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RESUMO 
CRYSTAL CIPRIANO 

 
AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DA TEMPERATURA NA MODULAÇÃO 

FUNCIONAL DE MACRÓFAGOS  
 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 
obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 
aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 
ORIENTADOR: ALESSANDRA D’ALMEIDA FILARDY 

 
A febre é uma resposta fisiológica caracterizada como um dos cinco sinais cardinais da 
inflamação (calor). A resposta febril é gerada a partir do reconhecimento de agentes 
pirogênicos, capazes de estimular células da imunidade inata e adaptativa a secretar citocinas 
pró-inflamatórias, que agem no centro de controle da temperatura no hipotálamo, aumentando 
a temperatura corporal, que por sua vez, auxilia no controle de replicação de patógenos. Os 
macrófagos, são células responsáveis pela eliminação de patógenos através do processo de 
fagocitose e acreditamos que seu funcionamento pode ser alterado por variações de 
temperatura durante infecções. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a influência da 
temperatura na modulação funcional de macrófagos. Para isso, foi realizado o plaqueamento 
de macrófagos da linhagem RAW 264.7 estimulados com lipopolissacarídeo (LPS) 
juntamente com a bactéria Streptococcus pneumoniae para análises funcionais. Nós 
verificamos que os macrófagos pré-estimulados com LPS foram capazes de fagocitar mais 

colônias S.p à 37C do que à 39°C. Por outro lado, após 6 horas de infecção, os macrófagos 
pré-estimulados com LPS apresentaram um maior efeito microbicida à 39°C do que à 37°C.  
foram capazes de fagocitar mais colônias S.p à 37°C do que à 39°C. Nós então, investigamos 
possíveis mecanismos que poderiam explicar essas diferenças no poder microbicida em 
distintas temperaturas, e verificamos que 6 e 24 horas após a infecção, a produção de nitritos, 
IL-6 e TNF foi prejudicada à 39°C se comparada à 37°C em macrófagos previamente 
estimulados com LPS. No entanto, a elevação da temperatura para 39°C não influenciou na 
liberação de IL-10 em macrófagos previamente estimulados com LPS e infectados com S.p. 
Dessa forma, até o momento, os resultados sugerem que a temperatura de 39°C prejudica 
algumas funções inflamatórias de macrófagos, mas não interfere no poder microbicida dessas 
células, apontando um possível comprometimento de sua atuação em temperaturas mais 
elevadas, como ocorre em cenários de febre.   
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chaves: Sistema imunológico, febre, células fagocíticas, lipopolissacarídeo, 
Streptococcus pneumoniae 
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EVALUATION OF THE INFLUENCY OF TEMPERATURE IN MACROPHAGE’S 

FUNCTIONAL MODULATION 
 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 
obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 
aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 
 

ADVISOR: ALESSANDRA D’ALMEIDA FILARDY 
 
Fever is a physiological response characterized as one of the five cardinal signs of 
inflammation (heat). The febrile response is generated from the recognition of pyrogenic 
agents, capable of stimulating innate and adaptive immunity cells to secrete pro-inflammatory 
cytokines, which act on the temperature control center in the hypothalamus, increasing body 
temperature, which in turn, assists in controlling pathogen replication. Macrophages are cells 
responsible for eliminating pathogens through the process of phagocytosis and we believe that 
their functioning can be altered by temperature variations during infections. Thus, the 
objective of this study was to evaluate the influence of temperature on the functional 
modulation of macrophages. To this end, RAW 264.7 lineage macrophages stimulated with 
lipopolysaccharide (LPS) were plated together with the bacterium Streptococcus pneumoniae 
for functional analysis. We found that macrophages pre-stimulated with LPS were able to 
phagocytose more S.p. colonies at 37°C than at 39°C. On the other hand, after 6 hours of 
infection, macrophages pre-stimulated with LPS showed a greater microbicidal effect at 39°C 
than at 37°C. We then investigated possible mechanisms that could explain these differences 
in microbicidal power at different temperatures, and found that 6 and 24 hours after infection, 
the production of nitrites, IL-6 and TNF was impaired at 39°C compared to 37°C in 
macrophages previously stimulated with LPS. However, raising the temperature to 39°C did 
not influence the release of IL-10 in macrophages previously stimulated with LPS and 
infected with S.p. Thus, so far, the results suggest that a temperature of 39°C impairs some 
inflammatory functions of macrophages but does not interfere with the microbicidal power of 
these cells, pointing to a possible impairment of their performance at higher temperatures, as 
occurs in fever scenarios. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: Immune system, fever, phagocytic cells, lipopolysaccharide, Streptococcus 
pneumoniae 
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FUNCIONAL DE MACRÓFAGOS 
 

ORIENTADOR: ALESSANDRA D’ALMEIDA FILARDY 
 
Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de 
Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 
para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia 
e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 
 
A febre é um sintoma bastante comum, presente em grande parte das inflamações e infecções, 
sejam elas causadas por microrganismos, ou por reações que acontecem no próprio corpo. Ela 
está intimamente relacionada ao nosso sistema imunológico, aquele responsável pela 
vigilância e defesa do corpo, atuando como um membro adicional nesse processo de defesa, 
juntamente das citocinas produzidas nesse microambiente, moléculas secretadas por células 
imunológicas com funções pró ou anti-inflamatórias. Nesse contexto de sistema imunológico, 
encontram-se os macrófagos, células fagocíticas extremamente importantes da imunidade 
inata, que atuam englobando, <comendo= e matando microrganismos patogênicos e células 
defeituosas que causem algum desequilíbrio no organismo. Dessa forma, esse trabalho tem 
como objetivo entender a relação da febre, e como esse estado afeta os macrófagos, o que 
pode implicar significativamente na compreensão de como nosso corpo responde a infecções, 
levando a novas abordagens para o tratamento de doenças. Nesse trabalho, utilizamos 
macrófagos de linhagem para a realização dos respectivos testes in vitro nas temperaturas de 

37 e 39C durante 6 e 24 horas. Para a estimulação dessas células, foi utilizada uma 
endotoxina presente na parede celular de um grande grupo de bactérias (Gram negativas), o 
lipopolissacarídeo (LPS). Em nossas análises, observamos que em temperaturas elevadas 

(39C), os macrófagos apresentaram uma resposta inflamatória menos exacerbada de quando 

comparados com os grupos a 37C, com uma menor produção de nitritos, moléculas 
produzidas em abundância em respostas inflamatórias e de estresse celular. Além disso, 

observamos que esses macrófagos a 39C, apresentaram menor capacidade fagocítica, ou seja, 
menor capacidade de <comer= outras células, como confirmamos ao adicionar a bactéria 
Streptococcus pneumoniae (S.p.) no meio contendo esses macrófagos. Já com relação a 
capacidade microbicida, ou seja, a capacidade de matar outras células, observamos que na 

temperatura de 39C, os macrófagos apresentaram maior capacidade microbicida, 
evidenciando que são características reguladas de formas diferentes na célula, uma vez que as 
capacidades de <comer e matar outras células não estão obrigatoriamente relacionadas. Ao 

também analisar as citocinas, observamos que a temperatura de 37C é capaz de induzir um 
estado pró-inflamatório, com produção de IL-6 e TNF nos grupos estimulados com LPS + 
S.p. Dessa forma, até o momento, os resultados indicam que macrófagos apresentam funções 

inflamatórias mais exacerbadas na temperatura de 37C in vitro, apontando um possível 
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comprometimento de sua atuação em temperaturas mais elevadas, como ocorre em cenários 
de febre. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Sistema imunológico, febre, células fagocíticas, lipopolissacarídeo, 
Streptococcus pneumoniae 
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1. Introdução  

1.1.  Inflamação 

A inflamação é um processo presente desde os primeiros seres primitivos que 

habitavam o planeta, inclusive, processos inflamatórios podem ser observados em fósseis 

jurássicos. Os sinais cardinais da inflamação foram primeiramente postulados A.C. por Aurus 

Cornelius Celsus, enciclopedista romano que afirmou: <Notae vero inflammationis sunt 

quatuor: rubor et tumor cum calore and dolore=, postulando os primeiros quatro sinais 

cardinais da inflamação: rubor, calor, edema e dor (Rather, 1971; Evans, Repasky e Fisher, 

2015; Cavaillon, 2021). Posteriormente, a <perda de função= foi considerada como o quinto 

sinal. Os primeiros mediadores inflamatórios, como as toxinas anafiláticas, foram descritos 

em 1886 por Joseph von Fodor, que reportou a capacidade dessas toxinas de causar lise 

bacteriana e hemólise em associação com os anticorpos (Cavaillon, 2021; Venom, 2021).  

De maneira geral, a inflamação é descrita como uma resposta fisiológica a infecções 

ou danos teciduais, podendo ter diferentes resoluções de acordo com o estímulo recebido. A 

resposta contra <ameaças= internas ou externas é prioridade nesse processo, a fim de evitar 

danos para o hospedeiro e retornar a homeostase. Logo, a inflamação envolve uma resposta 

evolutivamente adaptada, frente a uma quebra da homeostase, e por isso deve ser 

minuciosamente controlada, uma vez que atividades inflamatórias exacerbadas podem ser 

prejudiciais para o hospedeiro (Nathan, 2002; Medzhitov, 2008; Nathan e Ding, 2010). 

Processos inflamatórios são classificados em agudos ou crônicos, e locais ou sistêmicos, mas 

independente da classificação, o início da inflamação acontecerá da mesma forma: encontro 

com agentes indutores (que podem ser exógenos 3 patógenos e toxinas - ou endógenos 3 

substâncias produzidas pelo próprio organismo que reportam estresse tecidual, mau 

funcionamento ou dano), sensores, mediadores e tecidos-alvo (Wright, 1997). Células que 

atuam como sensores, como macrófagos residentes de tecidos ou mastócitos, fazem parte da 

imunidade inata e atuam através da ativação de receptores específicos [PRRs 3 Receptores de 

Reconhecimento de Padrões 3 que reconhecem PAMPs (Padrões moleculares associados a 

patógenos) ou DAMPs (Padrões moleculares associados ao dano tecidual)], e respondem 

produzindo diferentes mediadores inflamatórios para estimular as células efetoras, 

dependendo da via de sinalização induzida e da natureza dos indutores (Bianchi, 2007). Esses 

mediadores agem nos tecidos-alvo, alterando seu estado funcional, promovendo a eliminação 

dos agentes indutores, adaptação ao estado nocivo, e restauração da homeostase tecidual 

(Okin e Medzhitov, 2012; Schenten e Medzhitov, 2011; Hirayama, Lida e Nakase, 2017).    
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O processo inflamatório pode ser causado por agentes infecciosos, como vírus, 

bactérias, protozoários e fungos, mas também pode ser provocado por agentes físicos, como a 

perda da integridade da barreira da pele através de um corte, por exemplo. Em ambos os 

cenários, a inflamação será iniciada a partir do recrutamento de leucócitos e migração até o 

tecido-alvo para o reconhecimento e consequente resposta imunológica, em um processo 

conhecido como diapedese (Muller, 2003; Petri, Bixel, 2006). Nesse processo, as células 

endoteliais nos locais de infecção e tecidos danificados são ativadas por citocinas secretadas 

por macrófagos e outras células teciduais presentes nestes locais (por exemplo: Fator de 

necrose tumoral (TNF) e Interleucina-1 (IL-1)), resultando em expressão aumentada das 

moléculas de adesão e quimiocinas, uma vez que o recrutamento e a adesão dos leucócitos 

necessitam do envolvimento dessas células com moléculas da cobertura endotelial dos vasos 

sanguíneos (Springer, 1994; Muller, 2003). Nesse processo, selectinas, integrinas e 

quimiocinas trabalham em conjunto para regular a migração dos leucócitos para os tecidos. 

As primeiras interações que acontecem são entre açúcares presentes na superfície dos 

leucócitos com selectinas na superfície do endotélio ativado; essa ligação inicial é considerada 

fraca e tem como objetivo induzir o rolamento/margeamento dos leucócitos pelos vasos 

sanguíneos (Vestweber e Blanks, 2000). Ao rolar sob o endotélio, os leucócitos entram em 

contato com quimiocinas produzidas pelo tecido comprometido, resultando na ativação de 

integrinas presentes na superfície dos leucócitos, que leva a uma ligação de alta afinidade 

(Johnston e Butcher, 2002). As integrinas ativadas se ligam aos seus ligantes da superfamília 

de imunoglobulinas nas células endoteliais, mediando a adesão firme dos leucócitos. Em 

paralelo, a expressão de seus ligantes nas células endoteliais é regulada positivamente por 

citocinas inflamatórias nos locais de infecção. Esses ligantes incluem VCAM-1, que se liga a 

integrina VCLA-4 e ICAM-1 (moléculas de adesão intercelular), que se liga às integrinas 

LFA-1 e Mac-1 (Vestweber, 2003). Assim, os leucócitos se ligam firmemente ao endotélio, 

seu citoesqueleto é reorganizado e eles se espalham pela superfície endotelial (Vestweber, 

2002). Em seguida, as células passam por junções entre as células endoteliais e migram 

através da parede vascular, na etapa de transmigração paracelular; esse processo só ocorre 

graças ao aumento da permeabilidade vascular, permitindo que os leucócitos deixem a 

corrente sanguínea e alcancem os tecidos extravasculares (Winger et al, 2014). Além disso, 

ocorrem outros eventos vasculares, incluindo a vasodilatação, o aumento do fluxo sanguíneo e 

da permeabilidade das vênulas pós-capilares, com a exsudação de líquidos. Essa vasodilatação 

é induzida por mediadores, incluindo aminas vasoativas, histamina, prostaglandina (PGE2), 

prostaciclina (PGI2) e leucotrienos, produzidos pela presença de células danificadas. 
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Correlacionando esses eventos fisiológicos aos cinco sinais cardinais da inflamação, a dor está 

relacionada com a produção de PGE2 e mediadores como a bradicinina e IL-1, levando a 

hipersensibilização dos aferentes dolorosos, ou seja, as terminações nervosas que transmitem 

a dor são estimuladas por esses mediadores químicos, que em última análise, reduzem o 

limiar da dor (Kawabata, 2011; Kawahara et al, 2015). A perda de função pode ocorrer seja 

pelo edema e dor no local inflamado, como pela substituição de tecido saudável por tecido 

cicatrizante, o que também levaria a uma perda de função do órgão em questão (Tang e 

Wang, 2018). O edema reflete o aumento da permeabilidade das vênulas pós-capilares devido 

ao extravasamento celular de proteínas e exsudato, induzido pela produção de leucotrienos, 

enquanto rubor e calor são decorrentes não só da vasodilatação, mas também do aumento do 

fluxo sanguíneo na região, levando a um aumento de eritrócitos e a elevação da temperatura 

local (Kawahara et al, 2015). Esse aumento de temperatura também pode ocorrer de forma 

sistêmica, processo conhecido como febre (Abbas, Lichtman e Pilai, 8ed; Rang et al, 8ed; 

Kamei e Carman, 2010; Filippi, 2016). 

 

1.2. Febre – fisiologia e pirógenos  

Em humanos, a temperatura corporal varia entre 36,0° C e 37,0° C, sendo que a 

manutenção da temperatura corporal estável e constante é um aspecto crítico no processo de 

homeostase, uma vez que todos os processos químicos e biológicos são excepcionalmente 

dependentes da temperatura (Mackowiak, Wasserman e Levine, 1992; Baker et al, 2001; 

Geneva et al, 2019). Podem haver dois motivos principais para que ocorra mudança de 

temperatura no corpo: a febre e a hipertermia, sendo o primeiro caracterizado como um 

aumento da temperatura corporal a partir de um estímulo regulatório sofrido no hipotálamo, 

causado por infecção ou inflamação, enquanto que a hipertermia é causada pelo aumento da 

temperatura corporal em resposta a produção de calor pelas próprias células do corpo, como 

ocorre na prática de exercícios físicos, não havendo relação com estímulos termorregulatórios 

no hipotálamo (Blatteis, 2010; Ogoina, 2011). Diferentes estágios de febre também variam em 

humanos de acordo com a fonte, embora as temperaturas que caracterizam a febre sejam 

definidas como aquelas iguais ou superiores a 37,8° C (0,8°C acima da variação na 

homeostase), entre 37,3°C e 37,8° C temos o estado febril, um estágio que marca o aumento 

da temperatura corporal, mas ainda não representa a febre (O9Grady et al, 2008). Além disso, 

o controle térmico representa um grande gasto energético para o corpo e ainda assim a febre 

foi mantida ao longo de toda a evolução dos seres vertebrados, reforçando seu papel na 

sobrevivência adaptativa desses animais (Kluger et al, 1996). Devido a essa dualidade, muito 
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ainda é questionado sobre a importância desse fenômeno. Duas linhas de ideias principais 

surgem para tentar explicar esses benefícios: a primeira aponta que a maioria dos 

microrganismos perde sua virulência ou são mortos em temperaturas febris, e a segunda 

defende uma melhora efetiva na atuação do sistema imunológico em temperaturas mais 

elevadas. Um exemplo desse cenário proposto, pode ser visto tanto em infecções bacterianas, 

quanto em infecções virais. Isso se deve ao fato de que algumas bactérias precisam extrair 

ferro do ambiente para crescer e se replicar, como ocorre na espécie Salmonella typhimurium. 

Para que isso aconteça, elas secretam moléculas que tenham afinidade com o ferro, chamadas 

sideróforos. Eles se ligam às moléculas de ferro, e são incorporados pelas enzimas e estruturas 

bacterianas. A produção de sideróforos é dependente da temperatura, tendo supressão quase 

total a 40° C, evidenciando a importância do processo febril em casos de infecção bacteriana. 

(Garibaldi, 1972; Pieracci e Barie, 2005; Weiss, 2005; Cannon, 2013). Já no caso dos vírus, 

foi visto que o estado de pirexia implica diretamente em vários estágios da sua replicação. A 

temperatura parece afetar a entrada dos vírus nas células, afetando a fluidez das membranas 

celulares e no processo de endocitose, levando a diminuição da eficácia da transcrição do 

genoma viral, causando instabilidade no complexo gênico, e aumento da resposta de células T 

CD8+, estimulando seu efeito citotóxico na detecção e eliminação viral. (Thorne et al, 2005; 

Belon et al, 2021). 

Em 1888, a febre ganhou uma definição pelo bacteriologista William H. Welch: <O 

verdadeiro inimigo na maioria dos processos febris são as substâncias nocivas que invadem o 

corpo, e não há nada que nos impeça de acreditar que a febre é uma arma da natureza para 

combater os danos desses inimigos. Assim, os agentes produtores da febre acendem o fogo 

que os consome=. Hoje, a febre ainda deixa cientistas intrigados e suas raízes biológicas e 

evolutivas ainda são estudadas (Welch e Thayer, 1897; Cannon, 2023). A indução e 

manutenção da febre durante um processo inflamatório ou infeccioso envolve uma correlação 

única e coordenada entre o sistema imunológico inato e o sistema nervoso central e periférico, 

a partir de mudanças no centro de termorregulação no hipotálamo (Evans, Repasky e Fisher, 

2015). Os estímulos para o desenvolvimento de um processo febril podem ocorrer de 

diferentes formas, sejam eles infecciosos ou não, externos ou internos, através de moléculas 

conhecidas como pirógenos (Launey et al, 2011). Pirógenos são divididos em duas categorias 

principais: aqueles originados fora do corpo, chamados de pirógenos exógenos, e aqueles 

resultantes das próprias células corporais, chamados de pirógenos endógenos ou citocinas 

pirogênicas, como a IL-1, TNF, IL-6 e IL-12. Já os pirógenos exógenos, são todos aqueles 

derivados de microrganismos, como toxinas ou produtos celulares, que por sua vez, 
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estimulam os sistemas imunológicos inato e adaptativo a produzirem os pirógenos endógenos 

(Mickenberg e Snyderman, 1971; Dinarello, 1997; Mackowiak, 1998).   

Essas moléculas têm a capacidade de causar febre graças a um grupo de receptores 

presentes principalmente em células endoteliais, do sistema imunológico inato e presentes em 

linfócitos B, denominados PRRs, incluindo os Receptores do Tipo Toll (TLRs), capazes de 

reconhecer PAMPs e DAMPs (Broz e Monack, 2013). Durante a febre, a ativação desses 

receptores, a partir do reconhecimento de patógenos, juntamente a células do sistema 

imunológico inato, inicia uma cascata de sinalização até o hipotálamo, estimulada pela 

produção de COX-2, PGE2 e respostas fisiológicas que levam ao aumento da temperatura 

corporal, como a vasoconstrição periférica (Kawahara et al, 2015). Além disso, a produção 

intermediária de pirógenos endógenos durante as infecções por moléculas exógenas também 

explica essa propriedade de microrganismos com características físico-químicas distintas, de 

dispararem a mesma reação biológica. Independente da natureza do patógeno, seus PAMPs 

serão reconhecidos por PRRs, como os TLRs, haverá um estímulo para a produção de 

citocinas pirogênicas, e o centro termorregulatório no hipotálamo será ativado, levando ao 

aumento da temperatura corporal na tentativa de eliminação do patógeno e resolução do 

processo inflamatório (Netea, Kullberg e Van der Meer, 1999). Por exemplo, o 

lipopolissacarídeo (LPS) é reconhecido pelo complexo TLR4, lipopeptídeos bacterianos e 

peptideoglicanas são reconhecidos pelo heterodímero TLR2/TLR1 e TLR2/TLR6, ao passo 

que ácidos nucleicos, como o material genético bacteriano ou RNA viral pode ser facilmente 

reconhecido internamente por TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9, que são expressos no fagossomo 

das células fagocíticas (Medzhitov, 2001; Kumar, Kawai e Akira, 2009). Além disso, 

receptores intracelulares também apresentam um papel fundamental no reconhecimento de 

patógenos, como os receptores do tipo NOD (NLRs) e os receptores do tipo RIG-1 (RLRs) 

(Hirayama, Lida e Nakase, 2017; Kwai e Akira, 2011). 
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Figura 1. Caminhos da febre em infecções bacterianas. A partir da entrada de pirógenos 
endógenos (1), temos seu reconhecimento por TLRs presentes em células fagocíticas, 
endoteliais e linfócitos T (2, 3). Esse reconhecimento é responsável pela produção de 
citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, TNF e IL-6, que regulam positivamente as enzinas 
ciclooxigenase 2 e 3, produtoras de prostaglandina E2 (4, 5). Essa prostaglandina E2 chega 
até o centro termorregulatório do corpo, localizado no hipotálamo e induz mudanças 
comportamentais para a elevação da temperatura corporal interna (6). Nervos eferentes 
periféricos são induzidos a realizar vasoconstrição (7), de forma a evitar a perda de calor para 
o ambiente e elevar a temperatura corporal interna, juntamente de outros mecanismos 
fisiológicos (8). Adaptado de: Dinarello, 2004. 
 

A infecção por patógenos pode ocorrer de maneira local ou sistêmica, nas quais 

bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas liberam seu conteúdo intracelular ou fragmentos 

de suas paredes celulares, como endotoxinas (LPS), peptideoglicanas e ácido lipoteicóico 

(Hersh, Weiss e Zychlinsky, 1998). Após invadirem o organismo e alcançarem a circulação 

sanguínea, como ocorre em pneumonias por Staphylococcus aureus, por exemplo, a bactéria e 

produtos microbianos percorrem todo o corpo, alcançando os pulmões e, muitas vezes, o 

órgão vascular da lâmina terminal (OVLT) localizado no hipotálamo. O endotélio presente 

nessa região, expressa uma série de TLRs, que podem ser ativados por PAMPs, com 

consequente ativação do endotélio. Paralelamente, esses mesmos produtos microbianos 

também estimulam células fagocíticas, como macrófagos e neutrófilos. Nesse contato, 
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citocinas pirogênicas, majoritariamente IL-1, TNF e IL-6 são sintetizadas, processadas e 

liberadas na circulação, por onde percorrem até encontrarem seus respectivos ligantes no 

OVLT (Netea, Kullberg e Van der Meer, 1999). A partir da ativação dos receptores de 

citocinas no hipotálamo, é induzida a ativação de COX-2, enzima responsável pela oxidação 

do ácido araquidônico, resultando na síntese de PGE2 que alcança a parte cerebral do OVLT 

(os receptores localizam-se na parte endotelial). Esse aumento de prostaglandina cerebral 

também estimula a produção de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) e outros 

neurotransmissores, que atuam estimulando neurônios termossensíveis no centro de 

termorregulação do corpo, a fim de elevar o ponto de ajuste termostático hipotalâmico 

(Bleich, et al, 1978). Sinais neuronais recebidos no córtex iniciam mudanças 

comportamentais nos humanos, que visam conservar o calor corporal, como a mudança de 

postura e a percepção de frio, por exemplo (Saper e Breder, 1994). Com isso, sinais 

hipotalâmicos ativam nervos eferentes periféricos para os vasos sanguíneos através do sistema 

nervoso simpático. Ao mesmo tempo, inicia-se a sinalização por acetilcolina que estimula a 

contração involuntária de vários músculos do corpo (calafrios), convertendo a energia 

química em energia térmica, e há liberação de noradrenalina que aumenta a termogênese no 

tecido adiposo marrom e induz a vasoconstrição da circulação periférica, diminuindo a perda 

passiva de calor para o ambiente, que leva ao aumento da temperatura corporal (Rubin, 1985; 

Sneed, 1995; Cannon et al, 1996). Esse aumento da temperatura é detectado pelo centro 

hipotalâmico, que mantém os mecanismos de conservação de calor e alterações 

comportamentais até que os níveis de PGE2 caiam (como resultado de inibidores de COX-2 e 

3). Alternativamente, a síntese de COX-2 diminui à medida que há ausência de citocinas ou 

sinais dirigidos por TLRs no nível dos receptores OVLT. Como os TLRs sinalizam pelas 

mesmas vias intracelulares assim como os receptores de IL-1, por exemplo, os domínios 

extracelulares vinculam os produtos microbianos e a biologia das citocinas em mamíferos de 

uma forma que amplia os mecanismos pelos quais o hospedeiro pode aumentar a temperatura 

corporal em resposta a infecção (Atkins, 1960; Dinarello, 2004) (Figura 1).  

 
1.3.  Febre e o sistema imunológico  

A febre (calor) está tão intimamente relacionada com a resposta inflamatória, que 

representa um dos cinco sinais cardinais da inflamação, acompanhada da dor, rubor, edema e 

perda de função. Dito isso, a febre é uma reação fisiológica comum gerada em resposta a 

presença, na corrente sanguínea, de pirógenos endógenos, sendo estes, os principais 

mediadores da resposta febril pirogênica (Mackowiak, 1998). Como em qualquer situação de 
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inflamação, as primeiras células a serem recrutadas são as células do sistema imunológico 

inato, e durante a febre não é diferente. Temperaturas febris estimulam a liberação de 

neutrófilos da medula óssea através da produção de fatores estimulatórios da colônia de 

granulócitos (G-CSF), melhoram a capacidade fagocítica de macrófagos e células dendríticas 

(DCs), aumentando o poder responsivo dessas células, que sofrem uma hiper-regulação de 

receptores TLR2 e TLR4 (Ostberg, Ertel e Lanphere, 2005), e ainda são responsáveis pelo 

aumento da migração de linfócitos T para tecidos linfoides secundários, aumentando as 

interações adesivas, dependentes da L-selectina, entre os linfócitos circulantes e as vênulas 

endoteliais superiores (HEV) especializadas (Evans et al, 2001). Apesar de terem seu poder 

fagocítico melhorado, DCs passam a expressar moléculas de MHC de classe I e classe II e 

fatores co-estimulatórios, como CD80 e CD86, essenciais na apresentação de antígenos para 

as células do sistema imunológico adaptativo, como células T auxiliares (Th).  Além disso, as 

citocinas pró-inflamatórias liberadas pelo aumento da temperatura corporal atuam de forma 

imunomoduladora tanto na imunidade inata, quanto na adaptativa, pelo aumento significativo 

do recrutamento de linfócitos para os órgãos linfoides para uma resposta imunológica mais 

efetiva (Soehnlein e Lindbom, 2010; Evans, Repasky e Fisher, 2015). 

Em macrófagos, por exemplo, estudos demonstraram que o aumento da temperatura 

corporal para 39.5° C aumentou significativamente a capacidade de eliminação bacteriana, 

juntamente com os níveis de IL-1, IL-6 e TNF em camundongos tratados com LPS. 

Posteriormente, Lee e colaboradores demonstraram que a hipertermia induz a hiper-regulação 

de proteínas gênicas HSP70, sustentando a reprogramação de macrófagos para estarem 

altamente responsivos aos estímulos com LPS. Embora, seja uma proteína expressa no meio 

intracelular, o estresse induzido pelo aumento da temperatura pode levar a secreção de HSP70 

no meio extracelular, podendo ser reconhecida como um DAMP, estimulando macrófagos e 

DCs (Jiang et al, 1999; Ostberg, Taylor e Baumann, 2000; Lee et al, 2012; Evans, Repasky e 

Fisher, 2015). Além disso, também se mostra necessária para estimular a produção de óxido 

nítrico e induzir a óxido nítrico sintase por macrófagos peritoneais após a exposição a 

temperaturas febris, juntamente com o LPS e IFN-´ (Evans, Repasky e Fisher, 2015). Um 

determinante crucial para a geração da imunidade adaptativa é a alta concentração de 

linfócitos trafegando entre os órgãos linfoides. A partir do tratamento de células B e T ex vivo, 

estudos identificaram que a temperatura de 39,5º C teria capacidade de controlar esse influxo 

linfocitário, aumentando a capacidade de ligação entre linfócitos e vênulas endoteliais altas 

(HEV) 3 responsáveis pela entrada de linfócitos B e T nos linfonodos e na Placa de Peyer 3 

(Evans et al, 2001). 
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Figura 2. Reconhecimento do LPS por TLR4 e produção de prostaglandina por macrófagos. 
Adaptado de Wrotek et al, 2020. 
 

Em macrófagos, o LPS liberado por bactérias Gram negativas é reconhecido por 

TLR4, e o sinal é transmitido através da família de quinases TRAF6 e IKK, que induzem a 

expressão das citocinas pró-inflamatórias TNF, IL-1³ e IL-6. Essa ativação de TLR4 também 

é responsável pela hidrólise de fosfatidil-inositol-4,5-bifosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) 

e inositol trifosfato (IP3) pela ação da fosfolipase C (PLC). Diacilglicerol lipase (DAGL) 

hidrolisa o diacilglicerol (DAG) presente na membrana plasmática, formando ácido 

araquidônico livre (AA). Nesse momento, IP3 estimula a liberação de cálcio no citoplasma 

pelo retículo endoplasmático, que leva a ativação da fosfolipase A2 (PLA2) para a captação do 

ácido araquidônico derivado da membrana fosfolipídica. Em seguida, o AA é metabolizado 

pela COX-2 em prostaglandina H2 (PGH2). Imediatamente, a prostaglandina microssomal 

sintase E2 (mPGES-1) faz a conversão de PGH2 em PGE2, a mesma molécula mediadora de 

febre que será produzida no hipotálamo. (Wrotek et al, 2020) (Figura 2). 
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1.4.  Macrófagos e o sistema imunológico  

Macrófagos são células do sistema imunológico inato com capacidade fagocítica que 

desempenham funções ímpares no controle da homeostase, incluindo a remoção de células 

apoptóticas e reparo tecidual (Bosurgi et al, 2017; Hyrayama, Lida e Nakaze, 2017). Os 

macrófagos podem ser originados a partir de precursores no saco vitelínico, fígado fetal e a 

partir de monócitos. Essas células estão distribuídas em vários tecidos e recebem nomes de 

acordo com essa localização, como por exemplo: macrófagos peritoneais localizados no 

peritônio, macrófagos alveolares nos pulmões, macrófagos intestinais no intestino, microglia 

no sistema nervoso central, osteoclastos nos ossos, células de Kupffer no fígado e células de 

Langerhans na epiderme (Gautier et al, 2012; Davies et al, 2013). Os macrófagos residentes 

são células-chave no desenvolvimento tecidual, na linha de frente na defesa de tecidos, 

através da geração e resolução de inflamações, no monitoramento de transformações teciduais 

e na remoção de células senescentes e apoptóticas, garantindo a homeostase (Cailhier, 2005; 

Davies, 2013). Macrófagos foram inicialmente descritos em 1883 por Élie Metchnikoff, 

através de observações microscópicas de células móveis com capacidade de <comer outras 

células=, evidenciando o conceito de células fagocíticas (Metchnikoff, 1892, Ross, Devitt e 

Johnson, 2021). O sistema mononuclear fagocitário (SMF) é o responsável por grande parte 

da imunidade celular, eliminação de células mortas, inflamação e defesa contra patógenos, 

tanto na eliminação direta de agentes externos, quanto na organização de cada fase do 

processo inflamatório. Células do SMF incluem os macrófagos e monócitos, estas últimas, 

produzidas na medula óssea a partir de células tronco hematopoiéticas e lançadas na corrente 

sanguínea, com potencial migração para os tecidos e diferenciação em macrófagos ou DCs 

(van Furth e Cohn, 1968; Akashi et al, 2000; Vasconcellos et al, 2003; Fogg, 2006; Italiani e 

Boraschi, 2014). Além da corrente sanguínea, os monócitos também circulam na medula 

óssea e baço, constituindo aproximadamente 10% do total de leucócitos em humanos 

(Stanfield e Ingram, 2015). 

Os macrófagos derivados de monócitos podem ser tecido-residentes ou recrutados por 

insultos inflamatórios (Enzan, 1986; Migliaccio et al, 1986; Tavian e Péault, 2005).  Estudos 

recentes mostram que durante uma inflamação aguda, diferentes populações teciduais de 

macrófagos, os residentes e os derivados de monócitos recrutados, são as primeiras células 

responsáveis pelo reconhecimento de patógenos ou dano tecidual, respondendo a esses 

insultos com o recrutamento de mais monócitos, que sofrerão diferenciação em macrófagos 

inflamatórios (fenótipo M1), que representam a população majoritária no sítio de infecção. 
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Além do recrutamento de monócitos que se diferenciam em macrófagos inflamatórios, há 

também aumento da proliferação dos macrófagos residentes, através do estímulo de sua 

capacidade autorregenerativa (Lech, 2012; Lech, 2012; Italiani e Boraschi, 2014; Ifrim et al, 

2014). 

Devido a sua plasticidade e a fatores do microambiente local, os macrófagos podem 

adquirir diferentes estados de ativação funcional, assim como estabelecer respostas 

imunológicas que vão variar de acordo com os estímulos recebidos (Gordon e Taylor, 2005; 

Geissman et al, 2010). Em um contexto inflamatório, os macrófagos podem atuar na 

promoção da inflamação em resposta a dano tecidual ou a invasão por patógenos, por 

exemplo; enquanto outra subpopulação de macrófagos pode ser recrutada para a promoção do 

reparo tecidual. Essa dinâmica entre os diferentes tipos de ativação dessas células, coloca-as 

no centro do processo inflamatório (Ross, Devitt, e Johnson, 2021). Essa plasticidade é 

fenotipicamente definida como os dois principais estados de ativação dos macrófagos: 

macrófagos M1, classicamente ativados, e macrófagos M2, alternativamente ativados. Os 

macrófagos M1 são caracterizados pela produção de mediadores pró-inflamatórios, tais como 

TNF, IL-1, IL-6, IL-12, IL-23, IL-1³, espécies reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico 

(NO), que apresentam forte capacidade tumoricida e microbicida pela robusta atividade 

fagocítica e citotóxica. Macrófagos M1 regulam positivamente a expressão de moléculas 

MHC de classe II, moléculas co-estimulatórias como CD80, CD86, e quimiocinas, 

aumentando o recrutamento de outras células imunológicas para o sítio de infecção (Gordon e 

Taylor, 2005; Italiani e Boraschi, 2014; Yunna et al, 2020; Ross, Devitt, e Johnson, 2021). Os 

macrófagos M1 são células responsáveis pela resposta imunológica contra fungos, bactérias, 

vírus e protozoários (Murray e Wynn, 2011). Paralelamente, macrófagos M2, 

alternativamente ativados, são extremamente importantes na resolução da inflamação e no 

reparo tecidual, expressando em sua superfície marcadores como CD36, receptor de manose 

(CD206) e CCL17, e produzindo citocinas tais como, IL-10, fator de crescimento tecidual ³ 

(TGF-³) e glicocorticóides (Gordon, 2003; Italiani e Boraschi, 2014; Yunna et al, 2020; Ross, 

Devitt, e Johnson, 2021). Comparado ao perfil M1, macrófagos M2 são funcionalmente 

diversos, com diferentes subtipos (M2a, M2b, M2c e M2d), cada um expressando diferentes 

combinações de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Liu et al, 2014). Uma das 

principais diferenças entre os dois estados de polarização é a mudança no metabolismo 

celular, passando da arginina para a ornitina e poliamina, que ocorre em macrófagos M2, 

enquanto macrófagos M1 tem essa mudança para a citrulina e produção de NO (Mills, 2000). 
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A produção de ornitina por macrófagos M2, promove a proliferação celular e o reparo 

tecidual, juntamente da poliamina e síntese de colágeno, ao passo que o NO presente em 

macrófagos M1, apresenta um importante papel microbicida e a capacidade de impedir a 

proliferação celular (Italiani e Boraschi, 2014; Pesce et al, 2009; MacMicking, Xie e Nathan, 

1997).  

Em condições homeostáticas, os macrófagos participam dos processos de 

imunovigilância, imunossupressão, ou seja, mantém o equilíbrio imunológico sem a 

necessidade de iniciar um processo inflamatório danoso para o corpo (Okabe e Medzhitov, 

2016). Porém, frente a uma infecção, ou seja, quando essa integridade é quebrada e há um 

desbalanço, monócitos presentes na circulação sanguínea são recrutados para o local e se 

diferenciam em macrófagos, mantendo um status homeostático com os macrófagos já 

residentes do tecido afetado (Shi e Pamer, 2011). Ao serem expostos ao LPS, presente na 

parede celular de bactérias Gram-negativas, por exemplo, macrófagos liberam inicialmente 

IFN-´ e TNF, que tem a capacidade de ativá-los para um perfil pró-inflamatório durante os 

estágios iniciais da infecção bacteriana, como uma tentativa de contenção de danos (Martinez, 

2008). Os PRRs presentes nas células do sistema imunológico inato, principalmente 

macrófagos, reconhecem o LPS como por exemplo, por meio de TLR4, o que induz a 

secreção de mais TNF, metabólitos e citocinas pró-inflamatórias como IL-1 e NO, por 

exemplo, que tem como função a eliminação do patógeno e a ativação do sistema 

imunológico adaptativo. Após essa inflamação aguda inicial causada pela infecção, muitos 

macrófagos fenotipicamente M1, sofrem apoptose ou recebem novos estímulos e são 

polarizados para o perfil M2, a fim de proteger o hospedeiro contra uma resposta inflamatória 

exacerbada (tempestade de citocinas) e promover a volta da homeostase (Fujiwara e 

Kobayashi, 2005; Murray e Wynn, 2011; Mokarram e Bellamkonca, 2013; Liu, 2014).  

Além do reconhecimento de patógenos e moléculas exógenas, os macrófagos também 

participam de processos intrínsecos do metabolismo que ocorrem a todo momento, como a 

remoção de células apoptóticas, processo denominado eferocitose. Células apoptóticas são 

geradas durante a homeostase, como, por exemplo, em diferentes fases do desenvolvimento 

embrionário, e ainda em resposta a infecções. A remoção dessas células é essencial para a 

manutenção da homeostase, uma vez que, não sendo removidas, essas células apoptóticas 

podem iniciar processos de necrose secundária, com liberação de DAMPs, possivelmente 

levando a um foco inflamatório. A eficiência da eferocitose é marcada por três principais 

sinais: <find-me= (sinalizadores químicos são liberados para o recrutamento de células 
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fagocíticas até as células apoptóticas), <eat-me= (reconhecimento e fagocitose das células 

apoptóticas por fagócitos mediada por receptores), e sinais pós-fagocitose, que regulam 

positivamente os fagolisossmos para a digestão do material fagocitado. (Nagata, Hanayama e 

Kawane, 2010; Kono e Rock, 2008; Silva, 2010; Galluzzi et al, 2014; Elliot, Koster e 

Murphy, 2017). Sinais <find-me= incluem a produção de fatores solúveis quimio-atrativos 

para estimular a quimiotaxia dos macrófagos até a célula apoptótica; fatores esses que 

incluem: a quimiocina CXCL1, nucleotídeos trifosfatados (ATP) e sinais lipídicos como a 

lisofosfatidilcolina (lysoPC) (Lauber et al, 2003; Truman et al, 2008; Elliott et al, 2009; 

Elliot, Koster e Murphy, 2017). O reconhecimento dessa célula pelo macrófago é mediado, 

principalmente, via altos níveis de fosfatidilserina (PtdSer) na superfície celular, uma vez que 

este fosfolipídio é encontrado majoritariamente, em células saudáveis recobrindo a membrana 

plasmática no meio intracelular (Segawa e Nagata, 2015; Elliot, Koster e Murphy, 2017). 

Após o reconhecimento e eferocitose da célula apoptótica, macrófagos adquirem uma grande 

carga de material celular, como lipídios, carboidratos, proteínas e ácidos nucleicos. Dessa 

forma, os sinais pós fagocitose tem como função aumentar o metabolismo desse macrófago, 

de forma a iniciar a degradação e os caminhos de efluxo (Han e Ravichandran, 2011; Elliot, 

Koster e Murphy, 2017).  
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2. JUSTIFICATIVA  

A febre é uma resposta fisiológica evolutivamente conservada que confere benefícios 

de sobrevivência durante infecções, através do controle da proliferação microbiana e 

otimização do funcionamento do sistema imunológico, com uma melhora efetiva no processo 

de fagocitose, na mobilidade de células polimorfonucleares e prevenção da redução do pool 

de linfócitos. Trata-se de um sinal cardinal da inflamação de característica aguda e muitas 

vezes autorresolutiva. No entanto, se prolongada, pode ter efeitos deletérios no organismo. 

Compreender os mecanismos pelos quais o estresse térmico na faixa da febre amplifica ou 

prejudica as funções de macrófagos durante infecções e inflamações é importante para o 

desenvolvimento de terapias que modulem as variações de temperatura em fases distintas, 

para otimizar a eliminação de patógenos e o controle da homeostase. Por isso, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar a influência da temperatura (37C e 39C) na modulação de macrófagos in 

vitro. Espera-se encontrar uma regulação positiva da capacidade inflamatória, uma vez que, 

no organismo, a febre acontece como um mecanismo benéfico para o sistema imunológico.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar o papel da temperatura na modulação funcional de macrófagos in vitro. 

 

3.2. Objetivos específicos  

a. Investigar o potencial fagocítico e microbicida de macrófagos de linhagem RAW 

264.7 pré-estimulados ou não com LPS e infectados com a bactéria Streptococcus 

pneumoniae à 37oC e à 39oC;  

b. Avaliar a produção de óxido nítrico de macrófagos de linhagem RAW 264.7 pré-

estimulados ou não com LPS à 37oC e à 39oC; 

c. Caracterizar o perfil de citocinas liberadas pelos macrófagos de linhagem RAW 

264.7 pré-estimulados ou não com LPS à 37oC e à 39oC. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. Bactéria  

A bactéria Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, foi cedida pela Prof. Dra. Tatiana 

Pinto, (IMPG/UFRJ). A amostra está sendo mantida no freezer -80°C em meio skin milk 

contendo 10% de glicerol. Para sua ativação, foi realizado o cultivo em ágar sangue 

(Plastlabor) e incubação em estufa à 37° C e 5% de CO2 por até 18 horas. Após esse processo, 

foi realizado um novo repique em ágar sangue para os experimentos de infecção de 

macrófagos de linhagem RAW 264.7. 

 

4.2. Preparação e padronização do inóculo  

Para a preparação do inóculo, as colônias bacterianas foram coletadas e adicionadas 

em 5 mL de PBS 1X estéril. A densidade óptica da solução foi analisada no espectrofotômetro 

(Biochrom Ultrospe 7000), com o comprimento de onda de 600 nm. O inóculo foi 

padronizado por meio de experimentos sucessivos, nos quais correlacionaremos a densidade 

óptica da solução com a contagem de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) de S. 

pneumoniae.  

 

4.3. Cultura de células RAW 264.7 

Foi utilizada a linhagem de macrófagos RAW 264.7 aderentes, geradas a partir de 

camundongos C57BL/6J, obtida por doação do professor Célio Freire de Lima do Laboratório 

de Imunomodulação da UFRJ-Biofísica. Estes foram cultivados em garrafas plásticas, em 

meio Dulbecco9s Modified Eagle9s Medium (DMEM) (Gibco) completo (suplementado com 

2 mM de L-glutamina, 50 mM de ³-mercaptoetanol, 100 mM piruvato, 10 μg/mL de 

gentamicina, aminoácidos não essenciais), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino 

(SFB) (Gibco), e mantidos na estufa a uma temperatura de 37ºC, em uma atmosfera a 95% de 

ar e 5% de CO 2. Para o repique das células, o meio de cultura foi coletado e transferido para 

um tubo de 50 mL e à camada de células foi adicionado meio DMEM completo. A suspensão 

de células obtida foi transferida para um tubo de 50 mL e centrifugada a 1600 RPM por 6 

minutos. O pellet foi ressuspendido em DMEM completo + 10% de SFB, e as células foram 

contadas na câmara de Neubauer e distribuídas em garrafas de cultivo celular em meio 

DMEM + 10% de SFB, e mantidas na estufa a 37ºC em uma atmosfera a 95% de ar e 5% de 

CO2. 
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4.4. Plaqueamento e pré-estímulo com LPS das células RAW 264.7 

As células foram soltas das garrafas de cultivo celular a partir do protocolo de repique. 

O meio foi removido da garrafa com o auxílio de uma pipeta de vidro e colocado em um tubo 

Falcon de 50 mL. Adicionou-se 5 mL de meio DMEM (Gibco) completo (suplementado com 

2 mM de L-glutamina, 50 mM de ³-mercaptoetanol, 100 mM piruvato, 10 μg/mL de 

gentamicina, aminoácidos não essenciais) e foram dadas batidas na garrafa até que todas as 

células soltassem. Com uma pipeta de vidro, o meio com as células soltas foi removido da 

garrafa e colocado no Falcon de 50 mL com o meio retirado previamente. Repetiu-se essa 

etapa 2 vezes. Após a coleta de todas as células, estas, foram centrifugadas a 1600 rpm por 6 

minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e as células foram 

resusspendidas em 1 mL de DMEM completo. Para a contagem em Câmara de Neubauer, as 

células foram diluídas na concentração de 1:10 em Trypan 2%, homogeneizadas e contadas. A 

partir da contagem, as células foram adicionadas em duas placas de cultura celular de 96 

poços na densidade de 1x105/poço e foram adicionados 100 L de meio DMEM completo 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco) em cada poço. As células foram 

incubadas em estufa a 37C com 5% CO2 por 2h para a aderência. Após esse processo, os 

meios foram recolhidos dos poços com posterior lavagem com PBS 1X para a remoção de 

células que não aderiram. Para estimular os macrófagos, foi adicionado 50 L de LPS 

(Invivogen) na concentração de 500 ng/mL nos respectivos poços, seguido de 50 μL de meio 

DMEM completo suplementado com 10% de SFB. Nos poços sem o estímulo do LPS, foi 

adicionado apenas 100 l de meio DMEM completo suplementado com 10% de SFB. Cada 

placa foi colocada em incubadora por 24 horas em diferentes temperaturas; uma placa a 37°C, 

5% CO2 e a outra a 39°C, 5% CO2. 

 

4.5. Infecção in vitro por Streptococcus pneumoniae  

Após as 24 horas na incubadora, o meio contendo LPS foi retirado dos respectivos 

poços e foi adicionado o inóculo de Streptococcus pneumoniae na MOI 1:10 acrescido de 40 

μL de meio DMEM completo suplementado com 10% SFB. Nos poços que não receberam a 

bactéria, foi adicionado apenas meio. As placas foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 

minutos e incubadas por 2 horas a 37°C, 5% CO2 e a 39°C, 5% CO2.  Em seguida, o meio 

contendo a bactéria foi retirado dos respectivos poços, e foram adicionados 100 L de 

Gentamicina [100 g/mL] e Penicilina [10 U] em todos os poços, acompanhado de mais uma 

incubação por 30 minutos a 37C e a 39C, 5% CO2.  
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4.6. Ensaio de capacidade fagocítica  

Para avaliar a capacidade fagocítica de macrófagos de linhagem RAW 264.7, após os 

30 minutos de incubação com a Gentamicina e a Penicilina, os poços foram lavados com PBS 

1X e ressuspendidos em 100 L da solução de PBS 1X e Triton 0,025% para a lise dos 

macrófagos. Os lisados foram plaqueados em placas de Ágar sangue (20 L), e estas foram 

incubadas a 37C, 5% CO2 por 24 horas para a posterior contagem de unidades formadoras de 

colônias (UFCs). Alternativamente, os macrófagos de linhagem RAW 264.7 foram 

plaqueados em placas de 24 poços sobre lamínulas de vidro estéreis para a fixação celular, na 

concentração de 5x105 células/poço, pré-estimulados com LPS e após 24 horas, infectados 

com Streptococcus pneumoniae, seguindo a mesma metodologia descrita acima. Após os 30 

minutos de incubação, todos os poços foram lavados com 500 L de PBS 1X e as lamínulas 

foram retiradas para a coração com Kit Panótico (Laborclin). Cada lamínula foi submergida 5 

vezes em cada reagente e lavada com água destilada para a posterior montagem das lâminas 

com Entellan (Merck) e observação da morfologia celular por microscópio óptico.  

 

4.7. Ensaio de capacidade microbicida 

Para avaliar a capacidade microbicida de macrófagos de linhagem RAW 264.7, após 

os 30 minutos de incubação com a Gentamicina e a Penicilina, os poços foram lavados com 

PBS 1X e incubados novamente a 37°C e a 39°C, 5% CO2 com DMEM completo 

suplementado com 10% SFB durante 6 e 24 horas. Após os respectivos períodos, os poços 

foram novamente lavados com PBS 1X e ressuspendidos na solução de PBS 1X e Triton 

0,025% para a lise dos macrófagos. Os lisados foram plaqueados em placas de Ágar sangue 

(20 L), e estas foram incubadas a 37C, 5% CO2 por 24 horas para a posterior contagem de 

UFCs.   
 

 

4.9. Dosagem de óxido nítrico 

O NO produzido pelos macrófagos foi determinado indiretamente através da 

quantificação de nitrito (NO2). O sobrenadante obtido nos poços após o tratamento com LPS 

ou apenas meio DMEM, foi coletado, diluído em uma proporção de 1:1 com o reagente de 

Griess (composto por 0,1% dihidrocloreto naftiletilenodiamina, 1,0% sulfanamida e 2,5% de 

ácido fosfórico) e homogeneizado. A densidade óptica foi lida em espectrofotômetro de placa, 

com filtro de 540nm. A determinação da concentração de nitrito foi calculada a partir de uma 

curva padrão de nitrito de sódio (NaNO2) e os resultados expressos em μM. 
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4.10. Dosagem de citocinas  

Os sobrenadantes provenientes dos ensaios in vitro foram coletados para a dosagem 

das citocinas TNF, IL-10 e IL-6 pela técnica de ELISA do tipo sanduíche seguindo a 

metodologia orientada pelo fabricante (BD, BD, Invitrogen). As placas de 96 poços foram 

sensibilizadas com anticorpos monoclonais de captura diluídos em PBS ou tampão de captura 

(fornecido pelo fabricante) e incubadas a 4° C, ou temperatura ambiente, por 18 horas. A 

placa foi lavada com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T), bloqueada com PBS 

contendo 10% de SFB por 2 horas à temperatura ambiente seguida de lavagem com PBS-T. 

Os sobrenadantes e as citocinas recombinantes (curva-padrão) foram adicionados e incubados 

a 4º C na geladeira por 18 horas. Foi realizada uma nova lavagem com PBS-T, os anticorpos 

secundários de detecção foram adicionados, marcados com biotina e diluídos em PBS 

contendo 10% de SFB, e incubada por 2 horas à temperatura ambiente. A reação foi revelada 

com peroxidase conjugada à estreptoavidina (eBioscience, EUA) diluída na proporção de 

1:250 em PBS contendo 10% de SFB a temperatura ambiente durante 30 minutos. Após a 

etapa de lavagem, foi adicionado o substrato da enzima HRP-peroxidase Tetrametilbenzidina 

(TMB) (eBioscience, EUA). A densidade óptica foi obtida através de leitura em 

espectrofotômetro de placa (VERSAMax Microplate Reader, Molecular Devices, EUA), com 

filtro de 450 nm. As concentrações das citocinas foram calculadas a partir dos valores obtidos 

da curva padrão de citocinas recombinantes e os resultados expressos em pg/mL, 

representando a média e erro padrão (SE) das leituras de absorbância das triplicatas de 

cultura. 

 

4.11. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada no programa GraphPad Prism v. 8.0, empregando o 

teste one-way ANOVA ou teste t de Student para as amostras independentes. Diferenças com 

um valor de de p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) e p<0,0001 (****) foram consideradas 

significantes. 
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5. RESULTADOS  
 

5.1. Temperatura elevada diminui a fagocitose de S. pneumoniae por macrófagos 

 
Infecções por S. pneumoniae comumente estão associadas a um aumento da 

temperatura corporal que pode ser um importante mecanismo bacteriostático. No entanto, 

elevadas temperaturas podem alterar o funcionamento de células do sistema imunológico, 

especialmente macrófagos, que são células responsáveis pela fagocitose de bactérias. Antes de 

realizar o teste de capacidade fagocítica nas temperaturas de 37 e 39°C, de forma a confirmar 

que a temperatura de 39°C não afetaria a morfologia das células, plaqueamos macrófagos de 

linhagem RAW 264.7 em poços contendo lamínulas de vidro em ambas as temperaturas, e 

depois coramos as lamínulas com Kit Panótico para observação por microscopia. Em nossas 

observações não observamos diferenças morfológicas entre as células nas diferentes 

temperaturas (Figura 4A, B). Depois, para avaliar o potencial fagocítico desses macrófagos, 

plaqueamos novamente as células em dois grupos: estimulados ou não com LPS por 24 horas, 

e posteriormente infectados com a bactéria Streptococcus pneumoniae e então, incubados a 37 

e 39°C durante 2 horas. Após esse período de incubação, a bactéria foi retirada e os poços 

receberam doses de gentamicina [100 µg/mL] e penicilina [10U] para a eliminação das 

bactérias presentes no meio extracelular. Em seguida, os macrófagos foram lisados com 

Triton [0,025%] e o cultivo dos lisados foi realizado em placas de Ágar sangue por 24 horas a 

37°C para a contagem das unidades formadoras de colônia (UFCs). 

Observamos uma diminuição significativa na contagem de UFCs em ambos os grupos 

(S.p. e LPS + S.p.) na temperatura de 39°C, evidenciando uma modulação negativa na 

atividade fagocítica desses macrófagos em temperaturas elevadas. Embora tenhamos 

percebido um aumento significativo na capacidade fagocítica do grupo LPS + S.p. quando 

comprado ao grupo S.p. na temperatura de 39°C, esse aumento ainda foi significativamente 

menor quando comparado aos grupos a 37°C (Figura 4C-E).  
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Figura 4: Avaliação da morfologia e ensaio de fagocitose em macrófagos murinos da linhagem RAW 264.7 
estimulados com LPS e infectados com a bactéria S. pneumoniae, incubados a 37° e 39°C. Microscopia de 
macrófagos de linhagem RAW 264.7 em lamínulas a corados com Kit Panótico para observação da morfologia 
das células (A, B). Macrófagos murinos da linhagem RAW 264.7 foram cultivados, plaqueados [1x105 
cels/poço] durante 2h, estimulados com LPS [500 ng/mL] por 24h, infectados com a bactéria gram-positiva S. 
pneumoniae ATCC 49619 [MOI 1:10] e incubados a 37° e 39°C durante 2h. (C) Após as 2h, foram adicionadas, 
por 30 minutos, gentamicina [100 µg/mL] e penicilina [10U] para a eliminação das bactérias do meio 
extracelular. O ensaio de fagocitose foi realizado a partir da lise de macrófagos [0,025% Triton], cultivo dos 
lisados em placas de Ágar sangue durante 24h a 37°C e contagem subsequente de unidades formadoras de 
colônia (UFCs). (D, E) Fotos representativas das placas de Ágar sangue após o crescimento bacteriano. Os 
resultados são representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. A análise estatística 
foi realizada através do teste ANOVA seguido de pós teste de Tukey (*, ** e *** indicam ≤;0.05, ≤;0.01 e 
≤;0.001, respectivamente). 
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5.2. Temperatura elevada aumenta o potencial microbicida de macrófagos 

 

Para avaliar o potencial microbicida de macrófagos infectados com S. pneumoniae a 

37°C e 39°C, macrófagos RAW 264.7, foram estimulados ou não com LPS por 24 horas, 

infectados com a bactéria Streptococcus pneumoniae e incubados a 37° e 39°C durante 2 

horas. Após esse período de incubação, a bactéria foi retirada e os poços receberam doses de 

gentamicina [100 µg/mL] e penicilina [10U] para a eliminação das bactérias presentes no 

meio extracelular. Seguido desse processo, as células voltaram para a incubadora por mais 6 e 

24 horas. Após esses períodos, os macrófagos foram lisados com Triton [0,025%] e o cultivo 

dos lisados foi realizado em placas de Ágar sangue por 24 horas a 37°C para a contagem 

subsequente das unidades formadoras de colônia (UFCs).  

Nós verificamos que após 6 horas de infecção com a bactéria, houve um aumento do 

crescimento microbiano em macrófagos do grupo LPS + S.p. a 37°C, mas a 39°C, esse 

crescimento foi significativamente menor (Figura 5A, B).  No entanto, 24 horas após a 

infecção, não observamos crescimento microbiano em nenhuma das condições e temperaturas 

testadas. Nossos dados sugerem que a infecção de macrófagos à 39°C diminui a fagocitose de 

bactérias, mas aumenta o poder microbicida dessas células observado em até 6 horas após a 

infecção (Figura 5C, D). De forma a tentar relacionar os resultados obtidos em ambos os 

testes, de capacidade fagocítica e microbicida, os colocamos juntos para melhor observação 

(Figura 5E).   
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Figura 5: Análise da atividade microbicida de macrófagos murinos da linhagem RAW 264.7 estimulados 
com LPS e infectados com a bactéria S. pneumoniae, incubados a 37° e 39°C. Macrófagos murinos da 
linhagem RAW 264.7 foram cultivados, plaqueados durante 2h, estimulados com LPS [500 ng/mL] por 24h, 
infectados com a bactéria gram-positiva S. pneumoniae ATCC 49619 [MOI 1:10] e incubados a 37° e 39°C 
durante 6h e 24h. Após esse tempo, foram adicionadas, por 30 minutos, gentamicina [100 µg/mL] e penicilina 
[10U] para a eliminação das bactérias do meio extracelular. A análise da atividade microbicida dos macrófagos 
(A, C) foi realizada a partir de sua lise [0,025% Triton], cultivo dos lisados em placas de Ágar sangue durante 
24h a 37°C e contagem subsequente de unidades formadoras de colônia (UFCs). (B, D) Fotos representativas das 
placas de Ágar sangue após o crescimento bacteriano. (E) Gráfico comparativo das capacidades fagocíticas e 
microbicidas nas diferentes temperaturas. Os resultados são representativos de três experimentos independentes 
realizados em triplicata. A análise estatística foi realizada através do teste ANOVA seguido de pós teste de 
Tukey (*, ** indicam ≤;0.05 e ≤;0.01, respectivamente). 
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5.3. Elevação da temperatura regula negativamente a produção de nitritos em 

macrófagos estimulados com LPS e infectados com a bactéria S. pneumoniae 

 

Para investigar os mecanismos que podem aumentar a atividade microbicida de 

macrófagos, investigamos a produção de nitritos por estas células após infecção por S. 

pneumoniae à 37 e 39°C. 

Nós verificamos que após 6 horas de infecção (Figura 6A), macrófagos previamente 

estimulados com LPS (controle positivo) secretaram quantidades significativamente maiores 

de nitritos em ambas as temperaturas, quando comparados com outros dois grupos: o grupo 

estimulado com LPS que entrou em contato com a bactéria por 2 horas (LPS+S.p), e o grupo 

que não foi estimulado com LPS e entrou em contato com a bactéria por 2 horas (S.p.). Além 

disso, observamos que o aumento da temperatura (39°C), também modulou negativamente a 

produção de nitritos em macrófagos previamente estimulados com LPS e infectados com S. 

pneumoniae 6 (Figura 6A) e 24 (Figura 6B) horas após a infecção com S. pneumoniae. 
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Figura 6. Análise da produção de óxido nítrico em macrófagos murinos de linhagem RAW (264.7) pós 
estímulo com lipopolissacarídeo (LPS), incubados a 37° e 39°C. Macrófagos murinos de linhagem RAW 
264.7 foram cultivados, plaqueados durante 2h [1x105 cels/poço], estimulados com LPS [500 ng/mL] por 24h, 
infectados com a bactéria gram-positiva S. pneumoniae ATCC 49619 [MOI 1:10] e incubados a 37° e 39°C 
durante 6h e 24h para posterior dosagem de nitritos no sobrenadante da cultura através do Ensaio de Griess (A e 
B, respectivamente). Os resultados são representativos de três experimentos independentes realizados em 
triplicata. A análise estatística foi realizada através do teste ANOVA seguido de pós teste de Tukey (** e **** 
indicam ≤;0.01 e ≤;0.0001, respectivamente). 
 
 
 

5.4. Elevação da temperatura regula e estímulo com LPS alteram a produção de 

citocinas da linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7 incubados a 37 e 

39°C 

 

A análise da produção de citocinas foi realizada a fim de elucidar possíveis 

modulações fenotípicas que esses macrófagos poderiam assumir nas diferentes temperaturas. 
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Por conta disso, foram dosadas as citocinas IL-10, IL-6 e TNF pelo método de ELISA 

sanduíche. Ao analisar a IL-10, após 6 e 24 horas (Figura 7A-B), não observamos diferenças 

significativas entre os grupos previamente estimulados o LPS que tinham entrado em contato 

com a bactéria (LPS + S.p.) e o grupo S.p em ambas as temperaturas.  

Ao analisar a IL-6 após 6 horas (Figura 7C), observamos que o estímulo com LPS e a 

temperatura de 37°C foram os fatores responsáveis pela produção de altos níveis de IL-6, uma 

vez que observamos um aumento bastante significativo no grupo LPS + S.p. quando 

comparado a esse mesmo grupo a 39°C, mas não observamos esse aumento em nenhuma das 

duas temperaturas nos grupos S.p., evidenciando que a temperatura de 37°C, somada ao LPS, 

foram os estímulos necessários para essa produção de IL-6. Após 24 horas (Figura 7D), 

observamos quase a mesma situação. Apenas o grupo LPS + S.p. a 37°C foi capaz de produzir 

altos níveis de IL-6. Nesse caso, mais do que o dobro da concentração observada na dosagem 

de 6 horas.  

Ao analisar o TNF após 6 horas (Figura 7E), observamos um aumento significativo 

nos grupos LPS + S.p e S.p a 37°C, quando comprados com os mesmos grupos na temperatura 

de 39°C. Fica evidente que, no tempo de 6 horas, a temperatura mais elevada (39°C) foi 

responsável por modular negativamente a produção de TNF em ambas as situações de 

estímulo dos macrófagos, independente do LPS e da bactéria, permanecendo a mesma, em 

níveis significativamente mais baixos. Já após 24 horas (Figura 7F), não observamos mais 

diferenças significativas entre nenhum dos grupos. Continuamos observando uma maior 

concentração de TNF nos grupos LPS + S.p. e S.p. a 37°C, mas quando comparados com o 

tempo de 6 horas, também observamos um aumento nos mesmos grupos a 39°C.  
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Figura 7: Dosagem de citocinas em macrófagos murinos da linhagem RAW 264.7 estimulados com LPS e 
infectados com a bactéria S. pneumoniae, incubados a 37° e 39°C. Macrófagos murinos da linhagem RAW 
264.7 foram cultivados, plaqueados [1x105 cels/poço] durante 2h, estimulados com LPS [500 ng/mL] por 24h, 
infectados com a bactéria gram-positiva S. pneumoniae ATCC 49619 [MOI 1:10] e incubados a 37° e 39°C 
durante 2 horas. Após esse tempo, foram adicionadas, por 30 minutos, gentamicina [100 µg/mL] e penicilina 
[10U] para a eliminação das bactérias do meio extracelular. Foi adicionado meio DMEM + 10% SFB em todos 
os poços e incubados por 6 e 24 horas a 37° e 39°C. A dosagem de citocinas pelo método de ELISA sanduíche 
foi realizado após os respectivos períodos de incubação a partir do sobrenadante dos poços. (A-B) Dosagem de 
IL-10, (C-D) dosagem de IL-6 e (E-F) dosagem de TNF. Os resultados são representativos de três experimentos 
independentes realizados em triplicata. A análise estatística foi realizada através do teste ANOVA seguido de 
pós teste de Tukey (**, *** e ****indicam ≤;0.01, ≤;0.001 e ≤;0.0001, respectivamente). 
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6. DISCUSSÃO  
 

A inflamação e a febre são dois processos inerentes aos organismos. A inflamação, 

como uma resposta fisiológica a infecções ou danos teciduais, e a febre (calor) como um dos 

cinco sinais cardinais da inflamação, representando uma melhora efetiva do sistema 

imunológico em temperaturas mais elevadas (Rather, 1971; Mackowiack, 1998; Evans, 

Repasky e Fisher, 2015; Cavaillon, 2021). A febre é gerada em resposta a presença, na 

corrente sanguínea, de pirógenos endógenos, sendo estes, os principais mediadores da 

resposta febril pirogênica (Mackowiak, 1998). Como em qualquer situação de inflamação, as 

primeiras células a serem recrutadas são as células do sistema imunológico inato, e durante a 

febre não é diferente (Ostberg, Ertel e Lanphere, 2005). Nesse contexto, os macrófagos são 

células do sistema imunológico inato com capacidade fagocítica que desempenham funções 

ímpares no controle da homeostase, incluindo a remoção de células apoptóticas e reparo 

tecidual (Bosurgi et al, 2017; Hyrayama, Lida e Nakaze, 2017). Devido a sua plasticidade e a 

fatores do microambiente local, os macrófagos podem adquirir diferentes estados de ativação 

funcional, assim como estabelecer respostas imunológicas que vão variar de acordo com os 

estímulos recebidos (Gordon e Taylor, 2005; Geissman et al, 2010).  

Durante o processo inflamatório, fagócitos são estimulados por substâncias derivadas 

de patógenos, como o LPS, por exemplo, e por alterações metabólicas e fisiológicas que 

ocorrem durante a inflamação. O organismo responde a essa inflamação através da secreção 

de mediadores inflamatórios e sintomas clínicos, como o aumento da temperatura 

local/corporal (Garami, Steiner e Romanovsky, 2018). Por conta disso, é possível assumir que 

esse aumento da temperatura corporal é capaz de modular a função fagocítica de macrófagos. 

Roberts e Steigbigel (1977), desafiaram macrófagos a 37 e 40°C com cepas de Escherichia 

coli, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus para a 

observação do potencial microbicida. Quando comparadas as duas temperaturas, não 

encontraram diferenças significativas entre elas. Anos depois, Hiruma e Kagawa (1986) 

analisaram os efeitos da hipertermia no potencial fagocítico e microbicida de células 

fagocíticas pelo fungo Sporothrix shenckii; também incubaram as células a 37 e 40°C por 2 e 

4 horas. Não observaram diferenças significativas no potencial fagocítico dessas células, mas 

o potencial microbicida foi mais elevado na temperatura de 40°C. Recentemente, Djaldetti e 

Bessler (2015), realizaram testes parecidos com células de sangue humano e observaram um 

aumento do potencial fagocítico de macrófagos na temperatura de 40 graus, com uma 
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diminuição no número de células viáveis após 24 horas. Por conta disso, nosso grupo decidiu 

avaliar os potenciais fagocítico e microbicidas de macrófagos de linhagem RAW 264.7 

incubados a 37 e 39°C por 2, 4 e 24 horas com S. pneumoniae desafiados ou não com LPS. 

Ao contrário dos achados anteriores, observamos que o potencial fagocítico (2 horas) desses 

macrófagos com ou sem o estímulo do LPS é maior na temperatura de 37°C, com uma perda 

significativa nos grupos incubados a 39C. Com relação a capacidade microbicida, observamos 

que com 6 horas de incubação, o grupo sem LPS (S.p.) apresentou uma tendência maior de 

potencial microbicida a 39°C, enquanto na presença do LPS, os macrófagos incubados a 37C 

apresentaram capacidade microbicida significativamente maior. Com 24 horas, não houve 

diferença entre os grupos em ambas as temperaturas; ambos apresentaram 100% de 

capacidade microbicida. Nossos achados nos levam a inferir que os estímulos dados foram 

eficientes na ativação desses macrófagos, e que a temperatura elevada atuou como um fator 

inibitório para o potencial fagocítico dessas células, embora o potencial microbicida tenha 

apresentado um resultado contrário.  

Em um contexto inflamatório, macrófagos podem atuar na promoção da inflamação 

em resposta ao dano tecidual ou a invasão de patógenos, por exemplo, através da produção de 

mediadores pró-inflamatórios, tais como TNF, IL-1 e IL-6, ROS e NO (Gordon e Taylor, 

2005; Italiani e Boraschi, 2014; Yunna et al, 2020; Ross, Devitt e Johnson, 2021). Estudos 

demonstraram que ao serem expostos ao LPS, macrófagos liberam IFN- e TNF, que tem a 

capacidade de ativá-los para um perfil pró-inflamatório durante os estágios iniciais das 

infecções (Martinez, 2008). Além disso, já foi demonstrado na literatura que o aumento da 

temperatura corporal se mostrou necessária para estimular a produção de NO e induzir a 

óxido nítrico sintase por macrófagos peritoneais, juntamente com a ação do LPS e IFN-. 

Visto isso, investigamos quais seriam as possíveis complicações desse aumento de 

temperatura na somado a infecção por Streptococcus pneumoniae.  

Hassan e colaboradores (2020) analisaram os efeitos da temperatura na atividade 

funcional de macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS a 37 e 39C, e observaram 

maiores níveis de NO nos grupos incubados a 39C, quando comparados com os grupos a 

37C. Os mesmos resultados não foram encontrados por nosso grupo, uma vez que, na análise 

realizada com 6 horas de incubação, macrófagos estimulados com LPS não apresentaram 

diferenças significativas em ambas as temperaturas. Ao passo que, ao dosar os nitritos 24 

horas depois, macrófagos estimulados apenas LPS se mantiveram os mesmos, enquanto os 



42 
 

 

macrófagos estimulados com LPS + S.p. apresentaram níveis mais elevados de NO na 

temperatura de 37C, quando comparados com os grupos a 39C, evidenciando uma maior 

responsividade inflamatória nesse cenário.  

Em macrófagos, estudos demonstraram que o aumento da temperatura corporal para 

39.5° C aumentou significativamente a capacidade de eliminação bacteriana, juntamente com 

os níveis de IL-1, IL-6 e TNF em camundongos tratados com LPS. Posteriormente, Lee e 

colaboradores demonstraram que a hipertermia induz a hiper-regulação de proteínas gênicas 

HSP70, sustentando a reprogramação de macrófagos para estarem altamente responsivos aos 

estímulos com LPS (Jiang et al, 1999; Ostberg, Taylor e Baumann, 2000; Lee et al, 2012; 

Evans, Repasky e Fisher, 2015). Kappel e colaboradores (1991) e Ensor e colaboradores 

(1994) realizaram experimentos bastante semelhantes para a dosagem de IL-6 e TNF. Ambos 

utilizaram macrófagos sanguíneos humanos com protocolos de hipertermia, embora Kappel e 

colaboradores não tenham previamente estimulado as células com LPS antes da incubação. 

Eles observaram que na temperatura de 39°C in vitro, havia um efeito supressor da produção 

de IL-6, mas não de TNF, ao passo que Ensor e colaboradores, que estimularam seus 

macrófagos com LPS, observaram que na temperatura de 40°C a expressão de IL-6 se 

manteve a mesma, enquanto a produção de TNF foi quase que totalmente inibida nessa 

mesma temperatura. Além disso, ainda observaram uma diminuição da concentração de 

mRNA do TNF, mas não da IL-6. Logo depois, Ensor e colaboradores (1995) realizaram um 

segundo teste utilizando macrófagos de linhagem RAW 264.7 estimulados com LPS e 

incubados a 37 e 40°C. Observaram um decaimento de 92% na produção de TNF a 40°C, 

quando comparados com a concentração de TNF produzida a 37°C. Ainda, analisaram a 

concentração de mRNA do TNF e observaram uma diminuição de 43% com relação a 37°C. 

A partir dos dois experimentos, concluíram que incubar macrófagos a temperaturas que 

simulem a febre leva a uma supressão da produção de TNF pela modulação do processo pós 

transcricional, levando a uma aceleração do processo de decaimento do mRNA dessa 

citocina.  

Corroborando com esses resultados, Osteberg e colaboradores (2000) realizaram 

experimentos in vitro e in vivo com macrófagos peritoneais estimulados com LPS e colocados 

entre 39°C-40°C. O grupo observou, que nas análises in vitro sob altas temperaturas, houve 

uma diminuição na concentração das citocinas TNF e IL-6, quando comparadas com os 

experimentos in vivo sob as mesmas condições. Com isso, foi possível levantar a hipótese de 



43 
 

 

que os mecanismos e as moléculas envolvidas na febre são muito mais complexos do que 

apenas o aumento de temperatura. Com isso, também decidimos dosar as citocinas IL-10, IL-

6 e TNF em macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS e infectados com a bactéria S. 

pneumoniae a 37 e 39°C durante 6 e 24 horas. Ao observar a IL-10, concluímos que ela não é 

afetada pelo aumento da temperatura em nenhuma das duas dosagens, não apresentando 

diferenças significativas entre os grupos em ambas as temperaturas. Diferente de resultados 

anteriores, nosso grupo observou um aumento significativo na produção de IL-6 a 37°C nos 

grupos estimulados com LPS e infectados com S. pneumoniae, ao passo que, nas duas 

dosagens, os grupos a 39°C apresentaram concentrações mínimas de IL-6, evidenciando um 

mecanismo de modulação negativa da temperatura na produção dessa citocina pró-

inflamatória, independente dos estímulos recebidos. Paralelamente, corroborando com 

trabalhos anteriores, na dosagem de 6 horas, observamos uma diminuição bastante 

significativa de TNF na temperatura de 39°C, nos grupos LPS + S.p. e S.p., evidenciando que 

os estímulos pró-inflamatórios foram eficientes na estimulação dos macrófagos, ao passo que 

a temperatura de 39°C representou um mecanismo inibitório para a produção dessa citocina.  

Ainda encontramos alguma disparidade entre os resultados obtidos por diferentes 

grupos, que pode ser explicada por variações no protocolo de hipertermia desenvolvido por 

diferentes laboratórios. A grande maioria dos estudos que tem como objetivo avaliar os 

efeitos da elevação da temperatura na fase aguda das infecções, foram realizados in vitro com 

temperaturas variando entre 39°C e 42°C. Nesse sentido, os resultados in vitro mostram-se 

bastante consistentes ao descrever a hipertermia como um mecanismo inibitório da indução de 

TNF, e IL-6. Ao passo que Jiang e colaboradores (1999) observaram um contraste desses 

efeitos de elevação da temperatura in vivo, sugerindo que a febre pode regular positivamente a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias em organismos vivos. Assim, em consonância com 

os resultados obtidos pelo nosso grupo, é possível observar que a temperatura de 39°C 

aumenta o poder microbicida de macrófagos, ao mesmo tempo em que prejudica a liberação 

de nitritos, IL-6 e TNF. Acreditamos que esse aumento da capacidade microbicida pode ser 

explicado pelo possível aumento de outras citocinas pró-inflamatórias no meio, bem como 

pela ação da alta temperatura no metabolismo bacteriano, impedindo sua multiplicação.  
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7. CONCLUSÃO  
 

A partir dos nossos dados, é possível inferir que, in vitro, o aumento da temperatura 

(hipertermia) atua como um mecanismo modulador inibitório da atividade inflamatória, mas 

não microbicida de macrófagos pré-estimulados com LPS e infectados com a bactéria 

Streptococcus pneumoniae. Devido a importância ímpar que os macrófagos representam para 

o sistema imunológico, e a comprovação de que sofrem modulações distintas a partir de um 

mesmo estímulo (hipertermia) é importante levar em consideração a etapa em que a febre é 

neutralizada em diferentes contextos.  
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