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RESUMO 

CORREA, Aryella Maryah Couto. Estudo dos receptores canabinoides na 
ativação de neutrófilos durante a lesão aguda pulmonar induzida por malária. 
2024. f. 142 Dissertação (Mestrado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto 
Alcântara Gomes, Universidade do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024. 

A resposta inflamatória desempenha um papel crucial na progressão das 
manifestações graves na malária. Nesse contexto, os neutrófilos são células-chave 
no desenvolvimento da lesão pulmonar associada à malária (MA-ALI/ARDS), sendo 
considerados como alvos para a atenuação de processos inflamatórios infecciosos. 
Os receptores canabinoides do tipo 1 (CB1R) e tipo 2 (CB2R) têm sido investigados 
como possíveis alvos terapêuticos anti-inflamatórios. Embora estudos tenham 
abordado a modulação desses receptores no sistema imune-inato, especialmente em 
neutrófilos, os mecanismos de ativação dessas células pelos receptores CB1 e CB2 
ainda não foram completamente elucidados. O objetivo deste trabalho foi avaliar o 
impacto da modulação dos receptores canabinoides na ativação de neutrófilos e no 
desenvolvimento da malária grave pulmonar. Nossos resultados demonstraram que a 
ativação do CB2R, através de seu agonista seletivo, JWH133 (10 µM), em neutrófilos 
humanos estimulados in vitro com IL-8 (25 ng/mL), induziu significativa redução na 
migração e na liberação de mediadores inflamatórios (NO e TNF-α). Além disso, a 
ativação do CB2R inibiu a liberação de NETs e EROs em neutrófilos estimulados com 
PMA (5 nM). Em contrapartida, a ativação do CB2R em neutrófilos estimulados com 
TNF-α (10 ng/mL) e IL-8 (25 ng/mL) resultou no aumento da liberação de NETs e 
EROs, bem como indicou um possível aumento da sobrevida desses neutrófilos. 
Esses resultados sugerem que as ações decorrentes da ativação do CB2R são 
estímulo-dependentes. Em experimentos in vivo, a infecção por P. berghei NK65 foi 
associada ao aumento na produção de mediadores inflamatórios, como TNF-α e 
CXCL-1/KC, e à promoção da ativação e efluxo de neutrófilos da medula óssea para 
a corrente sanguínea. Análises ex vivo revelaram maior quimiocinese em neutrófilos 
isolados de animais infectados, enquanto o plasma desses animais induziu a 
quimiotaxia de neutrófilos.  O pré-tratamento com JWH133 (0,25, 0,5 e 1 mg/kg) em 
camundongos C57/BL6 infectados por P.berghei NK65 não alterou a parasitemia. No 
entanto, a dose de 0,5 mg/Kg aumentou o peso relativo do pulmão e a contagem de 
leucócitos totais periféricos, apesar de reduzir o edema pulmonar. Por sua vez, a dose 
de 0,25 mg/Kg reduziu a contagem de neutrófilos circulantes. Esses resultados 
indicam que o JWH 133 parece modular alguns parâmetros da malária grave pulmonar 
e o influxo de neutrófilos para o sangue periférico. Em conjunto, nossos dados 
ressaltam a importância da ativação do CB2R nas ações efetoras de neutrófilos 
isolados e durante o desenvolvimento da malária grave pulmonar experimental. 

 

Palavras-chave: MA-ALI/ARDS; inflamação; neutrófilos; receptores canabinoides. 

 
 
 
 
 



Abstract 

CORREA, Aryella Maryah Couto. Study of cannabinoid receptors in the activation of 
neutrophils during acute lung injury caused by malaria. 2024. f. 412 Dissertação 
(Mestrado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024. 

The inflammatory response plays a crucial role in the progression of severe 
manifestations in malaria. Neutrophils are key cells in the development of malaria-
associated lung injury (MA-ALI/ARDS) and are considered targets for attenuating 
infectious inflammatory processes. Type 1 (CB1R) and type 2 (CB2R) cannabinoid 
receptors have been investigated as possible anti-inflammatory therapeutic targets. 
Although studies have addressed the modulation of these receptors in the innate 
immune system, especially in neutrophils, the mechanisms of activation of these cells 
by CB1 and CB2 receptors have not yet been completely elucidated. The objective of 
this work was to evaluate the impact of modulating cannabinoid receptors on the 
activation of neutrophils and the development of severe pulmonary malaria. Our results 
demonstrate that the activation of CB2R, through its selective agonist, JWH133 (10 
µM), in human neutrophils stimulated in vitro with IL-8 (25 ng/mL), induced a significant 
reduction in migration and the release of inflammatory mediators (NO and TNF-α). 
Furthermore, CB2R activation inhibited the release of NETs and ROS in neutrophils 
stimulated with PMA (5 nM). In contrast, CB2R activation in neutrophils stimulated with 
TNF-α (10 ng/mL) and IL-8 (25 ng/mL) resulted in increased release of NETs and ROS, 
as well as indicating a possible increase in the survival of these neutrophils. These 
results suggest that the actions resulting from CB2R activation are stimulus dependent. 
In in vivo experiments, P. berghei NK65 infection was associated with increased 
production of inflammatory mediators, such as TNF-α and CXCL-1/KC, and the 
promotion of neutrophil activation and efflux from the bone marrow into the 
bloodstream. Ex vivo analysis revealed greater chemokinesis in neutrophils isolated 
from infected animals, while plasma from these animals induced neutrophil 
chemotaxis. Pretreatment with JWH133 (0.25, 0.5, and 1 mg/kg) in C57/BL6 mice 
infected by P. berghei NK65 did not change parasitemia. However, the dose of 0.5 
mg/kg increased the relative lung weight and total peripheral leukocyte count, despite 
reducing pulmonary edema. In turn, the dose of 0.25 mg/kg reduced the circulating 
neutrophil count. These results indicate that JWH133 appears to modulate some 
parameters of severe pulmonary malaria and the influx of neutrophils into peripheral 
blood.Taken together, our data highlight the importance of CB2R activation in the 
effector actions of isolated neutrophils and during the development of severe 
experimental pulmonary malaria. 

 

Keywords: MA-ALI/ARDS; inflammation; neutrophils; cannabinoid receptors. 

 
 
 
 



 
LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 Receptores e vias de sinalização envolvidos no processo de 

NETose .................................................................................. 

 

32 

Figura 2 Mecanismos de formação de NETs lítica e não lítica ............. 34 

Figura 3 Papel dos neutrófilo na patologia da malária ........................... 42 

Figura 4 Vias de sinalização mediadas pela ativação de CB1 e CB2 ..... 44 

Figura 5 Desenho experimental ............................................................ 61 

Figura 6 Análise da expressão dos receptores canabinoides em 

neutrófilos ............................................................................... 

 

67 

Figura 7 Estratégia de gate para avaliação da viabilidade de 

neutrófilos humanos após o pré-tratamento com 

concentrações crescentes dos agonistas ou antagonistas 

CB1 e CB2 e estimulados com IL-8 .......................................... 

 

 

 

69 

Figura 8 Estudo concentração-resposta do pré-tratamento com o 

agonista do receptor CB1 (ACEA) sobre a NETose de 

neutrófilos humanos induzida por PMA ................................... 

 

 

71 

Figura 9 Efeito do receptor CB2 sobre a NETose de neutrófilos 

humanos induzida por PMA ...................................................  

 

72 

Figura 10 Efeito do pré-tratamento com JWH133 na intensidade de 

liberação de EROs por neutrófilos humanos estimulados com 

PMA ........................................................................................ 

 

 

74 

Figura 11 Avaliação da quimiotaxia de neutrófilos pré-tratados com 

concentrações crescentes de agonistas ou antagonistas CB2 

e estimulados com IL-8............................................................ 

 

 

75 

Figura 12 Avaliação da especificidade de ação do receptor CB2 sobre 

a quimiotaxia de neutrófilos humanos induzida por IL-8 ......... 

 

76 

Figura 13 Envolvimento do receptor CB2 na produção de mediadores 

inflamatórios em neutrófilos estimulados com IL-8 ................. 

 

77 

Figura 14 Cinética da indução de NETose por diferentes estímulos ....... 79 

Figura 15 Avaliação do papel do receptor CB2 sobre o processo de 

NETose de neutrófilos humanos induzida por TNF-α e IL-8 ... 

 

81 



Figura 16 Avaliação da liberação de EROs induzida por diferentes 

estímulos ................................................................................ 

 

83 

Figura 17 Efeito do pré-tratamento com JWH133 na liberação de EROs 

por neutrófilos humanos estimulados com TNF-α e IL-8 ......... 

 

85 

Figura 18 Cinética da avaliação de apoptose e morte espontânea de 

neutrófilos via Anexina V/PI estimulados com diferentes 

estímulos ................................................................................ 

 

 

87 

Figura 19 Avaliação da porcentagem de neutrófilos viáveis via Anexina 

V/PI após 20 horas de estimulação ....................................... 

 

89 

Figura 20 Caracterização do modelo de infecção por P.berghei NK65 ... 91 

Figura 21 Estudo sobre o influxo de leucócitos circulantes e produção 

de mediadores inflamatórios no decorrer da infecção por 

P.berghei NK65 ...................................................................... 

 

 

92 

Figura 22 Avaliação do papel de CXCL-1/KC na migração de neutrófilos 

medulares no decorrer da infecção por P.berghei NK65 ........ 

 

94 

Figura 23 Avaliação do efluxo e ativação de neutrófilos da medula no 

decorrer da infecção por P. berghei NK65 .............................. 

 

96 

Figura 24 Avaliação do papel da ativação do receptor CB2 na infecção 

por P. berghei NK65 ............................................................... 

 

97 

Figura 25 Avaliação do papel da ativação do receptor CB2   no 

desenvolvimento da lesão aguda pulmonar e influxo de 

leucócitos circulantes induzidos por P.berghei NK65 .............. 

 

 

99 

Figura 26 Dot plots representativos da avaliação da viabilidade de 

neutrófilos humanos após o pré-tratamento com 

concentrações crescentes dos agonistas ou antagonistas 

CB1 e CB2 e estimulados com IL-8 ......................................... 

 

 

 

130 

Figura 27 Efeito do pré-tratamento com JWH133 na liberação de EROs 

por neutrófilos humanos estimulados com PMA (5 nM) ........ 

 

131 

Figura 28 Avaliação da liberação de EROs induzida por diferentes 

estímulos ................................................................................ 

 

135 

Figura 29 Efeito do pré-tratamento com JWH133 na liberação de EROs 

por neutrófilos humanos estimulados com TNF-α e IL-8 ....... 

 

136 

 



 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 Viabilidade celular de neutrófilos humanos pelo ensaio 

LIVE/DEAD™ Fixable Far Red Dead Cell Stain) na 

presença dos agonistas ou antagonistas dos receptores CB1 

e CB2 e rh IL-8 (25 ng/mL) ..................................................... 

 

 

 

70 

Tabela 2 Efeito do pré-tratamento com JWH133 na porcentagem de 

neutrófilos humanos produtores de EROs estimulados com 

PMA ........................................................................................ 

 

 

73 

Tabela 3 Investigação sobre a liberação de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) por neutrófilos humanos estimulados por 

TNF-α e/ou IL-8 ...................................................................... 

 

 

82 

Tabela 4 Efeito do pré-tratamento com JWH133 na liberação de EROs 

por neutrófilos humanos estimulados com TNF-α e IL-8 ..... 

 

84 

Tabela 5  Peso relativo dos órgãos de camundongos C57BL/6J após 8 

dias da administração diária intraperitoneal (i.p) de 

JWH133................................................................................... 

 

 

98 

Tabela 6 Avaliação do papel do agonista receptor CB2, JWH133, sobre 

o processo de NETose de neutrófilos humanos induzida por 

TNF-α e IL-8 ........................................................................... 

 

 

132 

Tabela 7 Avaliação do papel do antagonista receptor CB2, SR144528, 

sobre o processo de NETose de neutrófilos humanos 

induzida por TNF-α e IL-8 ...................................................... 

 

 

133 

Tabela 8 Avaliação da integridade de membrana de neutrófilos 

humanos por quantificação de LDH liberado após pré-

tratamento com agonista ou antagonista do receptor CB2 e 

estimulados com TNF-α e IL-8 por 4 horas ............................  

 

 

 

 134 

 

 



 

 

LISTA DE QUADROS 

Quadro 1 Estímulos e suas concentrações (in vitro) ................................. 52 

Quadro 2 Agonistas e antagonistas dos receptores CB1 e CB2................. 54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

AEA Anandamida 

ACEA Araquidonil-2-cloroetilamida- canabinoide sintético agonista de 

receptor canabinoide 1 

ALI lesão pulmonar aguda, do inglês acute lung injury  

AM6545 canabinoide sintético antagonista de receptor canabinoide 1 

AM630 canabinóide sintético antagonista de receptor canabinoide 2 

AMD3100 inibidor seletivo do receptor de quimiocina CXCR4 

AMPc/ cAMP monofosfato cíclico de adenosina  

APS Persulfato de amônio, do inglês ammonium persulfate  

ARDS síndrome do desconforto respiratório agudo, do inglês acute 

respiratory distress syndrome    

ATP adenosina trifosfato 

2-AG 2- araquidonoil glicerol 

BCG bacilo de Calmette-Guérin 
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BSA Albumina sérica bovina, do inglês bovine serum albumin 
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CB receptor canabinoide 

CB1/ CB1R receptor canabinoide do tipo 1 

CB2/ CB2R receptor canabinoide do tipo 2 

CB2 -/- nocaute para receptor canabinoide 2 

CBD canabidiol  

CCL2/ MCP-1 ligante 2 de CC-quimiocina / Proteína quimioatrante de 

monócitos, do inglês Monocyte chemoattractant protein-1 

CCL3 ligante 3 de CC- quimiocina 

CCL4 ligante 4 de CC- quimiocina 
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RANTES 

ligante 5 de CC-quimiocina ou regulada por ativação, célula T 

normal, expressa e secr, do inglês  

CCL17 ligante 17 de CC- quimiocina 

CLP ligadura e punção cecal, do inglês cecal ligation and punctura 

CLRs receptores de lectina tipo C  



CO2 dióxido de carbono 

CXCL1/KC ligante 1 de CXC-quimiocinas/ quimiocina derivada de 

queratinócito 

CXCL2/ MIP- 2 ligante 2 de CXC-quimiocinas/ proteína inflamatória de 

macrófagos 2   

CXCL10 ligante 10 de CXC-quimiocinas 

CRs receptores complemento 

DHR Dihidrorodamina  

ddp Diferença de potencial  
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DTT Ditioltreitol 

ECL Enhanced chemiluminescence 

EDTA Ácido etileno diamino-tetra acético, do inglês 

ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA Ensaio de imunoasbsorção enzimática, do inglês enzyme linked 

immunosorbent assay 

EPM Erro padrão da média  

ERK Quinase regulada por sinal extracelular do inglês, extracellular 

signal regulated kinases  

eNOS óxido nítrico sintase endotelial (NOS 3) 

EROs espécies reativas de oxigênio 

ERNs espécies reativas de nitrogênio 

FITC Isotiocinato de fluorescência, do inglês fluorescein isothiocyanate 

fMLP N- formilmetionil- leucil- fenilalanina  

Gαi/o proteína G inibitória subunidade alfa, família de subunidades alfa 

da proteína G heterotrimérica 

Gαi proteína G inibitória subunidade alfa 

Gαs proteína G estimulatória subunidade alfa 

Gαq proteína G responsável pela ativação da enzima fosfolipase C 

subunidade alfa 

G- CSF fator estimulador de colônia de granulócitos   
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G- GIRK canais de potássio retificadores internos acoplados a proteínas 

G 
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GPCRs receptores acoplados a proteína G 

GPR receptor acoplado à proteína G 

GTP guanosina trifosfato 
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HBSS Solução salina balanceada de Hank’s, do inglês Hank’s balanced 

salt 

HEPES N- (2-hidroxietil) piperazina- N’- etanosulfônico  

HU308 Canabinoide sintético, agonista seletivo para receptor 

canabinoide 2 
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adhesion molecule 1) 

IFN- γ interferon gama 
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IL-1α interleucina 1 alfa 
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IL-5 interleucina 5 
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IL-12 interleucina 12 
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i.p. Intraperitoneal 

i.v. Intravenoso 

JNK quinase N- terminal-c-Jun 

JWH133 Dimetilbutil-desoxi-delta-8-THC- canabinoide sintético seletivo 

para receptor canabinoide 2 
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MA-ALI  lesão pulmonar aguda associada a malária 

MA-ALI/ARDS Lesão pulmonar aguda/ síndrome do desconforto respiratório 

agudo associado a malária 
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activated protein kinase 

MIF Mediana da intensidade de fluorescência  
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buffer saline  
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PfEMP1 Proteínas de membrana do eritrócito 1 de P. falciparum do inglês, 

P.falciparum erythrocyte membrane proteins 
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PKC Proteína quinase C 
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pPbNK65 plasma de animal infectado com Plasmodium berghei NK65 
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𝚫-9-THC / THC delta-9-tetrahidrocanabinol 

TGF-β Fator de crescimento transformante- β, do inglês transforming 

growth factor - β 

Tlr ou TLR receptor de reconhecimento de patógenos do tipo toll 

Tlr2 ou TLR-2 receptor de reconhecimento de patógenos do tipo toll 2, do inglês 

toll-like receptor 2  

Tlr4 ou TLR-4 receptor de reconhecimento de patógenos do tipo toll 4, do inglês 

toll-like receptor 4  
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Tlr7 ou TLR-7 receptor de reconhecimento de patógenos do tipo toll 7, do inglês 
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toll-like receptor 9  
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INTRODUÇÃO  
 
Neutrófilos  

Biologia celular dos neutrófilos 

 Os neutrófilos são granulócitos polimorfonucleares produzidos a partir de 

precursores mieloides de modo contínuo na medula óssea, sendo um processo 

regulado pelo fator estimulador de colônia de granulócitos (G-CSF) 

(KOLACZKOWSKA, KUBES, 2013). O neutrófilo apresenta diferentes fases durante 

seu processo de maturação, sendo elas: mieloblasto, promielócitos, mielócitos, 

metamielócitos, bastão e por fim, polimorfonuclear segmentado. Os grânulos dos 

neutrófilos são ricos em proteínas pró-inflamatórias e são classificados como grânulos 

primários (azurófilos) constituídos por mieloperoxidase (MPO), grânulos secundários 

que contêm lactoferrina e grânulos terciários (de gelatinase), constituídos por 

metaloproteinase de matriz 9 (MMP 9) (KOLACZKOWSKA, KUBES, 2013). Além dos 

grânulos, os neutrófilos contêm vesículas secretoras, que geralmente transportam, 

primeiramente, moléculas importantes para adesão celular, e por conseguinte os 

grânulos de gelatinase com proteases que promovem a digestão da membrana basal 

e/ou matriz extracelular (KOLACZKOWSKA, KUBES, 2013). 

Em relação ao seu papel biológico, os neutrófilos são classicamente descritos 

como a primeira linha de defesa e componente essencial do sistema imune inato. São 

classicamente descritos como células fagocíticas profissionais em respostas 

inflamatórias agudas (KOLACZKOWSKA, KUBES, 2013, TSAI, Chang-youh, HSIEH, 

et al., 2021). Entretanto mais recentemente já existe a compreensão de que os 

neutrófilos sejam células multipotenciais com uma diversidade de funções biológicas 

essenciais, além da fagocitose (LIEW, Pei Xiong, KUBES, 2019, TSAI, Chang-youh, 

HSIEH, et al., 2021). 

Dentre as novas ações biológicas descritas em neutrófilos incluem: 1) a 

produção de diferentes tipos de citocinas, quimiocinas e/ou fatores de crescimento; 2) 

a liberação de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NET), ectossomos, 

exossomos e 3) trogocitose (troca de membrana) com células vizinhas para modular 

respostas imunes inatas e adaptativas.  Além disso, os neutrófilos apresentam uma 

heterogeneidade e plasticidade em diferentes contextos inflamatórios, dentre eles: 
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câncer, doenças autoimunes, doenças reumatoides, cardiovasculares, doenças 

pulmonares infecciosas e não infecciosas (DENISET, SUREWAARD, et al., 2017, 

KUBES, 2018, LOOD, BLANCO, et al., 2016, TSAI, Chang-youh, HSIEH, et al., 2021). 

Também foi descrita a interação dos neutrófilos com outras células não classicamente 

relacionada a imunidade  como plaquetas, células epiteliais e endoteliais, tanto para 

manutenção da homeostasia, como também em inflamação da mucosa e aterogênese 

(CHRISTOFFERSSON, VÅGESJÖ, et al., 2012, COLGAN, COMERFORD, et al., 

2002, KUBES, 2018). Recentemente, foi observado que a liberação de granulócitos 

de baixa densidade (LDG) da medula óssea desencadeia reação autoimune sistêmica 

no lúpus eritematoso sistêmico (LES) (BENNETT, PALUCKA, et al., 2003, DENNY, 

YALAVARTHI, et al., 2010, TSAI, C, LI, et al., 2019). Evidenciando que na aplicação 

prática, a identificação de certos fenótipos de neutrófilos pode tornar-se fator 

prognóstico para o LES (TSAI, Chang-youh, HSIEH, et al., 2021). 

A série de novas funções biológicas de neutrófilos descobertas nos últimos 

anos, modifica o entendimento desse leucócito como uma célula de apenas um 

fenótipo e de tempo de vida útil curto que desempenha função restrita à eliminação 

de patógenos no decorrer da resposta imune inata. Diferentes estudos, evidenciam os 

neutrófilos como um membro importante da rede imunológica e um regulador crucial 

de processos fisiológicos, de doenças crônicas e da resposta imunológica adaptativa 

(MANTOVANI, CASSATELLA, et al., 2011, SOEHNLEIN, LINDBOM, 2010, TSAI, 

Chang-youh, HSIEH, et al., 2021).  

 Classicamente, na circulação sanguínea, os neutrófilos apresentam meia-vida 

em média de 6 a 8 horas (CARNEVALE, CEGLIE, et al., 2023). Após a sua ativação 

e migração para os tecidos, pode ser observada a postergação de seu tempo de vida 

(CASCÃO, ROSÁRIO, et al., 2010). A vida útil dos neutrófilos pode ser 

consideravelmente prolongada sob determinadas condições de ativação, como na 

presença de G-CSF, fator estimulador de colônias de granulócitos-monócitos (GM-

CSF), interleucina 8 ( IL-8) e proteína C reativa, entre outros mediadores pró-

inflamatórios (PÉREZ-FIGUEROA, ÁLVAREZ-CARRASCO, et al., 2021). Entretanto, 

a morte celular de neutrófilos é um evento indispensável tanto para a manutenção da 

homeostase, regulando o número de células circulantes, quanto para a resolução da 

infecção ou inflamação (HASLETT, SAVILL, et al., 1994, MAIANSKI, MAIANSKI, et 

al., 2004, SAVIL, WYLLIE, et al., 1989). Desempenhando suas funções efetoras, os 
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neutrófilos podem iniciar diferentes mecanismos de morte celular, dentre eles: a 

apoptose, necrose e NETose (PÉREZ-FIGUEROA, ÁLVAREZ-CARRASCO, et al., 

2021). 

 A apoptose é um tipo de morte celular programada, caracterizada por 

alterações na estrutura, formato celular, além da condensação de cromatina 

(KRYSKO, VANDEN BERGHE, et al., 2008, PÉREZ-FIGUEROA, ÁLVAREZ-

CARRASCO, et al., 2021). Este mecanismo de morte celular pode ocorrer por duas 

vias de sinalização distintas: a via apoptótica intrínseca ou extrínseca (PÉREZ-

FIGUEROA, ÁLVAREZ-CARRASCO, et al., 2021).  

 No processo de morte por necrose, em contraste com a apoptose, é observado 

um aumento de volume celular; descontinuidade da membrana plasmática e liberação 

de material intracelular; moderada condensação da cromatina; e não é observada a 

ativação de caspases (BERGHE, VANLANGENAKKER, et al., 2010, FESTJENS, 

VANDEN BERGHE, et al., 2006, GOLSTEIN, KROEMER, 2006, PÉREZ-FIGUEROA, 

ÁLVAREZ-CARRASCO, et al., 2021). Geralmente os participantes do processo de 

necrose, são os íons Ca2+ e as EROs revisto  por (PÉREZ-FIGUEROA, ÁLVAREZ-

CARRASCO, et al., 2021). Entretanto, células necróticas liberam fatores 

imunomoduladores que promovem a perpetuação do processo inflamatório e por este 

motivo é um tipo de morte que deve ser evitado (LI, Ming, CARPIO, et al., 2001, 

PÉREZ-FIGUEROA, ÁLVAREZ-CARRASCO, et al., 2021). 

 A NETose, que consiste no processo de liberação de armadilhas extracelulares 

por neutrófilos,  foi descrito pela primeira vez no trabalho de Takei e colaboradores 

(TAKEI, ARAKI, et al., 1996)  como uma forma especial de morte celular programada 

e caracterizada pela extrusão do DNA em forma de teia com componentes granulares 

(proteínas citolíticas) (BRINKMANN, REICHARD, et al., 2004, VOROBJEVA, 

CHERNYAK, 2020). A NETose é uma das últimas estratégias dos neutrófilos na 

contenção de agentes infecciosos e na restrição do processo inflamatório para que 

não atinja os tecidos adjacentes (BRINKMANN, REICHARD, et al., 2004). 
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 Migração de neutrófilos  

 A maturação de neutrófilos e sua liberação na corrente sanguínea é regulada 

principalmente pela expressão dos genes que codificam os receptores CXCR4 e 

CXCR2 (EASH, GREENBAUM, et al., 2010, HIDALGO, CHILVERS, et al., 2019). No 

processo de maturação dos neutrófilos, a expressão do CXCR4 é regulada 

negativamente, enquanto a expressão do CXCR2 é aumentada. Além disso, a 

presença abundante de CXCL2 na circulação desencadeia o efluxo de neutrófilos, da 

medula óssea para o sangue periférico (HIDALGO, CHILVERS, et al., 2019). Os 

neutrófilos maduros, majoritários na circulação, expressam os receptores de 

quimiocinas CXCR1 e CXCR2 e a presença de seus ligantes são fundamentais para 

o recrutamento de neutrófilos para os tecidos inflamados (CAPUCETTI, ALBANO, et 

al., 2020). 

A quimiotaxia foi descrita como um movimento guiado de células em resposta 

a sinais químicos liberados a partir de uma fonte distante (PETRI, SANZ, 2018). A 

quimiotaxia de neutrófilos pode ser sumarizada por três processos diferentes: 1) 

detecção de gradiente; 2) polarização; e 3) motilidade celular (IGLESIAS, 

DEVREOTES, 2008) que pode ser induzida por diferentes quimioatraentes de 

diversas origens. Os neutrófilos possuem receptores para quimioatraentes que podem 

ser divididos em quatro famílias: lipídeos (principalmente, fator agregador de 

plaquetas - PAF e, leucotrieno B4 - LTB4); peptídeos N-formilados (N-formyl-l-

methionyl-l-leucyl-l-phenylalanine - fMLP); anafilotoxinas do complemento 

(componente complemento 5a - C5a) e quimiocinas (liganteS de quimiocinas CXC - 

CXCL1/GRO-α, CXCL2/GRO-𝛃, CXCL3/GRO-γ, CXCL5/ENA-78, CXCL6/GCP-2, 

CXCL7/NAP-2 e CXCL8/IL-8) (KRAUS, GRUBER, 2021, PETRI, SANZ, 2018). Dentre 

os diferentes quimioatraentes de neutrófilos observa-se tanto moléculas endógenas 

como: C5a, LTB4 e CXCL8, produtos liberados durante respostas inflamatórias, como 

também moléculas exógenas, como fMLP liberado por bactérias (KRAUS, GRUBER, 

2021). Independente da sua natureza química, a maioria dos quimioatraentes exerce 

a sua ação através da sua ligação a receptores específicos acoplados à proteína G 

(GPCRs), que regulam complexas cascatas de sinalização intracelular (ARRAES, 

FREITAS, et al., 2006). 
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Ainda neste contexto, a quimiocina CXCL8 (IL-8) em humanos foi o primeiro 

fator quimiotático de neutrófilos purificado e clonado molecularmente, sendo 

considerado um importante ativador e agente antiapoptótico para neutrófilos (DAS, 

RAJAGOPALAN, et al., 2010, MUKAIDA, 2003). A CXCL8 humana (IL-8) liga-se aos 

receptores CXCR1/CXCR2 ativando os neutrófilos e desencadeando vias de 

sinalização acopladas à proteína G e β-arrestina. Agindo em conjunto, essas proteínas 

orquestram o movimento dos neutrófilos do sangue para o tecido infectado / lesado. 

Além disso, ambas as vias desempenham papéis importantes e não sobrepostos 

sobre diferentes ações efetoras de neutrófilos a degranulação e explosão oxidativa 

(RAJARATHNAM, SCHNOOR, et al., 2019), o que pode propiciar a formação de 

armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) (AMULIC, CAZALET, et al., 2012, 

STILLIE, FAROOQ, et al., 2009). Estudos já demonstraram que a ativação de 

neutrófilos por CXCL8 causa atraso na apoptose.  Além de aumento na produção de 

citocinas e EROs (DALBONI, ABE, et al., 2013). 

Mediadores inflamatórios  

  Os neutrófilos são reconhecidos tanto por produzir e liberar mediadores, quanto 

por serem modulados por estes mediadores dentre os quais, tem-se o óxido nítrico 

(NO) (ABBAS, LICHTMAN, et al., 2019, EVANS, BUTTERY, et al., 1996, SECCO, 

PARON, et al., 2004). O NO é uma molécula gasosa pequena, que apresenta um 

tempo de meia-vida curto e é produzida por uma grande diversidade de tipos celulares. 

Em mamíferos a produção do NO se dá a partir de L-arginina e oxigênio pela família 

de enzimas, óxido nítrico sintase (NOS). Essa molécula possui uma variedade de 

papéis fisiológicos e fisiopatológicos bem estabelecido (NOLAN, DIXON, et al., 2008). 

É descrito na literatura que os neutrófilos humanos expressam  todas as três enzimas 

da família NOS (BRYANT, MEHTA, et al., 1992, DE FRUTOS, SÁNCHEZ DE 

MIGUEL, et al., 2001, EVANS, BUTTERY, et al., 1996, NOLAN, DIXON, et al., 2008, 

TSUKAHARA, MORISAKI, et al., 2001), entretanto, a óxido nítrico sintase endotelial 

(eNOS) é a única expressa constitutivamente e a óxido nítrico sintase induzida (iNOS) 

pode ser induzida durante as respostas imunes e inflamatórias por lipopolissacarídeos 

bacterianos e citocinas, como TNF-α, IL-1, IFN-γ, α, e β (ALDERTON, COOPER, et 

al., 2001, KNOWLES, MONCADA, 1994, SECCO, PARON, et al., 2004). 



 
 

29

Os neutrófilos quando ativados produzem uma grande quantidade de EROs, 

resultando em uma mudança no equilíbrio redox, em direção às reações oxidativas, 

caracterizando um processo chamado de estresse oxidativo (WÓJCIK, GĘGOTEK, et 

al., 2021). A grande produção de EROs pelos neutrófilos via enzima nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato reduzida (NADPH) oxidase pode ser decorrente do 

processo de fagocitose de patógenos, uma vez que um patógeno quando fagocitado 

pode ser eliminado por mecanismos dependentes de oxigênio (WÓJCIK, GĘGOTEK, 

et al., 2021). As altas taxas de EROs ativam fatores de transcrição, como NF-κβ e Nrf2 

o que resulta na redução da biossíntese de proteínas antioxidantes e aumento de 

fatores pró-inflamatórios e desta forma exacerbam a inflamação e ativação de células 

imunes (AMBROŻEWICZ, WÓJCIK, et al., 2018, WÓJCIK, BIERNACKI, et al., 2019, 

WÓJCIK, GEGOTEK, et al., 2021). 

A habilidade dos neutrófilos de atuar efetivamente em múltiplos processos 

fisiológicos e patológicos se correlaciona com a sua capacidade de secretar diversas 

citocinas (TAMASSIA, BIANCHETTO-AGUILERA, et al., 2018). As citocinas são 

moléculas pequenas (8–26 kD) altamente ativas e sintetizadas, majoritariamente, por 

células do sistema imunológico. Na homeostase as concentrações de citocinas pró-

inflamatórias circulantes são baixas ou indetectáveis, sendo a sua produção 

estimulada durante reações inflamatórias e imunológicas, (GIERLIKOWSKA, 

STACHURA, et al., 2022). Além disso, as citocinas modulam diferentes processos, 

tais quais proliferação, diferenciação e mobilidade celular (GIERLIKOWSKA, 

STACHURA, et al., 2022). Já é descrito que os neutrófilos são capazes de produzir: 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 1 beta (IL-1β), interleucina 8 (IL-8), 

fator de crescimento tumoral beta 1 (TGF-β1), interleucina 1 (IL-1ra), interleucina 6 

(IL-6), interferon alfa (IFN-α), fator estimulador de colônia granulocitárias (G-CSF), 

fator estimulador de colônia macrofágica (M-CSF), fator estimulador de colônia 

granulócito – macrófagos (GM-CSF), e interleucina 12 (IL-12) revisto por  (TSAI, 

HSIEH, et al., 2021). Essas citocinas pró-inflamatórias são produzidas e secretadas, 

em conjunto com enzimas liberadas de grânulos de neutrófilos (incluindo elastase de 

neutrófilos (NE), mieloperoxidase (MPO), azurocidina, enolase-1 e lisozima) 

(CASSATELLA, ÖSTBERG, et al., 2019, CHAN, KARIMI, et al., 2021) e, acredita-se 

que isso contribua para a imunopatogênese da tempestade de citocinas observada 

em grandes processos inflamatórios.  
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Mecanismos celulares e moleculares da NETose 

Classicamente, a NETose é considerada um processo de morte celular. 

Entretanto, estudos mais recentes demonstram um processo de NET vital, no qual a 

viabilidade dos neutrófilos não é comprometida (YIPP, PETRI, et al., 2012, YOUSEFI, 

MIHALACHE, et al., 2009).   

As NETs são compostas por cromatina descondensada que quando liberadas 

formam estruturas em forma de teias no meio extracelular (PIRES, FELIX, et al., 

2016). Através da microscopia eletrônica de varredura foi observado as NETs são 

compostas por filamentos de DNA de 15 a 17 nm de diâmetro e muitas substâncias 

esféricas com um diâmetro de cerca de 25 nm, que provavelmente são proteínas 

nucleares, incluindo histonas H1, H2A, H2B, H3 e H4 (BRINKMANN, REICHARD, et 

al., 2004, LI, Tiewei, ZHANG, et al., 2020), proteínas granulares dentre elas NE, MPO, 

catepsina G, defensinas de neutrófilos e proteínas citosólica (como proteínas de 

ligação ao cálcio S100 A8, A9 e A12, bem como actina e α-actinina) (BRINKMANN, 

REICHARD, et al., 2004, CHAPMAN, LYON, et al., 2019, PETRETTO, BRUSCHI, et 

al., 2019, URBAN, ERMERT, et al., 2009). Além disso, outros estudos descrevem 

MMP-9 (ALBRENGUES, SHIELDS, et al., 2018, CARMONA-RIVERA, ZHAO, et al., 

2016), fator tecidual (TF) (KAMBAS, MITROULIS, et al., 2012), fator de von Willebrand 

(vWF) e fibrinogênio (FUCHS, BRILL, et al., 2010, LI, Tiewei, PENG, et al., 2020) como 

componentes que podem constituir as NETs.  

 A formação de NETs pode ser induzida por diferentes estímulos de ativação de 

resposta pró-inflamatória de neutrófilos, dentre eles: i) patógenos, como bactérias, 

fungos, protozoários, vírus, bem como componentes da parede celular bacteriana, 

lipopolissacarídeos (LPS); ii) anticorpos e complexos imunes, citocinas e quimiocinas 

(IL-8, TNF-α) e microcristais (PINEGIN, VOROBJEVA, et al., 2015, VOROBJEVA, 

PINEGIN, 2014a).  

Embora a importância fisiopatológica da NETose já tenha sido demonstrada, 

os mecanismos celulares da NETose ainda se encontram em processo de elucidação 

(THIAM, WONG, et al., 2021). Dentre os conhecimentos já obtidos, é sabido que a 

ativação dos neutrófilos é um pré-requisito para a ocorrência da NETose. O processo 

se inicia com a ativação de receptores de superfície, ativação das vias de sinalização 

intracelular e alteração da concentração de cálcio intracelular, promovendo assim a 
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ativação de cascatas de sinalização de quinase e por consequência produção de 

EROs (THIAM, WONG, et al., 2021). Os receptores que estão envolvidos na mediação 

dos mecanismos relacionados aos processos de NETose são os receptores de 

reconhecimento de padrões, dentre eles receptores do tipo toll-like, do tipo NOD-like, 

e lectina do tipo C; receptores do sistema complemento; receptores Fc; receptores de 

quimiocina (CHEN, LI, et al., 2021) (Figura 1).  

A descondensação da cromatina é a principal alteração morfológica que 

caracteriza e diferencia o processo de NETose em comparação com outros processos 

de morte celular, tais quais apoptose, necrose ou piroptose (GOLDMANN, MEDINA, 

2013, THIAM, WONG, et al., 2021). Acredita-se que este processo seja mediado por 

modificações pós-traducionais das histonas, dentre eles a clivagem mediada por 

proteases (PAPAYANNOPOULOS, METZLER, et al., 2010) e a citrulinação mediada 

por PAD4, sendo esta segunda a mais bem caracterizada (WANG, LI, et al., 2009).  
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Figura 1: Receptores e vias de sinalização envolvidos no processo de NETose 

Legenda: Em resposta a diferentes estímulos, os neutrófilos participam de uma resposta através de 
seus receptores de superfície, incluindo receptores Toll-like (TLRs); receptores de lectina tipo C (CLRs); 
receptores de complemento (CR); Receptores Fc (FcR); receptores de quimiocinas (CXCRs); 
receptores do tipo NOD (NOD1/2); potencial receptor transitório melastatina 2 (TRPM2); e receptor-2 
ativado por protease (PAR-2), iniciando a sinalização da proteína quinase ativada por mitógeno p38 
(MAPK) e produzindo EROs, que ativam MPO, NE e PAD4. Posteriormente, NE e MPO ativados são 
transferidos para o núcleo para promover maior desdobramento da cromatina, destruindo assim a 
membrana nuclear, que tem como fatores desencadeantes: microrganismos patogênicos, ICs, HMGB1, 
oxLDL, H2O2 e mtDNA, induzem a NETose dependente de NOX.  No entanto, na via da NETose 
independente de NOX, microrganismos patogênicos como a levedura C. albicans não opsonizada 
interage com CLRs (Dectin 2) e o SARS-CoV-2 se liga à enzima de conversão da angiotensina 2 (ECA2) 
e à protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2) para ativar o PAD4, que pode levar à citrulinação de 
histonas e participar da descondensação da cromatina. Posteriormente, a cromatina é liberada no 
citoplasma, onde é decorada com grânulos e proteínas citoplasmáticas. No entanto, para alguns outros 
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microrganismos (M.bovis, A. actinomycetemcomitans, A. viscosus), IL-8,  ligantes 1 da glicoproteína P-
selctina (PSGL-1), ainda não está claro se o mecanismo específico de formação de NET requer EROs 
Fonte: Adaptado de (CHEN, LI, et al., 2021). 

 

Diversidade de NETose  

  Na literatura, já são descritos diversos indutores de NETose in vitro, dentre 

estes os indutores químicos como PMA e peróxido de hidrogênio; os indutores 

biológicos como citocinas (IL-8; TNF- α; IL-1 β) e plaquetas ativadas; mensageiros 

intracelulares como cálcio; produtos bacterianos como LPS e patógenos dentre eles 

S. aureus, P. aeruginosa e M. bovis. Diferentes indutores de NETose resultam na 

ativação de diferentes mecanismos para a sua liberação (Figura 2). Até o presente 

momento, pelos menos três vias de formação de NET foram hipotetizadas: (1) clássica 

ou lítica; (2) a vital não lítica mediada por vesículas e, (3) a vital não lítica resultante 

de DNA mitocondrial (LI, Tiewei, ZHANG, et al., 2020). Na NETose clássica ou lítica: 

a membrana nuclear é degradada enzimaticamente mediante estimulação externa. A 

NETose induzida por PMA é um exemplo clássico de NETose lítica, no qual já é 

descrito que as serinas proteases, NE e MPO, contribuem para descondensação da 

cromatina e lise celular  (PAPAYANNOPOULOS, METZLER, et al., 2010). Na NETose 

vital - mediada por vesículas, o núcleo do neutrófilo, caracteristicamente lobular, torna-

se redondo e a cromatina é uniformemente concentrada. Na sequência a membrana 

nuclear é rompida e as vesículas envoltas com DNA direcionam-se para a membrana 

celular com as quais se fundem e a NET é liberada por vesículas. Um agente indutor 

deste tipo de NETose é a Staphylococcus aureus (PILSCZEK, SALINA, et al., 2010). 

Na NETose vital resultante de DNA mitocondrial, os mecanismos moleculares 

relacionados ainda não foram elucidados. Os poucos trabalhos presentes na literatura 

relatam que este processo de NETose é dependente de EROs (KESHARI, JYOTI, et 

al., 2012, LOOD, BLANCO, et al., 2016, YOUSEFI, MIHALACHE, et al., 2009).  
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Figura 2: Mecanismos de formação de NETs lítica e não lítica 

 

Legenda: Diferenças ente as vias de sinalização da (A) NETose lítica que resulta na morte do 
neutrófilos e (B) NETose não lítica, a qual mantém os neutrófilos vivos e com ações efetoras. Fonte: 
Adaptado  de (CASTANHEIRA, KUBES, 2019). 

 

NETose em doenças infecciosas  

Em processos inflamatórios infecciosos, as NETs são liberadas visando a 

defesa do hospedeiro, através do aprisionamento e morte dos microrganismos uma 

vez que as armadilhas (NETs) apresentaram uma alta concentração de moléculas 

antimicrobianas aderidas (CASTANHEIRA, KUBES, 2019). Já foi demonstrada a ação 

das NETs em combate a fungos como o C albicans e Aspergillus fumigatus que foram 

sequestrados pelas NETs liberadas por neutrófilos humanos in vitro e por NETs 

presentes no pulmão de camundongos infectados in vivo, respectivamente (BRUNS, 

KNIEMEYER, et al., 2010, URBAN, REICHARD, et al., 2006). Já foi demonstrado que 

as NETs liberadas por neutrófilos expostos a eritrócitos infectados por Plasmodidum 

spp no decorrer da infecção contribuíram para o controle da malária, bem como para 

contenção da disseminação do patógeno (RODRIGUES, PRESTES, GAMA, SILVA, 

PINHEIRO, RIBEIRO, CAMPOS, ID, et al., 2020). 
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Malária   

Malária grave  

A OMS descreve a malária como uma doença potencialmente fatal causada 

por protozoários, do gênero Plasmodium spp, que são transmitidos às pessoas por 

meio da picada de fêmeas de mosquitos Anopheles infectadas (WHO, 2024). 

Atualmente, são descritas nove espécies de parasitas de Plasmodium clinicamente 

importantes responsáveis pela doença em humanos, sendo elas: P. falciparum, P. 

vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi, P. cynomolgi, P. brasilianum, P. simium e P. 

inui, em que as cinco últimas são infecções zoonóticas. A infecção por P. brasilianum, 

P. simium e P. inui ainda que tenham apresentado aumento na detecção ainda são 

formas de infecção rara (BRASIL, ZALIS, et al., 2017, LALREMRUATA, MAGRIS, et 

al., 2015, LIEW, Jonathan W K, BUKHARI, 2021, NGUEE, BARBOZA, et al., 2022, 

SINGH, SUNG, et al., 2004, TA, HISAM, et al., 2014). Em contrapartida, o P. vivax e 

principalmente o P. falciparum são os responsáveis pelas infecções mais graves, 

sendo assim as principais causas da manifestação da forma complicada/ grave da 

doença e morte (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022, OLLIARO, 2008, PRICE, TJITRA, 

et al., 2007) e (WHO, 2024). Ainda de acordo com a OMS, em 2022, foram estimados 

249 milhões de casos e 608 mil mortes por malária evidenciando a sua alta morbidade 

e mortalidade  (WHO, 2024) e (ORGANIZATION, 2023) 

As manifestações clínicas e a gravidade da malária vão depender do estado 

imunológico do hospedeiro, da história de infecção, da virulência do parasita e das 

variações genéticas tanto no hospedeiro quanto no parasita. Os sintomas podem ser 

de leves até fatais. Os sintomas leves são febre, calafrios e dor de cabeça, o que 

dificulta o diagnóstico para malária podendo ser confundido com doenças gripais. Os 

sintomas graves incluem fadiga, confusão mental, convulsões e dificuldade para 

respirar (WHO, 2023). De modo geral, as infecções por Plasmodium não são 

complicadas e se resolvem rapidamente com diagnóstico precoce e tratamento 

imediato com combinações antimaláricas preconizadas (PLUIJM, AMARATUNGA, et 

al., 2021). Entretanto, caso ocorra um diagnóstico tardio ou incapacidade de eliminar 

as formas sanguíneas do parasita, propicia as manifestações graves da doença, 

principalmente, quando a infecção é causada pela espécie P. falciparum (NGUEE, 

BARBOZA, et al., 2022). 
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A manifestação clínica da malária grave é ocasionada em decorrência de uma 

intensa resposta inflamatória sistêmica, provocada por diversos fatores como adesão 

de leucócitos à microvasculatura dos órgãos, hemácias parasitadas obstruindo o fluxo 

sanguíneo, e produção exacerbada de mediadores inflamatórios (JR MILNER, 2018, 

MILNER, VALIM, et al., 2013, MILNER, WHITTEN, et al., 2014). A ativação de células 

inflamatórias como mononucleares e polimorfonucleares, leva a produção de TNF-α 

e IL-12, respectivamente (DEROOST, PHAM, et al., 2015, GAZZINELLI, KALANTARI, 

et al., 2014). As citocinas mencionadas por sua vez, promovem a ativação de outras 

células do sistema imune inato como as células “natural killers” (NK) que produzem 

interferon- γ (IFN- γ). O resultado da ativação do sistema imune inato e a produção 

das citocinas, IL-12 e IFN- γ, é uma ampliação na ativação de monócitos e macrófagos 

resultando em um aumento da fagocitose de hemácias infectadas, a produção e 

liberação de espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio (ERNs), objetivando a 

morte do parasita (GOWDA, 2007). 

O estabelecimento de intensa resposta inflamatória, acontece em órgãos 

diferentes e com intensidades variadas. No pulmão especificamente, o agravo da 

doença pode resultar em desconforto respiratório e edema pulmonar (SOUZA, SILVA, 

et al., 2013, TAYLOR, HANSON, et al., 2012) tendo a lesão aguda pulmonar (ALI) e 

síndrome do desconforto respiratório aguda (ARDS) como a manifestação clínica mais 

grave da malária pulmonar.  Em casos fatais de malária foi observado um marcado 

infiltrado inflamatório no tecido pulmonar em necropsias (MILNER, VALIM, et al., 

2013). 

Malária grave pulmonar  

Durante a malária grave, depois do cérebro, o pulmão é o órgão mais afetado. 

A disfunção pulmonar desenvolvida decorrente dessa doença, tem como causa a 

adesão das hemácias infectadas a microvasculatura pulmonar, resultado direto ou 

indireto da inflamação intravascular (PÁDUA, 2016). Esses eventos resultam em ALI 

e possivelmente ARDS, uma complicação da malária grave menos caracterizada, em 

comparação com a malária cerebral mais letal. A letalidade da MA-ALI/ARDS está 

diretamente relacionada com diversos fatores, dentre eles: a virulência das espécies 

de Plasmodium, condição imunológica, comorbidades, infecções ou distúrbios pré-
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existentes, momento e eficácia dos tratamentos administrados e disponibilidade de 

terapias de manejo respiratório (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022). 

Em pacientes que desenvolvem MA-ALI/ARDS é observado edema e redução 

de função pulmonar (ANSTEY, JACUPS, et al., 2002, MAGUIRE, HANDOJO, et al., 

2005). Em cortes pulmonares humanos post-mortem, é possível observar  alterações 

histopatológicas como edema pulmonar, inflamação, hemorragias e dano alveolar 

(TAYLOR, Walter R J, HANSON, et al., 2012). A lesão aguda pulmonar decorrente do 

agravo da infecção por Plasmodium spp resulta em dano epitelial, bem como em 

infiltrado inflamatório no espaço alveolar, aumento de citocinas pró-inflamatórias e 

recrutamento de neutrófilos que, quando ativados, promovem a produção e liberação 

de mediadores inflamatórios, destacando proteases e EROs, levando a amplificação 

do processo inflamatório e injúria tecidual no pulmão (AITKEN, NEGRI, et al., 2014, 

DEROOST, TYBERGHEIN, et al., 2013, ORTOLAN, SERCUNDES, et al., 2014). Os 

altos níveis de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias no soro: TNF-α, IL-1β, IL-6, 

IL-8, IL-17, IFN-γ, IP-10/CXCL10 (liga-se a CXCR3) e MCP-1/CCL2 (liga-se a CCR2) 

revisto por (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022), e níveis reduzidos de citocinas anti-

inflamatórias, TGF-β (ANDRADE, REIS-FILHO, et al., 2010, NGUEE, BARBOZA, et 

al., 2022), são descritas em quadros de malária grave cerebral em humanos, mas o 

mesmo não é amplamente conhecido em pacientes com MA-ALI/ARDS devido a 

grandes limitações. 

 As citocinas envolvidas no desenvolvimento da MA-ALI/ARDS são descritas a 

partir de modelos experimentais de malária, nos quais são possíveis as análises dos 

tecidos pulmonares e do lavado broncoalveolar de camundongos infectados. A análise 

desses materiais revelou correspondência com citocinas e quimiocinas aumentadas 

no soro de pacientes com  malária grave como: IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α, IFN-γ, 

MCP-1/CCL2, MIP-2/CXCL2, IP-10/CXCL10, KC/CXCL1, VEGF, PIGF (placental 

growth factor) revisto por (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022). Estas correlações 

reiteram a importancia dos modelos experimentais em roedores para melhor 

compreensão dos mecanismos envolvidos na MA-ALI/ARDS, bem como validação de 

hipóteses e descobertas de possíveis alvos para futuras intervenções (NGUEE, 

BARBOZA, et al., 2022). Até o momento, são descritas quatro espécies de roedores 

Plasmodium:  P. berghei, P. yoelii, P. chabaudi e P. vinckei que são inoculadas em 
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diferentes cepas de camundongos para o desenvolvimento e avaliação experimental 

da MA-ALI/ARDS (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022).  

O quadro de lesão pulmonar aguda consequente da malária (MA-ALI) também 

é observado em modelos experimentais. Animais infectados com P. berghei induzem 

uma resposta inflamatória após 24h da infecção (SOUZA, SILVA, et al., 2013). Essa 

resposta é caracterizada por um acentuado infiltrado leucocitário, produção de 

citocinas e quimiocinas pró- inflamatórias no tecido pulmonar (AITKEN, NEGRI, et al., 

2014, DEROOST, TYBERGHEIN, et al., 2013, EPIPHANIO, CAMPOS, et al., 2010, 

SOUZA, Mariana C, SILVA, et al., 2013). A quantidade de hemácias parasitadas nos 

pulmões determina a dimensão da produção de quimiocinas como proteína 

quimiotática de monócito 1 (MCP-1/CCL2), ligante 1 de quimiocinas CXC 

(KC/CXCL1), ligante 5 de quimiocinas CC (CCL5) e ligante 2 de quimiocinas CXC 

(CXCL2) que estão associadas ao acúmulo de leucócitos no tecido pulmonar 

(BELNOUE, POTTER, et al., 2008, DEROOST, TYBERGHEIN, et al., 2013, SOUZA, 

SILVA, et al., 2013, STEEN, GEURTS, et al., 2010, TAYLOR, W. R.J., WHITE, 2002, 

ZARBOCK, BISHOP, et al., 2010). No infiltrado inflamatório pulmonar além das células 

mononucleares tem-se a presença de neutrófilos (AITKEN, NEGRI, et al., 2014). 

Malária grave pulmonar e neutrófilos  

A infecção por malária desencadeia um processo inflamatório caracterizado por 

um intenso infiltrado leucocitário no parênquima pulmonar (AITKEN, NEGRI, et al., 

2014, DEROOST, TYBERGHEIN, et al., 2013). Neste local há íntima interação entre 

os leucócitos e o endotélio que contribui para patogênese da MA-ALI/SDRA e é um 

evento comum à infecção em humanos e em animais  (SOUZA, SILVA, et al., 2013, 

TAYLOR, HANSON, et al., 2012). 

Nos espaços alveolares e intersticiais do pulmão infectado por Plasmodium, os 

neutrófilos são observados associados a hemácias, monócitos e linfócitos 

(MACPHERSON, 1985, TAYLOR, Walter R J, HANSON, et al., 2012). Durante muitos 

anos o papel dos neutrófilos na malária foi negligenciado, entretanto estudos recentes 

se dedicaram a melhor compreender a participação dessas células no 

desenvolvimento e agravamento da malária e foram descritas ações protetoras e 

deletérias revisto por  (NGUEE, BARBOZA, et al., 2022). Os neutrófilos têm um papel 

fundamental na lesão pulmonar decorrente da malária (Figura 3), pois são recrutados 
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para o pulmão onde liberam EROs, espécies reativas de nitrogênios (ERNs), MPO, 

mediadores lipídicos, citocinas inflamatórias, elastase de neutrófilos e 

metaloproteinase de matriz (MMP), podendo resultar em dano epitelial e endotelial 

(SERCUNDES, ORTOLAN, et al., 2016).  

A análise dos pulmões de paciente infectado com P. falciparum grave do 

sudeste asiático relataram a presença de elastase de neutrófilos e neutrófilos no 

pulmão, mesmo quando não foi observado o edema pulmonar (AMPAWONG, 

CHAISRI, et al., 2015). Da mesma forma, análises pós-morte de pulmões de pacientes 

com MA-ALI/SDRA em decorrência da infecção por P. vivax demonstraram edema 

pulmonar e acúmulo de células inflamatórias nos espaços intersticiais e alveolares, 

dentre estas células foram identificados os neutrófilos (COSTA, LOPES, et al., 2012, 

LACERDA, MOURÃO, et al., 2012). Um estudo de coorte indiano, apresentou dados 

que mostram que no sangue periférico de pacientes com malária grave o número de 

neutrófilos era maior quando comparado com pacientes com casos de malária não 

grave (MAHANTA, KAR, et al., 2015).  

Já em modelos experimentais murinos, diferentes grupos de pesquisa 

observaram o aumento dos neutrófilos no lavado broncoalveolar com diferentes cepas 

de camundongos,  cepa de Plasmodium e tempos, dentre eles: Sercundes e colabores 

(2016), demonstraram um marcado aumento de neutrófilos em camundongos DBA/2  

infectados com Plasmodium berghei ANKA (PbA) em 7 dias após a infecção (7 dpi) 

(SERCUNDES, ORTOLAN, et al., 2016), e Van den Steen e colaboradores (2010), 

evidenciaram aumento de neutrófilos tanto em camundongos C57BL/6 infectados por 

PbA em 7-8 dpi e C57BL/6 infectados por Plasmodium berghei NK65 (PbNK65) em 

10 dpi  (STEEN, GEURTS, et al., 2010). 

Objetivando compreender e investigar o papel dos neutrófilos na patogênese 

da MA-ALI/SDRA, Sercundes e colaboradores (2016) desenvolveram um estudo 

utilizando camundongo DBA/2 infectado com PbA. Os dados revelaram que durante 

a MA-ALI/SDRA experimental há migração e acúmulo de neutrófilos no pulmão, os 

quais sintetizam ativamente EROs, MPO assim como NETs (SERCUNDES, 

ORTOLAN, et al., 2016). Por outro lado, a depleção dos neutrófilos com AMD3100 

(antagonista CXCR4) ou a inibição da formação das NETs com Sivelestat (inibidor da 

elastase neutrofílica) ou ainda a destruição das NETs com Pulmozyme (DNase 
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recombinante humana) promoveram melhora nos parâmetros respiratórios, 

histopatológicos do tecido pulmonar e na sobrevida dos camundongos reduzindo 

assim o desenvolvimento da MA-ALI/SDRA. Esses estudos corroboram a hipótese da 

dependência e do papel essencial de neutrófilos para o estabelecimento da ALI/SDRA 

decorrente do agravo da malária (SERCUNDES, ORTOLAN, et al., 2016).  

Existem vários fatores que podem induzir a formação de NET durante infecções 

por Plasmodium spp. Dentre eles pode-se destacar produtos do metabolismo do 

parasita durante o desenvolvimento da infecção que são acumulados e liberados após 

a ruptura de hemácias infectadas (DELGADO, TY, et al., 2015). Além disso, outros 

fatores que podem propiciar a liberação das NETs durante a infecção por Plasmodium 

spp, são as citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-8, que estão aumentadas no 

processo inflamatório infeccioso (DUNST, KAMENA, et al., 2017). O H2O2 secretado 

por células inflamatórias estimuladas pelo parasita também pode contribuir para 

liberação das NETs, como já demonstrado in vitro (HOPPENBROUWERS, AUTAR, et 

al., 2017, PERCÁRIO, MOREIRA, et al., 2012, VASQUEZ, ZUNIGA, et al., 2021).  

Assim como indicado por Sercundes e colaboradores (2016), na literatura 

atualmente, já são encontrados outros trabalhos os quais relatam o possível papel das 

NETs no controle do crescimento de parasitas durante a malária (SERCUNDES, 

ORTOLAN, et al., 2016). Dentre eles, Kho e colaboradores (2019), descreveram que 

a formação de NET foi inversamente proporcional aos níveis de parasitemia em 

pacientes com malária não complicada (KHO, MINIGO, et al., 2019). 

Já em modelos experimentais de malária murina, Rodrigues e colaboradores, 

observaram que a inibição da NETose pelo uso de Pulmozyme aumentou a 

parasitemia em camundongos infectados por PbA e reduziu a sobrevida. Por outro 

lado, o mesmo tratamento não apresentou este efeito na infecção por P. chabaudi, 

quando foi observada uma melhora significativa nos parâmetros histopatológicos no 

tecido pulmonar (RODRIGUES, PRESTES, GAMA, SILVA, PINHEIRO, RIBEIRO, 

CAMPOS, COELHO, et al., 2020). Neste mesmo estudo, foi demonstrado que tanto 

neutrófilos humanos em resposta a eritrócitos infectados por P. falciparum, quanto 

neutrófilos murinos em resposta a eritrócitos infectados por PbA liberam NET em um 

processo independente de EROs (RODRIGUES, PRESTES, GAMA, SILVA, 

PINHEIRO, RIBEIRO, CAMPOS, COELHO, et al., 2020). 
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No contexto da participação de neutrófilos na MA-ALI/ARDS, Sercundes e 

colaboradores ainda sugerem que os inibidores: AMD3100, Sivelestat e Pulmozyme, 

considerados imunomoduladores, poderiam ser utilizados como tratamentos 

adjuvantes aos antimaláricos para prevenir o dano pulmonar em pacientes 

(SERCUNDES, ORTOLAN, et al., 2016). Essa sugestão corrobora com outros 

estudos que já demonstraram o tratamento com DNase recombinante humana 

(rhDNase) previne a formação de NET nos alvéolos, promovendo melhora da função 

pulmonar e a redução da hipóxia em modelo de lesão pulmonar aguda. Além disso, 

sabe-se que esse tratamento reduz a ativação e o acúmulo de neutrófilos em 

pacientes com fibrose cística (THOMAS, CARBO, et al., 2012, VOROBJEVA, 

PINEGIN, 2014b). 

Apesar dos estudos apresentados, os neutrófilos na malária continuam pouco 

estudados. Até o momento, esses leucócitos desempenham um papel dual e por 

vezes controversos a depender de diferentes fatores relacionados tanto ao 

hospedeiro, quanto ao parasita para o estabelecimento do processo inflamatório tão 

relevante para o agravo da malária. 
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Figura 3: Papel do neutrófilo na patologia da malária 

Legenda: Os neutrófilos desempenham papéis importantes na defesa imunitária contra a malária 
através da eliminação de parasitas pela fagocitose mediada por anticorpos, produção de espécies 
reativas de oxigênio (EROs) e NETose. A mobilização de granulócitos induzida por CXCL1/CXCL8 
aumenta o número de neutrófilos na circulação, incluindo neutrófilos imaturo. Os neutrófilos no sítio 
inflamado liberam grânulos tóxicos contendo mieloperoxidase (MPO), elastase de neutrófilos (NE) e 
metaloproteinase de matriz-8 (MMP-8), que causam danos ao endotélio, resultando em apoptose das 
células endoteliais e subsequentemente edema. A participação dos neutrófilos envolve também o 
recrutamento e ativação de neutrófilos induzidos por interferon tipo I (IFN). Fonte: Adaptado de 
(POLLENUS, GOUWY, et al., 2022). 

Sistema endocanabinoide   

Na década de 1990, a clonagem molecular tornou conhecidos dois receptores de 

membrana acoplados à proteína G específicos para canabinoides derivados de 

plantas, como o delta-9-tetrahidrocannabinol (delta-9-THC ou apenas "THC") em 

células de mamíferos. Esses receptores foram nomeados como receptores 

canabinoides do tipo 1 (CB1R) e do tipo 2 (CB2R). A presença de receptores de 

membrana específicos para canabinoides iniciou a busca por ligantes endógenos. Em 

1988, um complexo sistema molecular/ biológico foi descoberto pelos pesquisadores 

Allyn Howlett e W.A. Devane, o qual foi denominado sistema endocanabinoide revisto 

por (LOWE, TOYANG, et al., 2021). Essa descoberta propiciou a identificação da 

anandamida (AEA) em 1992 revisto por (MCHUGH, ROSS, 2009). Em 1995, o 

segundo ligante endógeno foi identificado, o 2-araquidonoil glicerol (2-AG) revisto por 

(MCHUGH, ROSS, 2009). 
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Atualmente, já são descritos diversos componentes amplamente distribuídos por 

tecidos e células em mamíferos, que compõem o sistema endocanabinoide, que 

incluem receptores, ligantes e enzimas estas últimas envolvidas na biossíntese e 

degradação em diferentes processos biológicos (MARZO, 2009). O conceito de 

sistema endocanabinoide foi expandido para sistema endocanabinoma e os 

receptores descritos como pertencentes a este sistema expandido, três classes se 

destacam: i) receptores de proteínas acoplados à proteína G (GPCRs), como CB1R e 

CB2R (MUNRO, THOMAS, et al., 1993);  ii) receptores nucleares, como PPARs 

(O’SULLIVAN, 2016, YANG, ZHENG, 2017) e; iii) canais iônicos sensíveis ao ligante, 

como Receptor Potencial Transitório Vanilóide subtipo 1 (TRPV1). As enzimas 

metabólicas envolvidas na síntese e degradação dos endocanabinoides, são as 

isoenzimas α e β da lipase diacilglicerol (DAGL), a hidrolase amida de ácidos graxos 

(FAAH), a lipase monoacilglicerol (MAGL) e a fosfolipase D seletiva para N-

acilfosfatidiletanolamina (NAPE-PLD) (DARIŠ, VERBOTEN, et al., 1941, MARZO, 

BIFULCO, et al., 2004). Os ligantes endógenos descritos até o momento como: AEA 

e 2-AG permanecem os mesmos descritos pela primeira vez na década de 1990 

(revisto em MCHUGH, ROSS, 2009).  

 Sabe-se que o sistema endocanabinoide é responsável pela manutenção da 

homeostase, bem como regula diversos processos neurofisiológicos e 

desenvolvimento pré e pós-natal revisto por (BATTISTA, TOMMASO, et al., 2012, 

LOWE, TOYANG, et al., 2021). Além dos papéis desempenhados em processos 

fisiológicos, já é descrito o envolvimento do sistema endocanabinoide na fisiopatologia 

de diferentes doenças. Por esta razão, o sistema endocanabinoide se tornou alvo 

terapêutico para uma grande diversidade de condições patológicas considerando a 

sua distribuição e participação em diferentes vias de sinalização celular (Figura 1.4) 

(LOWE, TOYANG, et al., 2021). Neste contexto, a ativação dos receptores CB1R ou 

CB2R, seja por canabinóide endógeno ou exógeno, promovem o acoplamento 

principalmente à proteína G Gαi/o, bem como o recrutamento de β-arrestina (Figura 

1.4) e provocam a ativação ou inibição de transdutores como a inibição da adenilil 

ciclase (AC) e, consequente, rápida redução dos níveis de adenosina 3′,5′- 

monofosfato cíclico (cAMP) e/ou ativação diferentes membros da família de  proteína 

quinase ativada por mitógeno (MAPK), incluindo ERK1/ERK2, p38 e JNK1/2 (Figura 

4). Além disso, sabe-se que as subunidades Gβγ, após dissociação de Gαi/o, ativam 
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os canais de potássio retificadores internos controlados pela proteína G (GIRKs) e 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e inibem os canais de cálcio dependentes de 

voltagem (VGCC), resultando em múltiplos efeitos revisto por (SOUZA, ROSAS, 2018, 

WOUTERS, WALRAED, et al., 2019) (Figura 4). 

Figura 4: Vias de sinalização mediadas pela ativação de CB1 e CB2 

 

Legenda: Vias de sinalização dos CB1R e CB2R por canabinoides endógeno ou exógeno. Tem-se uma 
lacuna de conhecimento para a sinalização do CB2 através da β-arrestina 1, resultante da falta de 
estudos aprofundados sobre essa via de sinalização. Abreviaturas- ERK1/2 e ERK5: quinase regulada 
por sinal extracelular (membros da família da proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK)), JNK: 
quinase N-terminal c-Jun, p38: proteína quinase ativada por mitógeno p38, GIRK: proteína G canais de 
potássio retificadores internos, PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase e VGCC: canais de cálcio dependentes 
de voltagem. Fonte: Adaptado de (WOUTERS, WALRAED, et al., 2019) 

 

 Devido a seus relevantes papéis fisiológicos e fisiopatológicos, substâncias 

canabimiméticas como agonistas e antagonistas de receptores canabinoides vem 

sendo desenvolvidas com o objetivo de modular vias que envolvem a participação dos 

receptores canabinoides, seja para aumentar ou inibir a sua atividade (LOWE, 

TOYANG, et al., 2021, MARZO, 2008). Tais substâncias são usadas como 
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intervenção farmacológica para avaliar o papel desses receptores na atividade de 

diferentes tipos celulares em diferentes contextos fisiopatológicos.    

Canabinoides e sistema imune inato  

A ativação dos CB1R e CB2R interferem na migração, ativação celular e a 

produção de citocinas e quimiocinas. A sua ação efetiva imediata sobre a função 

imunológica acontece em sítios ativos na periferia e no sistema nervoso central (SNC) 

(CABRAL, FERREIRA, et al., 2015). 

Em células específicas do sistema imunológico inato como os macrófagos, os 

resultados sugerem que o fitocanabinoide, canabidiol (CBD), suprime a produção de 

NO e os mecanismos envolvidos seriam a inibição da óxido nítrico sintase induzida 

(iNOS) mediante a diferentes estímulos inflamatórios (NICHOLS, KAPLAN, 2019). Em 

neutrófilos, o CBD apresentou diferentes ações dependentes do tecido estudado. Na 

inflamação pulmonar murina induzida por lipopolissacarídeo (LPS), foi observada a 

redução de neutrófilos no lavado broncoalveolar após tratamento com CBD em 

comparação com os animais que não receberam o tratamento (RIBEIRO, A, 

ALMEIDA, et al., 2015, RIBEIRO, FERRAZ-DE-PAULA, et al., 2012).  

Os receptores CB1 são majoritariamente expressos no SNC modulando processos 

fisiológicos, como aprendizado, memória, percepção da dor (LOWE, TOYANG, et al., 

2021, MCHUGH, ROSS, 2009, SOUZA, ROSAS, 2018). Entretanto, já existem 

estudos que relatam a sua expressão em diferentes tecidos periféricos. Já tem sido 

descrito o papel in vitro do CB1R na quimiotaxia de neutrófilos e NETose, via 

sinalização de EROs e MAPK (ZHOU, YANG, et al., 2020). Além disso, em 

experimentos in vivo, foi observado que o bloqueio de CB1R reduz a ativação e o 

infiltrado neutrofílico (ZHOU, YANG, et al., 2020). 

Dentre os trabalhos que investigaram o papel do CB2R foi observado que a 

deficiência de CB2R promove o aumento da capacidade invasiva e potencial de 

ativação de neutrófilos através do aumento da secreção e expressão dos genes 

Ccl3/Cxcl10 e MMP-9, respectivamente, no baço. Enquanto a ativação do CB2R 

impede a liberação de MMP-9 em neutrófilos tanto in vivo e como in vitro (KAPELLOS, 

RECIO, et al., 2017, MONTECUCCO, MARZO, et al., 2012). Corroborando com o 

exposto acima, Liu e colaboradores, demonstraram que a ativação do receptor CB2 
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tem um efeito protetor em modelo experimental murino de sepse e in vitro (LIU, YUAN, 

et al., 2020). O tratamento com o agonista específico de CB2R, HU308, levou ao 

aumento da sobrevivência e melhora da ALI induzida por CLP (Cecal Ligation and 

Puncture, ligadura e punção cecal) em animais, através do aumento da autofagia. 

Neste estudo, a autofagia é apresentada como uma importante via de sinalização para 

o efeito anti-inflamatório de CB2R (LIU, YUAN, et al., 2020). 

Em respostas inflamatórias induzidas por infecções bacterianas, os receptores 

CB2 parecem estar envolvidos no recrutamento de neutrófilos e depuração bacteriana 

no contexto da sepse (TSCHÖP, KASTEN, et al., 2009). Os receptores CB2 também 

parecem modular a reação inflamatória induzida por micobactérias, uma vez que o 

uso do agonista CB2, β-cariofileno (BCP), diminuiu o acúmulo e ativação de neutrófilos 

e a produção de mediadores inflamatórios, em modelo experimental de pleurisia 

induzida pela vacina do Mycobacterium bovis (bacilo de Calmette-Guérin- BCG) 

(SILVA, CORREA, et al., 2016).  

Deste modo, observa-se que os estudos que investigam a modulação do 

canabinoides e sistema imune inato, especificamente neutrófilos, sugerem o receptor 

CB2 como potencial alvo terapêutico para modulação dessas células em doenças 

inflamatórias sistêmicas.  

Canabinoides e malária 

Recentemente, Alferink e colaboradores (2016) investigaram o papel do CB2R na 

malária cerebral experimental (ECM) (ALFERINK, SPECHT, et al., 2016). A inibição 

genética ou farmacológica do CB2R protege o desenvolvimento de malária cerebral 

pela infecção por PbA  aumentando a sobrevida e  diminuindo a parasitemia no tecido 

cerebral em comparação com os camundongos wild type (WT) (ALFERINK, SPECHT, 

et al., 2016). Campos e colaboradores (2015), observaram um aumento da sobrevida 

e melhora da função comportamental e cognitiva de camundongos tratados com CBD 

em conjunto com antimalárico no modelo de malária cerebral, sugerindo que o CBD 

possa ser um candidato promissor a adjuvante a medicamentos antimaláricos para 

prevenção de danos cerebrais (CAMPOS, BRANT, et al., 2015). Akinola e 

colaboradores (2018) avaliaram os benefícios e riscos associados à ingestão oral de 

Cannabis sativa em modelo murino de malária induzida por PbA. Os autores 

observaram inibição da sintomatologia da malária, que não estava relacionada à 



 
 

47

redução de parasitemia, sugerindo assim um potencial da Cannabis sativa para 

reduzir a patogenicidade da malária em animais. No entanto, existe a possibilidade de 

potenciais efeitos deletérios do uso contínuo de misturas de cannabis para o 

tratamento da malária (AKINOLA, OGBECHE, et al., 2018).  

Como exposto acima, na literatura são descritos dados controversos sobre os 

efeitos dos canabinoides e de seus respectivos receptores nos diferentes modelos 

experimentais inflamatórios. Sendo assim, a investigação da participação dos 

receptores canabinoides na modulação da resposta inflamatória ainda se faz 

necessária. 
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