, um marcador fluorescente de lipídios, e avaliamos a emissão de 

fluorescência no canal FL1 (530/30) por citometria de fluxo. Observamos que o 

tratamento com quercetina diminuiu significativamente o número de corpúsculos 

lipídicos nos macrófagos ativados com LPS na concentração de 10 μg/mL, quando 

comparado com macrófagos tratados com rutina (Fig. 14 A e C). Esta modulação não 

se manteve quando os macrófagos foram estimulados com LPS na concentração de 

100 μg/mL. 
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Figura 14 – Análise da produção de corpúsculos lipídicos por citometria de fluxo. Os macrófagos 
foram plaqueados na concentração 2x106/mL de MΦ em placas de 6 poços, estimulados com ácido 
oleico e LPS 10 (A e C) e 100 μg/mL (B e D), tratados com rutina a 25 μM ou quercetina a 10 μM. Após 
o período de 6 horas as células foram lavadas com PBS e coradas com bodipy 495/503 diluído em 
1/1000000. A fluorescência foi avaliada por citometria de fluxo no canal FL1 (530/30). Os valores 
expressam a média de intensidade de fluorescência para a marcação com bodipy As comparações 
multiparamétricas foram realizadas por ANOVA seguida pelo teste de Tukey. *p<0.05, **p<0.01. 

 
5.3. Regulação de mediadores lipídicos inflamatórios por bioflavonoides. 

Para avaliar a regulação de PGE2 e LTB4, os macrófagos foram ativados com 

LPS nas concentrações de 10 e 100 μg/mL e posteriormente tratados com rutina, 

quercetina e indometacina durante um período de 6 horas.  

Os resultados demonstraram que as células ativadas com LPS, tanto a 10 

μg/mL quanto a 100 μg/mL, apresentaram maiores concentrações de PGE2 e LTB4 

(Figura 15 e 16).  

Em relação à regulação de LTB4, a quercetina demonstrou diminuições 

significativas nos dois grupos de ativação (LPS 10 e 100 μg/mL). No entanto, a rutina 

reduziu drasticamente a concentração de LTB4 no grupo ativado com 100 μg/mL de 

LPS. Por outro lado, a indometacina não apresentou diminuições significativas (Figura 

15).  
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Nos grupos ativados e tratados com bioflavonoides, observou-se uma 

diminuição significativa na síntese de PGE2, principalmente no grupo ativado com 10 

μg/mL de LPS. Embora a indometacina tenha reduzido a síntese de PGE2 em 

comparação com os grupos controle com LPS, a redução não foi tão acentuada 

quanto a observada com a rutina e a quercetina na ativação com 10 μg/mL de LPS 

(Figura 16). 

 

 

Figura 15- Regulação da concentração de LTB4 por rutina e quercetina. Os macrófagos foram 
plaqueados na concentração 2x106/mL de MΦ em placas de 48 poços, estimulados com ácido oleico e 
LPS 10 e 100 μg/mL, tratados com Rutina 25 μM, Quercetina 10 μM e Indometacina 0,2 μg. Após o 
período de 6 horas 50 μl do sobrenadante foi coletado para análise por ELISA de competição.  Os 
valores expressam a concentração de LTB4. Houveram diferenças significativas entre todos os grupos, 
no gráfico está representado apenas os grupos de ativação com os de tratamento. As comparações 
multiparamétricas foram realizadas por ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo 
os valores de * P <0,05, **p<0,01, ***p<0,001.  
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Figura 16- Regulação da concentração de PGE2 por rutina e quercetina. Os macrófagos foram 
plaqueados na concentração 2x106/mL de MΦ em placas de 48 poços, estimulados com ácido oleico e 
LPS 10 e 100 μg/mL, tratados com Rutina 25 μM, Quercetina 10 μM e Indometacina 0,2 μg. Após o 
período de 6 horas 50 μl do sobrenadante foi coletado para análise por ELISA de competição.  Os 
valores expressam a concentração de PGE2. As comparações multiparamétricas foram realizadas por 
ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01, 
***p<0,001.  
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6. DISCUSSÃO 

 Neste estudo, analisamos a ação dos flavonoides rutina e quercetina na 

regulação de PGE2 e LTB4, em macrófagos ativados com LPS durante um período 

de 6 horas, com o objetivo de descobrir se essa regulação é mediada pela via dos 

CLs.  

Nossos resultados demonstraram que a rutina é capaz de diminuir 

significativamente a síntese de LTB4 e PGE2 em macrófagos ativados com LPS a 10 

e 100 μg/mL. Essa diminuição foi mais expressiva do que no grupo tratado com 

indometacina.  

A indometacina é um anti-inflamatório não esteroide (AINE), derivado do ácido 

indol-acético. O seu mecanismo de ação abrange a inibição da síntese de todas as 

PGs, por bloqueio da via mediada pelas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) de forma 

seletiva ou não seletiva (Barst, Gersony, 1989), bloqueando vários eventos de 

sinalização lipídica. A COX-1 é expressa em quase todos os tecidos produzindo PGs 

que possuem papel protetor. As propriedades ácidas de grande parte dos AINEs 

causam danos à mucosa por permanecerem na região gástrica em sua forma lipofílica 

não ionizada (Schoen et al., 1989). A patogenia da ulceração aguda pode ser induzida 

por AINEs causando irritação química direta ou inibindo COX e consequentemente a 

síntese de PGs. Os AINEs podem interferir na citoproteção das prostaglandinas, ou 

então, reduzem a secreção de bicarbonato, o que também aumenta a possibilidade 

de lesões na mucosa gástrica (Schoen et al., 1989).  

Além disso, os AINEs não inibem a via LOX, levando ao aumento na produção 

de LTs, que contribuem no surgimento de efeitos gastrointestinais por meio do desvio 

de substrato para as vias metabólicas dessas enzimas (Blanca-López et al., 2009; 

Harirforoosh et al., 2013). Isso foi observado em nossos resultados, o tratamento com 

indometacina não foi capaz de inibir a síntese de LTB4 de forma significativa quando 

ativado com LPS 100 μg/mL, e embora tenha diminuído a produção de PGE2, essas 

diminuições não foram tão expressivas quanto no tratamento com rutina e quercetina, 

tornando esses bioflavonoides uma alternativa ao uso do tratamento de AINEs.  

No entanto, embora o tratamento com rutina também tenha diminuído a síntese 

de CLs, esses dados não foram suficientemente significativos para afirmar que essa 

regulação ocorre por meio desta via. A produção de LTB4 está geralmente associada 

à ativação de NF-kB, à produção de RO e NO (Tavares et al., 2014). Estudos recentes 
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demonstraram que a rutina é capaz de inibir a resposta inflamatória através da 

regulação negativa de citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α, do conteúdo de 

NO e da atividade fagocítica. Uma vez que LPS induz a expressão do gene iNOS, 

esses estudos revelaram que o tratamento com rutina reduziu a transcrição deste 

gene (Tian et al., 2021).  A rutina também pode inibir significativamente a 

neuroinflamação e fornecer neuroproteção, regulando negativamente os níveis 

aumentados de expressão da proteína NF-κB e os níveis de secreção de citocinas 

inflamatórias (Hao GZ et al., 2016).  

Por outro lado, o tratamento com quercetina diminuiu os níveis de PGE2 e LTB4 

em ambas as concentrações de LPS (10 e 100 μg/mL), e foi capaz de diminuir a 

síntese de CLs em um período de 6 horas em macrófagos ativados com 10 μg/mL de 

LPS, isso foi demonstrado nos experimentos com microscopia ótica e citometria de 

fluxo. No entanto, a diminuição de CLs em macrófagos ativados com 100 μg/mL de 

LPS não foi observada, sugerindo que a quercetina não é capaz de regular a síntese 

de CLs em inflamações de alta intensidade.  

Estudos realizados tanto in vitro quanto in vivo indicam que a quercetina exibe 

propriedades anti-inflamatórias notáveis (Assi e El Sayed, 1998). Em experimentos 

com células PC12 e modelos de zebrafish, a quercetina demonstrou a capacidade de 

suprimir a inflamação causada pela toxicidade da 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 

reprimindo a produção excessiva de NO, a enzima iNOS e outros genes associados 

à inflamação (Zhang et al., 2011). 

A quercetina também mostrou eficácia na inibição da inflamação induzida por 

LPS e Interferon γ, ao anular a expressão de iNOS e regular negativamente várias 

quinases, incluindo a quinase regulada por sinal extracelular (Kim et al., 2005). Além 

disso, a quercetina aumentou a expressão da heme-oxigenase (HO)-1 (Sun et al., 

2015). Em astrócitos, a quercetina reduziu as citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-

1α (Sharma et al., 2007). A quercetina, em combinação com nanopartículas de β-

ciclodextrina-dodecilcarbonato, demonstrou uma forte atividade anti-inflamatória ao 

regular negativamente TLR4 e COX-2. Esses estudos destacam o potencial da 

quercetina como um agente anti-inflamatório eficaz. Também se sabe que a 

quercetina pode inibir o mRNA do TLR-4 e os níveis de expressão da proteína, e 

regular negativamente a via do NF-κB (Li X et al., 2016).  

Nossa pesquisa demonstrou ser pioneira na relação da quercetina com a 

regulação dos CLs. Nossos resultados em análises de microscopia ótica e citometria 
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de fluxo, confirmaram nossa hipótese de que a regulação de PGE2 está relacionada 

à regulação de CLs na ativação com 10 μg/mL de LPS. No entanto, resta ainda 

observar se o efeito da quercetina na síntese e atividade de CLs está relacionada com 

a formação dessas organelas, mobilização de enzimas associadas ao metabolismo 

do ácido araquidônico ou através de efeito indireto mediado por citocinas 

inflamatórias. 
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7. CONCLUSÃO 

A rutina e quercetina possuem capacidade de diminuir a produção de 

corpúsculos lipídicos. A quercetina, em particular, mostrou uma redução significativa. 

Em relação à produção de eicosanoides, os tratamentos com ambos os compostos 

resultam em decréscimos menores de PGE2 e LTB4 em comparação com a ativação 

por LPS em ambas as concentrações, bem como quando comparados com a 

indometacina. De forma notável, a rutina apresentou as maiores reduções. 

A atividade anti-inflamatória desses bioflavonoides parece estar associada aos 

corpúsculos lipídicos, especialmente no caso do tratamento com quercetina. No 

entanto, serão necessários estudos futuros para determinar se o efeito regulatório da 

quercetina na produção de corpúsculos lipídicos está relacionado à sua formação, à 

mobilização de enzimas associadas ao metabolismo do ácido araquidônico ou a um 

efeito indireto mediado por citocinas inflamatórias. 
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