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RESUMO 

A alta ingestão de ácidos graxos é um dos fatores envolvidos no 

desenvolvimento da obesidade e suas comorbidades, como o câncer colorretal. 

Essas doenças possuem sua patogênese influenciada pelo quadro de inflamação 

crônica que é instaurada. Os ácidos graxos saturados possuem um papel 

fundamental na inflamação crônica pois são capazes de estimular a resposta 

inflamatória em macrófagos. Por outro lado, os ácidos graxos insaturados possuem 

propriedades anti-inflamatórias e protetoras. Diante de tais evidências, buscou-se 

padronizar as condições de tratamento de células da linhagem THP-1 com os ácidos 

graxos palmítico (PA) e docosahexaenóico (DHA) para determinar como ácidos 

graxos saturados e insaturados da classe ômega-3 modulam a função inflamatória 

em uma linhagem de monócitos diferenciados em macrófagos, interferindo na 

interação com células tumorais por meio da produção de mediadores que 

influenciam a fisiologia da célula tumoral. Para isso, buscou-se determinar condições 

experimentais para a diferenciação de células  THP-1 em macrófagos por meio dos 

ensaios de adesão celular e produção de óxido nítrico (NO), bem como determinar a 

concentração de trabalho dos ácidos PA e DHA baseada na avaliação de 

citotoxicidade induzida por esses ácidos graxos; além de  padronizar as condições 

experimentais para utilização do lipopolissacarídeo (LPS) como controle positivo 

para avaliação da função inflamatória de células THP-1 diferenciadas. Os ensaios de 

adesão celular e produção de óxido nítrico (NO) indicaram que a concentração de 

PMA para diferenciar células THP-1 é de 5 ng/mL no tempo de 48 horas. Os 

resultados preliminares das concentrações de trabalho do PA mostraram que no 

tempo de 24 horas a concentração escolhida seria de 125 μM e no tempo de 48 

horas seria de 100 μM. Já para o DHA, a concentração escolhida seria de 50 μM 

para os dois tempos de tratamento. A diferenciação de células THP-1. Os resultados 

obtidos na padronização das condições experimentais para utilização do LPS como 

controle positivo de estimulação mostraram que a produção de NO por células THP-

1 diferenciadas é baixa ou inexistente.  

Palavras-chave: obesidade; ácidos graxos; macrófagos; inflamação; câncer;  
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ABSTRACT 

The high intake of fatty acids is one of the factors involved in the development 

of obesity and its comorbidities, such as colorectal cancer. These diseases have their 

pathogenesis influenced by the chronic inflammation that is established. Saturated 

fatty acids play a key role in chronic inflammation as they are able to stimulate the 

inflammatory response in macrophages. On the other hand, unsaturated fatty acids 

have anti-inflammatory and protective properties. In view of such evidence, we 

sought to standardize the treatment conditions of THP-1 cells with palmitic (PA) and 

docosahexaenoic (DHA) fatty acids to determine how saturated and unsaturated fatty 

acids of the omega-3 class modulate inflammatory function in a lineage of monocytes 

differentiated into macrophages, interfering with the interaction with tumor cells 

through the production of mediators that influence tumor cell physiology. To do so, 

we sought to determine experimental conditions for the differentiation of THP-1 cells 

into macrophages through cell adhesion assays and nitric oxide (NO) production, as 

well as to determine the working concentration of PA and DHA acids based on the 

evaluation of cytotoxicity induced by these fatty acids; in addition to standardizing the 

experimental conditions for the use of lipopolysaccharide (LPS) as a positive control 

to evaluate the inflammatory function of differentiated THP-1 cells. Cell adhesion and 

nitric oxide (NO) production assays indicated that the concentration of PMA to 

differentiate THP-1 cells is 5 ng/mL at the time of 48 hours. The preliminary results of 

the working concentrations of the PA showed that at the time of 24 hours the 

concentration chosen would be of 125 μM and at the time of 48 hours it would be of 

100 μM. For DHA, the concentration chosen would be 50 μM for the two treatment 

times. The differentiation of THP-1 cells. The results obtained in the standardization 

of experimental conditions for the use of LPS as a positive stimulation control 

showed that the production of NO by differentiated THP-1 cells is low or non-existent. 

Keywords: obesity; fatty acids; macrophages; inflammation; cancer. 
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1. INTRODUÇÃO 

Diversos estudos vêm demonstrando a relação existente entre a obesidade e 

a inflamação crônica, resultando em resistência à insulina e diabetes mellitus tipo 2 

(DM2), além de outras comorbidades como esteatose hepática, dislipidemias, 

doenças cardiovasculares (HOTAMISLIGIL, 2006; DE HEREDIA et al., 2012; 

ZATTERALE et al., 2020; WU; BALLANTYNE, 2020) e alguns tipos de câncer (KOLB 

et al., 2016; DENG et al., 2016; IYENGAR et al., 2016; AVGERINOS et al., 2018). 

Lipídios são macronutrientes que podem ser tanto sintetizados pelo organismo 

(ácidos graxos não essenciais) quanto obtidos pela dieta (ácidos graxos essenciais); 

no entanto, o consumo excessivo de determinadas classes de lipídios, associado ou 

não a dietas hipercalóricas, tem levado ao desenvolvimento da obesidade e suas 

comorbidades (AVGERINOS et al., 2018). 

A relação dos ácidos graxos saturados e insaturados com a inflamação e os 

mecanismos envolvidos nesse processo são elucidados em trabalhos como os de 

Rogero e colaboradores (2018) e Zhou e colaboradores (2020). De acordo com 

Rogero e Calder (2018), o caráter pró-inflamatório de ácidos graxos saturados eanti-

inflamatório de ácidos graxos insaturados, mais especificamente aqueles da classe 

ômega-3, já é bem estabelecido. Além disso, o papel protetor dos ácidos graxos 

ômega-3 contra diversos tipos de câncer, principalmente o colorretal, e seus 

benefícios como possível tratamento adjuvante também tem sido estudado 

(COCKBAIN et al., 2014; VOLPATO; HULL, 2018).  

Os macrófagos são células do sistema imune que desempenham um papel 

crucial na inflamação crônica em indivíduos obesos, existindo diversas hipóteses 

para descrever os mecanismos que culminam na ativação dessas células e na 

instauração do quadro inflamatório (HOTAMISLIGIL, et al., 1995; HOSOGAI et al., 

2007; HEREDIA et al., 2012; IZAOLA et al., 2015; UYAR; SANLIER, 2019; THAPA; 

LEE, 2019). Sendo assim, sabendo-se que os ácidos graxos saturados 

desencadeiam a inflamação crônica que acompanha a obesidade, principalmente 

por meio da modulação de macrófagos, e que esse quadro está envolvido no 

desenvolvimento e progressão de diversos tipos de câncer, 

principalmente colorretal, esse estudo buscou padronizar as condições para utilizar 

células da linhagem THP-1 no estudo da modulação exercida pelos ácidos graxos 
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PA e DHA em macrófagos e sua influência na fisiologia  de células tumorais. Com 

isso, pretende-se elucidar o papel específico dos ácidos graxos saturados e ômega-

3 no desenvolvimento e progressão tumoral, tanto por ação direta em células 

neoplásicas, como por modulação do microambiente, a fim de se caracterizar 

potenciais benefícios do consumo ou suplementação com ácidos graxos ômega-3 

como adjuvantes na estratégia terapêutica para o controle do câncer. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 OBESIDADE E INFLAMAÇÃO CRÔNICA 

A obesidade é uma doença crônica não transmissível, caracterizada pelo 

acúmulo excessivo de gordura corporal, de acordo com a Sociedade Brasileira de 

Endocrinologia e Metabologia (SBEM, 2010). Atualmente, ela atinge grande parte da 

população mundial, tanto em países desenvolvidos quanto em países 

subdesenvolvidos. No Brasil, de acordo com uma pesquisa realizada pela Vigitel 

(Pesquisa de Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças crônicas por 

Inquérito Telefônico), a prevalência da obesidade no país aumentou de 11,8% em 

2006 para 19,8% em 2018. O excesso de peso também aumentou, passando de 

42,6% da população em 2006 para 55,7% em 2018 (VIGITEL, 2018). Dentre os 

fatores que contribuem fortemente para o desenvolvimento da doença estão o 

consumo elevado de alimentos processados, ricos em carboidratos e lipídios, e o 

sedentarismo (INCA, 2020). A obesidade é um problema de saúde pública, tendo 

como principais consequências o desenvolvimento da resistência à insulina e o 

diabetes mellitus tipo 2 (DM2), acarretando diversas comorbidades associadas, 

como esteatose hepática, dislipidemias, doenças cardiovasculares e alguns tipos de 

cânceres. Todos esses quadros são influenciados pelo estado de inflamação crônica 

subclínica decorrente da obesidade (HOTAMISLIGIL et al., 2006). Diversos estudos 

têm demonstrado que o processo inflamatório acarretado pelo alto consumo de 

ácidos graxos inicia-se no tecido adiposo. Este tecido possui diversas células como 

adipócitos, pré-adipócitos, células endoteliais, fibroblastos, mastócitos, macrófagos e 

linfócitos T, que desempenham variadas funções (IZAOLA et al., 2015). Os 
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adipócitos são células responsáveis pelo armazenamento de triglicerídeos (usados 

como fonte de energia para o organismo), também sendo capazes de secretar 

diversos mediadores envolvidos na manutenção da homeostase metabólica, como 

enzimas, fatores de crescimento, hormônios e adipocinas (SHOELSON et al., 2016). 

Dentre as adipocinas, podem ser citadas o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), a 

leptina, a adiponectina, a IL-6, a resistina, a proteína quimioatraente de monócitos-1 

(MCP-1) e o inibidor do ativador de plasminogênio-1 (PAI-1), sendo que TNF-α, IL-6, 

MCP-1 e PAI-1 são sintetizados tanto por adipócitos quanto por macrófagos e outras 

células do sistema imune. Dessa forma, o tecido adiposo desempenha um 

importante papel na atividade metabólica do organismo, pois está continuamente 

secretando mediadores que atuam modulando o gasto e o armazenamento de 

energia, o apetite, a sensibilidade à insulina, diversas funções endócrinas e 

reprodutivas, a imunidade e a inflamação. Nesse contexto, o aporte excessivo de 

ácidos graxos saturados leva ao aumento da produção de adipocinas e mediadores 

inflamatórios pelo tecido adiposo, resultando em um quadro de inflamação crônica 

de baixo grau que está envolvido na patogênese de diversos distúrbios associados 

ao consumo de dietas hiperlipídicas(SHOELSON et al., 2007).  

A inflamação crônica presente no quadro de obesidade e outros distúrbios 

metabólicos associados, também chamada de lipoinflamação ou metainflamação, 

não possui um único mecanismo, sendo que diversas hipóteses têm sido propostas 

para explicá-la. A existência de um componente inflamatório na obesidade começou 

a ser evidenciada a partir da observação que indivíduos obesos apresentavam 

aumento da citocina TNF-α na circulação (HOTAMISLIGIL, et al., 1995). Essa 

citocina, produzida no tecido adiposo por adipócitos e macrófagos ativados, também 

se encontra elevada em modelos de obesidade em roedores (CILDIR et al., 2013). 

Esta citocina, por inibir a sinalização intracelular do receptor de insulina, está 

envolvida no quadro de resistência a este hormônio, que resulta da obesidade 

(HOTAMISLIGIL et al.,1995).  

Outra hipótese relacionada ao desenvolvimento de um quadro inflamatório no 

tecido adiposo pode estar associada ao excesso de ácidos graxos provenientes da 

dieta hiperlipídica (principalmente ácidos graxos saturados), levando ao seu acúmulo 

neste tecido e à hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos. Como consequência, é 
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comum o aparecimento de zonas de hipóxia e morte de adipócitos, visto que a 

circulação passa a ser insuficiente para a demanda do tecido. Estudos mostraram 

que esse evento leva ao estado de inflamação pelo aumento do estresse oxidativo, 

produção de citocinas e infiltração de macrófagos no local (HOSOGAI et al., 2007 e 

IZAOLA et al., 2015).  

Por fim, a inflamação associada à obesidade pode ser explicada pela atuação 

de algumas adipocinas, mais especificamente leptina e adiponectina, que modulam 

a síntese e secreção de citocinas inflamatórias (UYAR; SANLIER, 2019). A leptina, 

em condições normais, é responsável por regular a função imune em vários níveis, 

seja estimulando a produção e mobilização de monócitos, a diferenciação em 

macrófagos, a ativação de linfócitos ou induzindo a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α, IL-6, ou IL-12 (HEREDIA et al., 2012). O aumento de 

leptina na circulação é proporcional ao aumento da massa de gordura corporal. A 

adiponectina, por sua vez, possui uma função anti-inflamatória, anti-aterogênica, 

anti-angiogênica, além de aumentar a sensibilidade à insulina. Ela inibe a função 

fagocítica e a síntese de TNF-α por macrófagos e, ao contrário da leptina, sua 

concentração plasmática diminui conforme a massa de gordura corporal aumenta 

(UYAR; SANLIER, 2019). No quadro de obesidade, o aumento da leptina e a 

diminuição da adiponectina no tecido adiposo contribuem para a manutenção do 

estado de inflamação (HEREDIA et al., 2012).  

É descrito que o tecido adiposo de indivíduos saudáveis apresenta 

predomínio de macrófagos no estado alternativo de ativação (M2, que possui caráter 

anti-inflamatório e regulatório), caracterizados pela produção de mediadores como 

IL-10,  arginase-1, TGF-β (fator de crescimento transformante beta) e ligante de 

quimiocina CC (CCL) 17, CCL18, CCL22 e CCL24 (MOGHADDAM et al., 2018), 

sendo  identificados pelos marcadores de superfície CD206 ou MRC1 (receptor de 

manose tipo C1), CD204, CD163, SOCS2 (supressor de sinalização de citocinas tipo 

2), IRF4 (fator de regulação de interferon tipo 4) (GRAÇA; CORRÊA, 2018 e WU et 

al. 2020). O quadro de obesidade está associado a uma troca do fenótipo M2 para o  

M1, identificado pelos marcadores CD68, CD80, CD86, MHCII (complexo principal 

de histocompatibilidade de classe 2), iNOS (óxido nítrico sintase indutível), CD11c, e 

M2BP (Mac-2 bindingprotein) (GRAÇA; CORRÊA, 2018 e SICA; MANTOVANI, 
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2012). O fenótipo M1 é considerado o estado clássico de ativação, apresentando 

caráter pró-inflamatório (LUMENG et al., 2007). Além disso, indivíduos obesos 

apresentam aumento do aporte de macrófagos M1 para o tecido adiposo. Isso 

ocorre porque o aumento do número e tamanho dos adipócitos, somado aos altos 

níveis de ácidos graxos livres neste tecido e a hipóxia subsequente, promove maior 

recrutamento e ativação de macrófagos, que passam a secretar mais citocinas, 

como IL-6, IL-1β, TNF-α, MCP-1, e quimiocinas, aumentando o seu próprio infiltrado 

no tecido adiposo (THAPA; LEE, 2019). Essa condição contribui para o 

remodelamento e desregulação metabólica do tecido, promovendo e sustentando 

um quadro inflamatório que repercutirá tanto localmente quanto sistemicamente 

(IZAOLA et al., 2015), contribuindo para a disfunção metabólica decorrente da 

obesidade.  

2.2  A INFLAMAÇÃO CRÔNICA NA PATOGÊNESE DO CÂNCER 

A obesidade, além da inflamação crônica, é desencadeante de diversas 

comorbidades associadas. Dentre elas, está a predisposição ao desenvolvimento de 

tumores, como colorretal, do esôfago, pâncreas, rins, mama, endométrio e próstata, 

além de linfoma não-Hodgkin e mieloma. De uma maneira geral, câncer é o nome 

dado a um conjunto de doenças, nas quais ocorre o crescimento desordenado, 

rápido e agressivo de células, que podem invadir órgãos e tecidos (INCA, 2019). Na 

literatura, existem diversas hipóteses para explicar a correlação entre a obesidade e 

o câncer. A mais descrita e aceita atualmente tem como base a disfunção do tecido 

adiposo envolvendo diversos mecanismos, que possivelmente contribuem para o 

desenvolvimento e progressão tumoral: inflamação crônica, resistência à insulina e 

aumento da síntese de adipocinas e hormônios esteróides (SALAÜN et al., 2016). 

 A inflamação crônica gera um ambiente propício para o crescimento de 

tumores. A hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos, causadas pelas dietas 

hiperlipídicas e hipercalóricas, promovem hipóxia do tecido adiposo e consequente 

morte dos adipócitos, desencadeando um processo inflamatório. Paralelamente, o 

aumento de MCP-1 e outras citocinas envolvidas no processo inflamatório, recruta 

macrófagos que se acumulam ao redor dos adipócitos mortos ou em processo de 

morte, formando as chamadas Crown-like Structures (CLS), que sinalizam para a 
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fagocitose desses adipócitos. Os ácidos graxos livres liberados (principalmente 

ácidos graxos saturados) se ligam aos receptores do tipo TLR-4 presentes nos 

macrófagos, levando ao aumento da expressão de COX-2 e de citocinas pró-

inflamatórias dependentes da ativação do fator de transcrição NF-κB, como TNF-α e 

IL-1β. 

O envolvimento de NF-kB e do quadro inflamatório crônico 

nodesenvolvimento e progressão tumoral tem sido evidenciado na literatura 

(IYENGAR et al., 2016). A inflamação pode influenciar o desenvolvimento e 

progressão tumoral de forma intrínseca e extrínseca. A forma intrínseca é decorrente 

do próprio processo de carcinogênese e envolve a ativação de oncogenes, bem 

como a inativação de genes supressores tumorais. Tais mutações favorecem a 

secreção de mediadores inflamatórios, como IL-1β, COX-2 e quimiocinas, por parte 

das células transformadas, que atraem monócitos e outras células do sistema 

imune, além de promoverem a angiogênese, criando um microambiente inflamatório 

tumoral. Já a forma extrínseca, compreende distúrbios inflamatórios e processos 

infecciosos que podem aumentar o risco de desenvolvimento de câncer em 

determinadas partes do corpo (como por exemplo, infecção por H. pylori aumenta o 

risco para o desenvolvimento de câncer gástrico), visto que colaboram para o 

aumento de citocinas, quimiocinas e mediadores inflamatórios no local a ser formado 

o microambiente tumoral. Os fatores intrínsecos e extrínsecos convergem, 

resultando na ativação do NF-κB e outros fatores de transcrição como STAT3 

(transdutor de sinal e ativador da transcrição 3) e HIF1α (fator induzível por hipóxia 

1α) em células tumorais. Esses fatores ativam a expressão de genes que codificam 

mediadores inflamatórios, citocinas e quimiocinas (IL-1β, IL-6, IL-23 e TNF-α), 

moléculas de adesão, iNOS e COX-2, além de genes antiapoptóticos. Tais 

mediadores e moléculas favorecem a proliferação, a sobrevivência, bem como a 

aquisição de fenótipo agressivo pelas células tumorais, contribuindo também na 

indução da angiogênese e metástase (MANTOVANI, 2008). 

O comprometimento da sinalização da insulina em decorrência da obesidade 

resulta em um quadro de hiperglicemia. Como uma tentativa de manter a 

homeostase metabólica, o pâncreas passa a secretar mais esse hormônio e seu 

aumento estimula a síntese de IGF-1 (Fator de Crescimento Semelhante à Insulina-
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1), que por sua vez, promove a proliferação e inibe a apoptose de células tumorais, 

além de estimular a angiogênese, contribuindo para o desenvolvimento e a 

progressão de diversos tipos de tumores (SALAÜN et al., 2016 & IYENGAR et al., 

2016). Além disso, tem sido demonstrado que o balanço entre adiponectina e leptina 

possui relação direta com o aparecimento de neoplasias. Em indivíduos obesos, é 

observada diminuição nos níveis de adiponectina e aumento de leptina, sendo que 

esta última não apenas estimula a produção das citocinas TNF-α e IL-6 (que 

possuem funções pró-tumorais), bem como inibe a apoptose de células tumorais via 

ativação da sinalização mediada pela AKT (KOLB et al., 2016 e SOUZA et al., 2014). 

O câncer colorretal é um dos tipos de câncer gastrointestinais mais comuns, 

apresentando alta incidência mundial e altas taxas de morbidade e mortalidade. No 

Brasil, é o terceiro principal tipo de câncer que acomete homens e mulheres. De 

acordo com o INCA, a previsão para 2020 foi de 17.760 novos casos em homens e 

de 20.470 em mulheres (INCA, 2019). Estudos mostram que o risco e a incidência de 

câncer colorretal aumentam conforme o IMC (Índice de Massa Corporal) do 

indivíduo, sendo maior em pessoas obesas. A inflamação do tecido adiposo e da 

mucosa colônica decorrente de uma dieta não saudável, rica em ácidos graxos 

saturados, tem sido associada ao aumento da prevalência do carcinoma colorretal. O 

consumo elevado de lipídios aumenta a quantidade de ácidos graxos livres e ácidos 

biliares. Estes últimos são metabolizados pela microbiota intestinal, gerando ácidos 

biliares secundários, considerados indutores de carcinogênese colorretal por 

promoverem o aumento de mediadores pró-inflamatórios e do estresse oxidativo 

(SONG et al., 2015). Além disso, o aumento de TNF-α e leptina em indivíduos 

obesos estimula a produção de IL-6, que aumenta a proliferação de células epiteliais 

do cólon (FENTON et al., 2006 e KOLB et al., 2016), contribuindo para o 

desenvolvimento desse tipo de tumor. 

 

2.3  O PERFIL DOS MACRÓFAGOS NO MICROAMBIENTE TUMORAL 

A população de macrófagos é um importante constituinte do microambiente 

tumoral. No câncer colorretal, a evolução da doença ocorre a partir de uma transição 

adenoma-carcinoma, sendo que o perfil dos macrófagos presentes no microambiente 

se alterna entre os fenótipos M1 e M2, dependendo do estágio de desenvolvimento 
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tumoral (CHYLIKOVA, 2018). Em situações fisiológicas, é esperado o povoamento 

da região colônica por macrófagos M2, que possuem uma função homeostática 

nesse contexto. Com o desenvolvimento do adenoma, é desencadeada uma 

resposta imunológica antitumoral que resulta em recrutamento e acúmulo de 

macrófagos M1 neste tumor benigno, com consequente produção de diversos 

mediadores pró-inflamatórios, tais como MCP-1, TNF-α, IL-1β e COX-2 (IYENGAR et 

al., 2016). Nesse momento, a inflamação crônica instaurada contribui fortemente 

para o desenvolvimento e a progressão tumoral, promovendo a evolução para 

adenoma tardio, e posteriormente, para a transformação maligna do epitélio, 

resultando no câncer colorretal(RAYMOND et al. 2016). 

Para a sobrevivência do tumor é importante que os macrófagos ali residentes 

passem a expressar um fenótipo M2, prevenindo uma resposta inflamatória 

tumoricida e secretando mediadores antiinflamatórios, como IL-10, TGF-β, CCL17, 

CCL18, CCL22, CCL24 e expressando proteínas de superfície, como CD206, CD204 

e CD163, que inibem a ativação de linfócitos CD8, promovendo o remodelamento da 

matriz extracelular a fim de potencializar o crescimento tumoral e, futuramente, a 

ocorrência de metástases (ISIDRO; APPLEYARD, 2016 e WU et al., 2020). 

2.4 ÁCIDOS GRAXOS E MODULAÇÃO DE MACRÓFAGOS DURANTE A 
INFLAMAÇÃO CRÔNICA 

A obesidade está associada ao elevado consumo de alimentos ricos em 

lipídios, mais especificamente, ácidos graxos (AG). Os AGs são ácidos carboxílicos 

que possuem uma cadeia de hidrocarboneto podendo variar de 4 a 36 carbonos. 

Dependendo da quantidade de ligações duplas nessa cadeia eles podem ser 

considerados saturados (não possuem ligações duplas) ou insaturados (possuem 

uma ou mais ligações duplas). Também podem ser divididos em cis ou trans, 

dependendo da sua configuração espacial. Ácidos graxos na conformação cis 

possuem as moléculas de hidrogênio da dupla ligação  do mesmo lado do plano; já 

nos ácidos graxos na conformação trans as moléculas de hidrogênio estão em lados 

opostos (TVRZICKA et al., 2011). Os AGs insaturados possuem a denominação 

“ômega” quando as insaturações se encontram a partir do grupamento metil da 

cadeia carbônica. Existem diversas classes de ácidos graxos insaturados, como 

ácidos graxos monoinsaturados cis, representados principalmente pelos ácidos 
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oleico e palmitoleico; ácidos graxos monoinsaturados trans, como os ácidos elaídico 

e vacênico; ácidos graxos poliinsaturados, sendo o ômega-3 e ômega-6 os principais 

representantes, possuindo a insaturação no terceiro e no sexto carbono, 

respectivamente (TVRZICKA et al., 2011). Os ácidos graxos poliinsatuturarados 

podem ser obtidos de fontes animais ou vegetais. Muitas plantas produzem os 

ácidos linoleico (ômega-6) e alfa-linolênico (ômega-3) e por isso são muito 

encontrados em sementes, castanhas e óleos vegetais, fazendo parte da dieta 

humana. Como os seres humanos não sintetizam ácidos graxos ômega-3 e ômega-

6, necessitam obtê-los da dieta, sendo considerados ácidos graxos essenciais 

(CALDER, 2017).  

Depois de ingeridos, os AGs linoleico e alfa-linolênico podem sofrer a ação 

das enzimas alongase e dessaturase (MARTIN et al., 2006). O ácido linoleico é 

convertido primeiramente a ácido gama-linoleico e posteriormente a ácido 

araquidônico. O ácido alfa-linolênico é convertido em ácido eicosapentaenóico 

(C20:5, EPA) e esse, posteriormente, em ácido docosahexaenóico (C22:6, DHA) 

(CALDER, 2017). A razão ideal de ingestão de AG ômega-6 para AG ômega-3 é de 

uma a quatro vezes maior (ou seja, entre 1:1 e 4:1). Entretanto, na dieta ocidental, 

esta razão ocorre entre 10:1 a 30:1 (NELSON; COX, 2008), ou seja, uma ingestão 

de AG omêga-6 muito maior, contribuindo para a instalação de um desequilíbrio 

metabólico. 

     Os AG n-3, eicosapentaenóico (EPA) e DHA, são encontrados em peixes, 

principalmente gordurosos, como salmão, atum, sardinha e arenque, e em 

suplementos feitos com óleo de peixe. Eles são conhecidos pelas suas propriedades 

antiinflamatórias e efeitos benéficos em doenças cardiovasculares e aterosclerose, 

pois promovem diminuição da pressão sanguínea e das concentrações plasmáticas 

de triacilgliceróis. Além disso, reduzem o quadro inflamatório em doenças crônicas e 

autoimunes, como artrite reumatoide e diabetes. Uma dieta rica em EPA e DHA 

aumenta a quantidade desses AGs nas membranas celulares e na circulação 

sanguínea, substituindo os AGs n-6 nesses locais (como o ácido araquidônico, ARA, 

e o linoleico), modulando diferentes vias de sinalização. Além disso, o EPA inibe o 

metabolismo do ARA, diminuindo a expressão do gene da COX-2 e, 

consequentemente, a síntese de eicosanóides pró-inflamatórios (ROGERO; 
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CALDER, 2018 e CALDER, 2017). O EPA também é substrato da ciclooxigenase 

(COX), da lipoxigenase (LOX) e de enzimas do citocromo P450 que sintetizam 

eicosanóides; no entanto, os produtos do metabolismo do EPA, resolvinas e 

protectinas, apresentam caráter anti-inflamatório. O DHA, por sua vez, inibe a 

expressão ICAM-1 (molécula de adesão intracelular), uma glicoproteína expressa 

por células endoteliais e imunoinflamatórias em resposta ao TNF-α, responsável 

pelo recrutamento de leucócitos da circulação para os locais de inflamação (YANG 

et al, 2012 e BUI et al., 2020).  

Os diferentes ácidos graxos interagem com receptores em macrófagos e, 

dessa forma, modulam a expressão de genes envolvidos na polarização e respostas 

pró e anti-inflamatórias (YUM et al., 2016). Além disso, também podem influenciar a 

sinalização celular entre adipócitos e macrófagos, sendo importantes determinantes 

do perfil de citocinas expressas. O desbalanço na ingestão dos ácidos ômega-3 e 

ômega-6 e o elevado consumo de ácidos graxos saturados são fatores que se 

demonstraram estar relacionados à síndrome metabólica e ao perfil de expressão 

gênica associado à obesidade, bem como ao comprometimento da função do tecido 

adiposo e indução de resistência à insulina (PAKIET et al., 2019). Além disso, os 

AGs também podem modular a resposta imunoinflamatória, estabelecendo uma 

relação entre dieta hiperlipídica, obesidade e inflamação crônica (ROGERO; 

CALDER, 2010). 

Os AGs saturados, como o ácido palmítico e o láurico, são capazes de 

estimular a resposta inflamatória em macrófagos por meio da interação com os 

receptores TLR-4 e TLR-2, ativando a via de sinalização do fator de transcrição 

NFκB e induzindo a expressão de COX-2 e mediadores pró-inflamatórios, como 

TNF-α, IL-6, IL-1β e IL-12 (ROGERO; CALDER, 2018 e PAKIET et al., 2019). Altas 

concentrações de ácido palmítico em macrófagos promove estresse no retículo 

endoplasmático, com consequente ativação da PKC pelos metabólitos de 

diacilglicerol, exacerbando a resposta inflamatória (KORBECKI; RUSINEK, 2019). 

Foi observado que em ratos obesos alimentados com uma dieta rica em gordura, 

principalmente ácidos graxos saturados, os macrófagos residentes no tecido adiposo 

são polarizados para o fenótipo M1; porém quando os ratos receberam ácidos 

graxos ômega-3, foi verificada a polarização em direção ao fenótipo M2. Também foi 
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observado que a classe ômega-3 promove um perfil anti-inflamatório por meio da 

sinalização do receptor acoplado à proteína G-120 (GPR120), aumentando a 

sensibilidade à insulina em ratos obesos, sendo que disfunções nesse receptor 

resultavam em um quadro de obesidade. Além disso, os mediadores lipídicos do 

DHA (pertencente à classe ômega-3), como a resolvina D-1, têm sido associados a 

uma diminuição dos macrófagos presentes no tecido adiposo e a uma troca na 

polarização dos macrófagos para o perfil M2 (MASOODI et al., 2015). Dessa forma, 

a redução do consumo de ácidos graxos saturados e o aumento do consumo de 

ácidos graxos ômega-3 exerce efeitos benéficos na redução da inflamação 

sistêmica, principalmente pelos efeitos exercidos em macrófagos (ROGERO; 

CALDER, 2018). 

Sabendo-se que o desenvolvimento e a progressão tumoral são influenciados 

pela presença de um ambiente pró-inflamatório, e que ácidos graxos modulam a 

ativação e a produção de mediadores inflamatórios por leucócitos, torna-se 

necessário entender como diferentes classes de ácidos graxos modulam 

especificamente a função inflamatória de macrófagos, influenciando na interação 

com células tumorais. 

2.5 PADRONIZAÇÃO DA DIFERENCIAÇÃO E CONDIÇÕES DE 
TRATAMENTO DAS CÉLULAS THP-1   

O estudo da função inflamatória de macrófagos pode ser realizado in vitro, 

utilizando modelos que empregam tanto macrófagos primários, quanto linhagens 

celulares. Para a realização do presente trabalho, optou-se por utilizar a linhagem 

celular humana de leucemia monocítica aguda THP-1 ao invés de monócitos 

presentes no sangue periférico. A THP-1 é uma linhagem de células em 

suspensão, que pode ser diferenciada em macrófago com o uso de PMA (phorbol-

12-miristato-13-acetato), tornando-se aderente (AMERICAN TYPE CULTURE 

COLLECTION, C2021).  

 Embora o uso de monócitos primários permita a obtenção de resultados mais 

fidedignos em relação ao que acontece no organismo, existem algumas dificuldades 

quanto ao seu uso. Os monócitos obtidos diretamente a partir da coleta do sangue 

periférico de um doador (humano ou cobaia) não são capazes de proliferar em 

grande extensão nos cultivos in vitro e nem podem ser conservados em nitrogênio 
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líquido, sendo necessárias várias coletas de doadores para a realização de 

experimentos. Além disso, o número restrito de células obtidas representa uma 

limitação aos protocolos, onde é necessário um grande número de células. Ainda, 

deve ser levada em consideração a existência de uma variabilidade interindividual 

nos monócitos dos doadores, o que poderia resultar em variação dos resultados 

experimentais. Dessa forma, linhagens imortalizadas com características similares 

aos monócitos e macrófagos primários têm sido utilizadas em muitos experimentos 

para minimizar a influência da limitada capacidade proliferativa e do curto tempo de 

vida de células primárias em culturas in vitro e da variação interindividual 

(DAIGNEAULT et al., 2010; MAEß et al., 2014 e TEDESCO, 2018). Entre essas 

linhagens, a THP-1 apresenta diversas similaridades com monócitos primários 

humanos, além de ter a capacidade de poder ser diferenciada em macrófagos por 

estímulos externos, como ésteres de forbol e vitamina D (MAEß et al., 2014). De 

acordo com Tedesco et al. (2018), as células THP-1 são mais fáceis de cultivar 

devido à sua alta capacidade de replicação, além de poderem ser congeladas em 

seu estado não diferenciado; ainda, possuem uma única origem genética, o que 

minimiza a variabilidade fenotípica. Por outro lado, a desvantagem de se realizar 

estudos utilizando a linhagem celular THP-1, é que ela possui uma origem tumoral. 

Isso pode levar a alterações do fenótipo e dos atributos moleculares dessas células, 

podendo diferir dos apresentados por monócitos primários. Portanto, deve-se levar 

em consideração que modelos celulares empregando monócitos primários ou 

células de linhagem podem não se sobrepor em todos os espectros de respostas 

esperadas (TEDESCO et al. 2018). Apesar disso, as células THP-1 têm sido 

amplamente usadas em diversas áreas de pesquisa, visto que podem responder aos 

protocolos de polarização usados em monócitos primários (MAEß et al., 2014 e 

TEDESCO et al., 2018). Nesse sentido, os resultados obtidos devem ser 

comparados com monócitos primários sempre que as células THP-1 forem usadas 

em um novo modelo experimental e interpretados levando-se em consideração as 

diferenças existentes entre a linhagem e a célula primária.  

A diferenciação de células THP-1 em macrófagos tem sido amplamente 

usada como um modelo in vitro de macrófagos humanos em estudos inflamatórios 

(PARK et al., 2007). Entre os estímulos utilizados, os ésteres de forbol (como PMA) 
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são análogos do diacilglicerol e, portanto, ativadores da proteína quinase C (PKC) 

(MAEß et al., 2014). A ativação dessa via de sinalização promove a diferenciação 

das células THP-1 em macrófagos, observada pelo aumento da adesão e da 

expressão de marcadores de superfície associados com macrófagos (CD14, CD36, 

TL-R2 e CR3 (CD11b/CD18), bem como por mudanças morfológicas e fisiológicas 

(DAIGNEAULT et al., 2010 e MAEß et al., 2014). Quando diferenciadas, tornam-se 

aderentes, aumentam sua granulação, complexidade e capacidade fagocítica. 

Também apresentam aumento do citoplasma, do número de ribossomos e 

mitocôndrias e adquirem uma menor taxa de proliferação. No entanto, a 

concentração de PMA utilizada também pode modular a resposta dos macrófagos 

para um perfil mais pro-inflamatório (STARR et al., 2018 e CHANPUT et al., 2014). 

Aldo et. al (2013) observou que, ao serem cultivadas em baixa densidade, as 

células THP-1 apresentam-se mais homogêneas, com menor tamanho, e não 

expressam CD14; nessa situação, o estímulo com PMA não aumenta 

significativamente essa expressão. Por outro lado, ao serem cultivadas em uma 

densidade celular elevada e incubadas por um período mais longo, tornam-se mais 

heterogêneas, com quantidade elevada de células grandes e positivas para CD14. 

Ao serem tratadas com PMA, estão mais sensíveis ao estímulo, aumentando ainda 

mais a expressão de CD14. Ainda, é importante ressaltar que diferentes 

concentrações de PMA e tempos de incubação com esse composto podem afetar 

esses parâmetros (tamanho, morfologia e expressão de marcadores de superfície, 

como CD14 e a maturação das THP-1 (STARR et al. 2018), por isso faz-se 

necessário avaliar as melhores condições em que as células são mantidas e 

tratadas. Concentrações aumentadas dos estímulos indutores de diferenciação 

aumentam a expressão de genes que podem levar à polarização de macrófagos e à 

produção de mediadores pró-inflamatórios, mascarando o resultado de tratamentos 

experimentais (PARK et al., 2007). Lund et al. (2016) observou que células THP-1 

diferenciadas com concentrações mais altas de PMA tiveram a secreção de TNF 

significativamente elevada, se comparada àquela de células tratadas com 

concentrações mais baixas, em resposta a estímulos fracos e fortes com LPS. 

Sendo assim, em modelos in vitro de macrófagos, torna-se necessário utilizar uma 

concentração de PMA suficiente para induzir a diferenciação de células THP-1, sem 
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que haja a ativação de genes que promovam fenótipo pró-inflamatório. Isso garante 

a obtenção de um modelo que reflete com mais precisão as condições fisiológicas 

reais (PARK et al., 2007). 

 

3. OBJETIVO 

O objetivo deste trabalho foi padronizar condições experimentais para a 

diferenciação de células THP-1 em macrófagos, determinar a concentração de 

trabalho dos ácidos PA e DHA padronizar as condições experimentais para 

utilização do lipopolissacarídeo (LPS) como controle positivo para avaliação da 

função inflamatória de células THP-1 diferenciadas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 CULTIVO DE CÉLULAS THP-1 

Para os experimentos, foram cultivadas células THP-1 (linhagem de 

monócitos humanos), em meio RPMI 1640 (Gibco), contendo 10% de soro fetal 

bovino, 1% de antibiótico (penicilina e estreptomicina) e suplementado com 2mM de 

glutamina. As células foram mantidas a 37ºC, em atmosfera contendo 5% CO2 e 95% 

de umidade, de acordo com as especificações da ATCC (American Type Culture 

Collection), sendo repicadas a cada 2 ou 3 dias, quando a densidade celular atingia 

entre 0,8x106e 1x106 células/mL.  

 

4.2 PADRONIZAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PMA UTILIZADA PARA A 
DIFERENCIAÇÕ DAS CÉLULAS THP-1 

Considerando que a THP-1 é uma linhagem celular monocítica, a 

diferenciação dessas células em macrófagos foi necessária para a realização dos 

experimentos. Portanto, para a realização dos ensaios, as células foram 

diferenciadas em macrófagos utilizando-se PMA (phorbol 12-myristate 13- acetate). 

As concentrações de PMA testadas foram 2,5 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 25 ng/mL, 

50 ng/mL e 100 ng/mL, durante os tempos de 24 e de 48 horas. As concentrações 

testadas e os intervalos de tempo foram estabelecidos com base na literatura. 

4.2.1 ENSAIO DE ADESÃO CELULAR 

O ensaio de adesão celular foi realizado utilizando-se o corante cristal violeta, 

com objetivo de avaliar a proporção de macrófagos aderidos após o tratamento com 

diferentes concentrações de PMA, em comparação ao controle (células THP-1 não 

tratadas com o agente diferenciador) (LEE; WARREN, 1987). Neste ensaio, a 

determinação da absorbância do cristal violeta é diretamente proporcional à 

quantidade de macrófagos aderidos, uma vez que os mesmos retêm o corante.  

Desta forma, quanto maior a absorbância, maior a retenção de corante, e maior a 

adesão celular decorrente da diferenciação com PMA. Além da determinação da 

absorbância do cristal violeta, a análise da área ocupada por células aderidas em 

fotos obtidas antes da extração do corante também foi realizada. 
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Para este ensaio, foi preparada uma solução de PMA (Sigma-Aldrich) em 

DMSO (dimetilsulfóxido) na concentração de 1 µg/mL, utilizada para preparar 

concentrações de 2,5 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL e 100 ng/mL 

por diluição em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco) suplementado conforme descrito 

no item 4.1. 

A padronização da concentração de PMA foi realizada utilizando-se placas de 

24 poços, uma para o tratamento de 24 horas e outra para o de 48 horas. Para 

ambos os tempos, foram realizadas triplicatas das concentrações, do controle (THP-

1 sem tratamento com PMA) e do branco da amostra (somente meio de cultura). Em 

cada poço foram plaqueadas 0,2x106 células THP-1 em um volume total de 250 µL 

de meio e PMA. Para o ensaio de adesão foram realizados três experimentos 

independentes.  

 

4.2.1.1 AVALIAÇÃO DA ADESÃO CELULAR POR MEIO DA 
QUANTIFICAÇÃO DE CRISTAL VIOLETA 

Após os tempos de incubação, os poços foram corados com uma solução de 

cristal violeta numa concentração de 0,2% em PBS (phosphate buffer solution). 

Primeiramente, o meio de cultura foi aspirado e os poços foram lavados com PBS 

para retirar o meio de cultura excedente, bem como possíveis células que não 

aderiram.  A seguir, as células aderidas foram fixadas com metanol 70% (1 mL por 

poço) durante 10 minutos, sendo os poços novamente lavados com PBS. O cristal 

violeta foi adicionado aos poços (400 µL por poço) durante 5 minutos para corar as 

células sendo, posteriormente, lavado com água destilada. Nos poços 

correspondentes ao “branco” foi adicionado apenas o cristal violeta, sendo estes 

processados da mesma forma que os poços que continham células, ou seja, lavados 

com água destilada após a exposição ao corante por 5 minutos.  Para extrair o 

corante incorporado pelas células aderidas e assim determinar as absorbâncias, 200 

µL de ácido acético foram adicionados aos poços, sendo o sobrenadante transferido 

para uma placa de 96 poços, cuja absorbância foi determinada em 

espectrofotômetro a 620 nm.  
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 4.2.1.2 AVALIAÇÃO DA ADESÃO CELULAR POR MEIO DA 
QUANTIFICAÇÃO DA ÁREA OCUPADA PELAS CÉLULAS ADERIDAS 

Após a coloração com cristal violeta e antes da extração do corante retido 

pelas células, foram obtidas três fotos de cada poço em microscópio óptico invertido, 

com aumento de 40x, totalizando 27 fotos por concentração de PMA em cada tempo 

avaliado. As fotos foram analisadas utilizando-se o programa ImageJ e a avaliação 

da área ocupada pelas células aderidas foi realizada por meio da densitometria das 

imagens pela ferramenta AnalyzeParticles. Os resultados da densitometria foram 

expressos em pixels.  

4.3 PADRONIZAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE TRABALHO DOS ÁCIDOS 
GRAXOS  

A padronização da concentração de trabalho dos ácidos graxos foi realizada 

com o objetivo de se determinar concentrações de PA e de DHA não citotóxicas 

para células THP-1 diferenciadas. A concentração de trabalho escolhida, foi a maior 

concentração que garantiu, no mínimo, 80% de viabilidade celular, determinada pelo 

ensaio de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol- -2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina]. 

4.3.1 PLAQUEAMENTO E TRATAMENTO COM OS ÁCIDOS GRAXOS 

As células THP-1 foram plaqueadas em uma placa de 96 poços na 

quantidade de 50x103 por poço em 300 µL de meio, sendo diferenciadas com 5 

ng/mL de PMA durante 48 horas (condições previamente padronizadas). Após esse 

período, os poços foram lavados com PBS e as células tratadas com ácidos graxos, 

em um volume final de 200 µL por poço. As concentrações escolhidas para o 

tratamento com com PA foram de 50 µM, 100 µM, 125 µM, 150 µM, 175 µM e 200 

µM e de 10 µM, 25 µM, 50 µM, 60 µM, 80 µM e 100 µM para o tratamento com DHA, 

sendo as células expostas aos ácidos graxos por 24 e 48 horas. O controle foi 

tratado com o veículo de diluição de ácidos graxos (etanol a 0,29%).  

Os ensaios foram realizados triplicatas.  As concentrações testadas e os 

intervalos de tempo foram estabelecidos com base na literatura. 
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4.3.2 DETERMINAÇÃO DA VIABILIDADE PELO ENSAIO DE MTT 

Após os intervalos de tratamento, os poços foram lavados com PBS e uma 

solução de MTT (0,5 mg/mL) em meio RPMI foi adicionada aos poços em um volume 

de 100 µL. Após incubação por 2 horas a 37ºC e 5% CO2, a solução de MTT foi 

removida e adicionou-se 100 µL de DMSO (dimetilsulfóxido) para solubilização do 

sal de formazana formado. As placas foram agitadas por 5 minutos à temperatura 

ambiente. A absorbância foi determinada em espectrofotômetro (equipamento) em 

570 nm. Os resultados de viabilidade foram expressos em relação ao controle em 

unidades relativas, ao qual foi atribuída, arbitrariamente, uma viabilidade de 100%, 

considerando células sem interferência dos ácidos graxos.  

4.4  PADRONIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS PARA 
UTILIZAÇÃO DE LPS COMO CONTROLE POSITIVO PARA AVALIAÇÃO 
DE CÉLULAS THP-1 DIFERENCIADAS 

 

Para padronização das condições experimentais para a utilização de LPS 

como controle positivo, ou seja, ativador de macrófagos, células THP-1 foram 

plaqueadas em duplicatas, nas quantidades de 0,25x106, 0,75x106, 0,5x106 e 1x106 

de células por poço, em placas de 24 poços e tratadas com 500 ng/mL, 1 µg/mL, 1,5 

µg/mL, 2,0 µg/mL e 2,5 µg/mL de LPS. As células RAW 264.7, macrófagos de 

linhagem murina, também foram plaqueadas nas mesmas condições, porém 

tratadas com 1,25 e 2,5 µg/mL de LPS e utilizadas como um controle positivo de 

ativação. A ativação de macrófagos derivados da diferenciação de células THP-1 e 

dos macrófagos murinos, após a exposição ao LPS pelo período de 48 horas, foi 

avaliada por meio da coleta do sobrenadante, utilizado para a quantificação de 

NO pela metodologia de Griess. 

4.5 DETERMINAÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO 

  

A mensuração o óxido nítrico, foi realizada em células THP-1 tratadas com 

PMA, bem como células THP-1 diferenciadas em macrófagos e estimuladas com 

LPS. Dessa forma, para células   procedeu-se da mesma forma descrita no item 4.4 

desse trabalho.  Já para a mensuração do NO após o tratamento das células THP-1 

com PMA, as mesmas foram plaqueadas em placas de 24 poços, na quantidade de 
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1x10⁶ células por poço e expostas ao agente diferenciador pelo tempo e 

concentrações previamente descritas no item 4.2.1 deste trabalho, referente a 

execução dos ensaios de adesão. Após os tempos de incubação com os compostos 

(LPS ou PMA), o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80ºC até a 

quantificação do NO, realizada seguindo-se o protocolo estabelecido por 

Griess(1879). 

Para execução desta técnica, utilizou-se um reagente de trabalho preparado a 

partir da mistura, na proporção de 1:1, de uma solução de sulfanilamida 1% (em 

H3PO4 5% v/v água milliQ) e outra de α-naftiletilenodiamina 0,1% em água milliQ. 

Este reagente foi adicionado às amostras e aos padrões no volume de 100 µL. Após 

a leitura da absorbância em 550 nm, os resultados foram expressos em µM, sendo 

obtidos a partir de uma curva-padrão de nitrito de sódio (NaNO2) com concentrações 

entre 2,5 e 80 µM.    

 Para a execução do ensaio de produção de NO foram realizados três 

experimentos independentes. Em cada experimento, todas as concentrações de 

PMA e LPS utilizadas, foram testadas em triplicata.  

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os dados foram apresentados como média ± desvio padrão da média (DP), 

sendo analisados por teste One-Way ANOVA, seguido do post-test Tukey ou 

ANOVA 2-way, por meio do programa estatístico GraphPad Software, com α = 0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 PADRONIZAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PMA PARA DIFERENCIAR 
CÉLULAS THP-1 EM MACRÓFAGOS 

 Para a padronização da concentração de PMA a ser utilizada para diferenciar 

células THP-1, dois parâmetros foram levados em consideração: adesão celular e 

produção de óxido nítrico, o qual é reflexo da ativação de macrófagos. 

  Concentrações de PMA menores do que 100 ng/mL têm sido descritas como 

mais eficientes para a diferenciação, por deixarem as células com maior viabilidade 

e mais responsivas a estímulos inflamatórios (MAEß et al., 2018). Dessa forma, as 

concentrações escolhidas para a execução de tal padronização foram baseadas no 

estudo de Park et al. (2007). O objetivo foi determinar uma concentração de PMA 

que promovesse a diferenciação a macrófagos de forma eficiente, sem levar ao 

aumento significativo da expressão de genes pró-inflamatórios (como o NO), ou 

seja, sem ocorrer a ativação dos mesmos.  

Inicialmente, foi avaliada a adesão celular no tratamento de células THP-1 com 

PMA em concentrações que variaram de 2,5 ng/mL a 100 ng/mL, nos tempos de 24 

e 48 horas. Para isso, foi utilizada a metodologia do cristal violeta, na qual foi 

avaliada tanto a incorporação desse corante por células aderentes, como a área 

ocupada pelas células aderidas.  
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FIGURA 1. Adesão das células THP-1 com diferentes concentrações de PMA por meio da avaliação 

da incorporação do cristal violeta. (A) Adesão de células THP-1 tratadas com PMA no tempo de 24 

horas. (B) Adesão de células THP-1 tratadas com PMA no tempo de 48 horas. (C) Comparação entre 

a adesão de células THP-1 tratadas com PMA nos tempos de 24 e 48 horas.  Valores representam 

média ± DP de triplicatas de três experimentos independentes.  *p<0,05 quando comparado ao grupo 

Controle; #p< 0,05 quando comparado à concentração de 100 ng/mL de PMA. 

 

De modo geral, foi observado maior aumento da adesão celular no tempo de 

48 horas em comparação ao de 24 horas, em todas as concentrações avaliadas, 

tanto pelos resultados obtidos pela determinação da incorporação do cristal violeta, 

quanto pela quantificação da área ocupada (Figura 1C e Figura 2C). 

 

FIGURA 2. Fotos representativas obtidas utilizando microscópio óptico invertido, no aumento de 40x, 
das células THP-1 aderidas e coradas com Cristal Violeta após tratamento de 24 e 48 horas com 
diferentes concentrações de PMA. 
 

As fotos representativas indicadas na Figura 2 também evidenciam a maior 

adesão celular ocorrida no tempo de 48 horas, indicando que este tempo se mostrou 

mais efetivo no sentido de promover a diferenciação das células THP-1 em 

macrófagos, devido ao maior tempo de exposição ao PMA.  
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Ao se comparar a adesão celular entre as diferentes concentrações de PMA no 

mesmo tempo de tratamento, observou-se que, tanto em 24 quanto em 48 horas, a 

concentração de 100 ng/ml levou à menor adesão, indicando menor ocorrência de 

diferenciação (Figuras 1A e B, Figura 2). Dessa forma, independentemente do 

tempo de tratamento, essa não seria a concentração de escolha para diferenciar 

células THP-1 em macrófagos. Ainda, em ambos os tempos de incubação, a 

avaliação da incorporação do cristal violeta e da área ocupada por células aderidas 

evidenciou que as concentrações de 2,5 ng/mL a 50 ng/mL promoveram adesão 

celular significativamente maior do que a observada no controle (Figuras 1A e B, 

Figura 2, Figura 3A e B).   

 

FIGURA 3. Adesão das células THP-1 com diferentes concentrações de PMA por meio da avaliação 
da área ocupada pelos macrófagos em imagens obtidas a partir das culturas celulares. (A) Adesão de 
células THP-1 tratadas com PMA no tempo de 24 horas. (B) Adesão de células THP-1 tratadas com 
PMA no tempo de 48 horas. (C) Comparação entre a adesão de células THP-1 tratadas com PMA 
nos tempos de 24 e 48 horas. Valores representam média ± DP de triplicatas de três experimentos 
independentes. *p<0,05 quando comparado ao grupo Controle; #p<0,05 quando comparado às 
concentrações de 25, 50 e 100 ng/mL de PMA no tempo de 24 horas e quando comparado às 
concentrações de 5, 10, 25, 50 e 100 ng/mL de PMA no tempo de 48 horas; &p<0,05 quando 
comparado às concentrações de 25 e 50 ng/mL de PMA no tempo de 24 horas e quando comparado 
à concentração de 100 ng/mL de PMA no tempo de 48 horas; $p<0,05 quando comparado à 
concentração de 50 ng/mL de PMA; ****p<0,0001 quando comparado ao tempo de 24 horas. 

 

A análise da incorporação do cristal violeta não mostrou diferenças 

significativas entre as concentrações de 2,5 ng/mL a 50 ng/mL em ambos os tempos 

avaliados (embora no tempo de 24 horas, as concentrações de 2,5 ng/mL e 5 ng/mL 

tenham apresentado absorbância significativamente superior à apresentada pela 

concentração de 100 ng/mL) (Figura 1A e B). Já a análise da área ocupada pelas 

células evidenciou aumento significativo da adesão nas concentrações de 2,5 ng/mL 

a 10 ng/mL em relação às demais no tempo de 24 horas (Figura 3A) e das 

concentrações de 5 ng/mL a 50 ng/mL em relação às concentrações de 2,5 ng/mL e 
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de 100 ng/mL no tempo de 48 horas (Figura 3B), corroborando com os resultados da 

incorporação do cristal violeta, indicando que, quanto maior a quantidade de células 

aderidas, maior a área ocupada.   

Analisando-se conjuntamente os resultados obtidos pela avaliação da 

incorporação do cristal violeta e pela análise da área ocupada pelas células 

aderidas, o tempo de 48 horas se mostrou mais efetivo para promover a 

diferenciação de células THP-1 em macrófagos utilizando PMA, sendo as 

concentrações de 5 ng/mL e 10 ng/mL as que apresentaram resultados mais 

consistentes em ambos os tempos e análises. 

No presente estudo, é importante que a diferenciação das células THP-1 

origine macrófagos que apresentem um estado de ativação mínima, visto que se 

objetiva avaliar a modulação inflamatória exercida pelos AGs saturados e ômega-3. 

No entanto, sabendo-se que o tratamento com PMA pode também induzir o aumento 

da expressão de genes pró inflamatórios, e consequente ativação, foi determinada, 

inicialmente, a produção de NO para avaliar o estado de ativação dos macrófagos 

decorrente do tratamento com PMA. O NO é um marcador de polarização e ativação 

de macrófagos para um perfil pro-inflamatório, sendo um dos mediadores citotóxicos 

de células imunes efetoras ativadas e constituindo uma das mais importantes 

moléculas reguladoras do sistema imune (DUSSE et al., 2003). O ensaio utilizado foi 

o método de Griess (1879), no qual o reagente de Griess, converte todo o NO e 

nitrato presentes na amostra, em nitrito. O nitrito, por sua vez, reage com a α-

naftiletilenodiamina, formando um composto de coloração avermelhada (RAMOS et 

al., 2006), cuja absorbância é determinada por espectrofotometria a 540 nm.  
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FIGURA 4. Produção de NO (μM) por macrófagos diferenciados com PMA. Produção de NO por 

macrófagos obtidos por diferenciação de células THP-1 com diferentes concentrações de PMA por 24 

(A) e por 48 horas (B). Valores representam média ± DP de triplicatas de três experimentos 

independentes. *p<0,05 quando comparado ao grupo Controle; #p<0,05 quando comparado à 

concentração de 5 μM no tempo de 24 horas e quando comparado às concentrações de 5 μM e 10 

μM no tempo de 48 horas. 

 

Os resultados obtidos demonstraram que após 24 horas de tratamento com o 

PMA, a concentração de 5 ng/mL foi a que induziu a menor produção de NO pelos 

macrófagos (Figura 4A). Após 48 horas de tratamento, as concentrações de 5 ng/mL 

e 10 ng//mL de PMA apresentaram uma tendência relacionada a menor produção de 

NO (11,43 µM e 10,80 µM, respectivamente) em comparação ao grupo controle 

(18,13 µM) (Figura 4B). 

Avaliando-se conjuntamente os resultados obtidos nos ensaios de adesão 

com cristal violeta e produção de NO, as concentrações de PMA de 5 ng/mL e 10 

ng/mL apresentaram capacidade de diferenciar as células THP-1 em macrófagos 

levando à menor ativação inflamatória. Dessa forma, a concentração de 5 ng/mL foi 

a selecionada para dar continuidade aos experimentos, pois foi a menor 

concentração de PMA que resultou nos efeitos observados. 
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5.2 PADRONIZAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES DE TRABALHO DOS ÁCIDOS 
GRAXOS  

Como mencionado anteriormente, a padronização da concentração de 

trabalho dos ácidos graxos PA e DHA foi realizada por meio do teste do MTT 

(brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio).   

O MTT é um ensaio colorimétrico, que tem como objetivo avaliar 

indiretamente a viabilidade das células por meio da atividade de enzimas 

desidrogenases mitocondriais. O MTT é um sal de coloração amarela solúvel em 

água que, em contato com as células viáveis, é reduzido à formazana na 

mitocôndria, um composto de coloração roxa e insolúvel em água. (MAGALHÃES et 

al., 2018; ASLANTÜRK, 2018). Sendo assim, em algumas condições experimentais, 

quanto maior a absorbância do sal, maior a viabilidade celular. A absorbância da 

formazana é então determinada por leitura no espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 570 nm.  

Inicialmente, a padronização foi feita com concentrações de 25 μM, a 300 μM 

para o PA e de 5 μM a 100 μMpara o DHA. Como mencionado anteriormente, para 

essa padronização, buscou-se determinar a maior concentração de trabalho dos 

ácidos graxos que garantisse, uma viabilidade celular de trabalho escolhida de, pelo 

menos, 80% em relação ao controle (THP-1 diferenciada e não tratada com AGs). 

Essa viabilidade mínima garante que a concentração de trabalho escolhida mantém 

a integridade da célula, permitindo que os parâmetros escolhidos possam ser 

avaliados sem a interferência do fator citotoxicidade.  
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 FIGURA 5. Ensaio de MTT realizado com macrófagos provenientes da diferenciação de células THP-

1 tratadas com os ácidos graxos em concentrações entre 25 e 300 μM para o Ácido Palmítico e entre 

5 e 100 μM para o DHA, no tempo de 48 horas. 

  

Após a execução dos ensaios pilotos, verificou-se uma variação grande na 

absorbância apresentada pelas concentrações de 100 μM e 200 μM para o PA e 

variação entre as concentrações de 50 μM a 100 μM para o DHA (Figura 5). Sendo 

assim, optou-se por incluir concentrações intermediárias (de 125 μM, 150 μM e 175 

μM para o PA e de 60 μM e 80 μM para o DHA), diminuindo o intervalo entre as 

concentrações. Além disso, as concentrações de 25 μM para o PA e de 5 μM para o 

DHA foram excluídas por serem muito baixas e não terem induzido citotoxicidade, 

enquanto a de 300 μM para o PA foi retirada, uma vez que promoveu morte 

significativa dos macrófagos, evidenciada pela baixa absorbância após a realização 

do teste do MTT. Como mencionado na metodologia, o controle negativo do 

experimento, foi tratado com etanol. Inicialmente, utilizou-se concentrações de etanol 

proporcionais às utilizadas na diluição do PA (escolhido por apresentar as diluições 

com as maiores concentrações de etanol em relação ao DHA), com o objetivo de 

observar uma possível influência do mesmo na viabilidade celular, mascarando o 

real efeito dos ácidos graxos. No entanto, após alguns experimentos, foi observada 

uma variação aleatória entre os controles, não respeitando a proporcionalidade 

esperada com o aumento da concentração do diluente, uma vez que se caso o 

etanol influenciasse de forma significativa na viabilidade celular, seria observada 

diminuição da absorbância da formazana, com o aumento da concentração do 

mesmo. Dessa forma, optou-se por realizar os experimentos de padronização da 
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concentração de trabalho dos AGs utilizando como controle negativo a porcentagem 

de etanol utilizada na concentração de 200 μM de PA (0,19% de etanol). Após os 

experimentos pilotos para estabelecimento das concentrações de AGs a serem 

testadas e da porcentagem de etanol utilizada para o tratamento do controle 

negativo, células THP-1 foram plaqueadas e diferenciadas conforme citado 

anteriormente.  Após esse período, as células foram tratadas com as PA (50μM, 100 

μM, 125 μM, 150 μM, 175 μM,200 μM) e DHA (10μM, 25μM, 50μM, 60μM, 

80μM,100μM)   por 48 horas, sendo realizado o ensaio do MTT conforme descrito na 

metodologia. 

FIGURA 6. Viabilidade celular de macrófagos provenientes da diferenciação de células THP-1 

tratadas com diferentes concentrações de PA (A) e DHA (B), em relação ao controle (100%), no 

tempo de 48 horas. *p<0,0001; #p>0,001. 

 

Os resultados evidenciaram que, de modo geral, o aumento da concentração 

de ambos os AGs, resultou na diminuição da viabilidade celular (Figura 6 A e B). Em 

relação ao PA, a maior concentração que manteve a viabilidade celular acima de 

80% após 48 horas de tratamento foi de 100 μM. Em relação ao DHA, essa 

concentração foi de 50 μM (Figura 6 B).   

Após a avaliação da citotoxicidade decorrente do tratamento com AGs 

durante 48 horas, as mesmas condições de plaqueamento e tratamento foram 

utilizadas para avaliar a citotoxicidade no tempo de 24 horas.  
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FIGURA 7. Viabilidade celular de macrófagos provenientes da diferenciação de células THP-1 
tratadas com diferentes concentrações de PA (A) e DHA (B), em relação ao controle (100%), no 
tempo de 24 horas. * p<0,001; #p<0,01 

Os resultados evidenciaram que as maiores concentrações de PA e DHA que 

mantiveram a viabilidade celular acima de 80% após 24 horas de tratamento foram 

125 μM e 50 μM, respectivamente (Figura 7A e B).  

Após a repetição dos ensaios para avaliação da citotoxicidade induzida pelos 

AGs nos tempos de 24 e 48 horas, observou-se a ocorrência   de alta variabilidade, 

que se refletiu em um grande desvio padrão nos resultados. A alta variabilidade intra 

e inter experimental pode ser explicada por dois  motivos: 1-pode haver diferença na 

diferenciação de células THP-1 com PMA em cada poço, sendo que  nem todas as 

células plaqueadas de fato se diferenciam em macrófagos e essa proporção pode 

alterar de replicata para replicata entre os experimentos, afetando o resultado dos 

ensaios do MTT; 2- constatou-se que a passagem das células THP-1 interferia no 

seu comportamento frente à diferenciação com PMA e ao tratamento com AGs 

(quanto maior o número da passagem na qual a célula se encontrava, maior a 

variabilidade experimental).  

Além dos fatores experimentais que afetaram a reprodutibilidade dos ensaios, 

foi observado que as absorbâncias determinadas para algumas concentrações de 

AGs se mostraram maiores do que a do controle (considerado como apresentando 

100% de viabilidade). Esse aumento de absorbância poderia ser interpretado como 

um aumento do número de células, o que seria equivocado, visto que a THP-1 após 

diferenciada não prolifera. Dessa forma, uma das explicações possíveis seria a de 

que, pelo fato de o MTT ser um método que avalia a viabilidade celular pela função 

mitocondrial, tratamentos com compostos que aumentariam essa função poderiam 
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resultar em maior formação de formazana e, consequentemente, maior absorbância. 

No entanto, essa hipótese deve ser verificada.  

Após analisar os dados em conjunto e tendo em vista todas as fontes de 

variação experimental relacionadas, é possível afirmar que, em ambos os tempos de 

experimento, para os dois ácidos graxos utilizados, os resultados observados são 

preliminares, sendo necessários mais experimentos para confirmar os resultados 

obtidos.     

 

5.3 PADRONIZAÇÃO DA UTILIZAÇÃO DE LPS COMO INDICADOR DE 
ESTIMULAÇÃO DE THP-1 

Os Lipopolissacarídeos (LPS) são uma família de glicolipídeos tóxicos 

presentes na membrana externa de bactérias gram-negativas (por exemplo, 

Neisseria spp, Helicobacterpylori e Haemophilusinfluenzae) e excelentes 

estimuladores e moduladores da resposta imunológica por meio de monócitos, 

macrófagos e células dendríticas. O LPS é composto por uma porção de poli ou 

oligossacarídeos ligados covalentemente a um componente lipídico. Diferenças na 

estrutura da porção sacarídica contribuem para a virulência da bactéria (MORAN, 

1996; ABBAS, 2006). Por ser uma endotoxina que provoca resposta inflamatória, é 

um indicador de ativação e modulação de macrófagos amplamente usado em 

ensaios imunológicos, funcionando como um controle positivo. As células THP-1 

diferenciadas, por se tratar de macrófagos, são fortemente responsivas ao LPS; 

portanto, nesse estudo, optou-se pelo seu uso como indicador da atividade dessas 

células. Para tanto, foi necessária a padronização das condições de tratamento 

com LPS, sendo o NO o mediador escolhido para avaliar a ativação dos macrófagos 

provenientes da diferenciação de células THP-1. Para esses experimentos, as 

células THP-1 diferenciadas com PMA foram estimuladas com LPS durante 48 

horas, que é considerado o tempo no qual ocorre a produção máxima de NO por 

macrófagos (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). 

O primeiro ensaio foi realizado utilizando células THP-1 e células da linhagem 

RAW 264.7. A RAW 264.7 é uma linhagem de macrófagos murinos e, portanto, são 

células aderentes que não necessitam de diferenciação com PMA. Essas células 

são consideradas excelentes produtoras de NO, sendo utilizadas como controle 
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positivo, para fins de comparação com os resultados obtidos após a diferenciação de 

células THP-1.  

 

Concentração de LPS Absorbância Produção de NO (µM) 

Controle 0,097 4,138 

500 ng/mL 0,084 2,718 

1 µg/mL 0,083 2,609 

1,5 µg/mL 0,0825 2,555 

2 µg/mL 0,0835 2,664 

2,5 µg/mL 0,096 4,028 

TABELA 1. Produção de NO por macrófagos provenientes da diferenciação de células THP-1 
estimuladas com diferentes concentrações de LPS. 
 
 
 

Concentração de LPS Absorbância Concentração de NO (µM) 

Controle 0,0985 4,301 

500 ng/mL 0,099 4,356 

1 µg/mL 0,322 28,701 

 1,5 µg/mL 0,106 5,120 

2 µg/mL 0,129 7,631 

2,5 µg/mL 0,146 9,487 

TABELA 2. Produção de NO por células RAW 264.7 estimuladas com diferentes concentrações de 
LPS.   
 

 

FIGURA 8. Ensaio de Griess em macrófagos proveninetes da diferenciação de células THP-1 e Raw 

264.7 tratadas com LPS nas concentrações de 500 ng/mL, 1 µg/mL, 1,5 µg/mL, 2 µg/mL e 2,5 µg/mL. 
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Como observado na Tabela 1 e na Figura 8, a concentração de NO produzida 

pelos macrófagos provenientes da diferenciação de células THP-1 em todas as 

concentrações de LPS utilizadas, foi baixa (entre 2,5 e 4 µM), se comparada com a 

produção de NO observada nas células RAW 264.7 estimuladas com as mesmas 

concentrações de LPS (Tabela 2 e Figura 8), indicando que não houve ativação 

evidente com nenhuma das concentrações de LPS testadas. É possível observar um 

aumento abrupto na produção de NO pela RAW na concentração de 1 µg/mL, o que 

pode ser interpretado como um erro experimental, visto que não se observou uma 

tendência de aumento ou diminuição conforme as concentrações de LPS 

aumentaram.   

A primeira hipótese a partir desse resultado foi de que o número de células 

utilizado no experimento foi pequeno. Dessa forma, repetiu-se o experimento com o 

plaqueamento apenas das células THP-1, nas quantidades de 0,5 x 106 e 1,0 x 106 

células por poço (em duplicata), utilizando-se uma única concentração de LPS (2,5 

µg/mL). 

 
 

1,0x106 células Absorbância Concentração NO (µM) 

Controle 0,069 1,279 

LPS (2,5 µg/mL) 0,070 1,375 

TABELA 3. Produção de NO por macrófagos provenientes da diferenciação de células THP-1. 
Células THP-1 foram plaqueadas na quantidade de 1,0x106 células por poço e estimuladas com 2,5 
µg/mL de LPS.  

 

 

0,5x106 células Absorbância Concentração NO (µM) 

Controle 0,068 1,183 

LPS (2,5 µg/mL) 0,078 2,144 

TABELA 4. Produção de NO por macrófagos provenientes da diferenciação de células THP-1. 
Células THP-1 foram plaqueadas na quantidade de 0,5x106 células por poço e estimuladas com 2,5 
µg/mL de LPS.    
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FIGURA 9. Ensaio de Griess realizado com o sobrenadante obtido após o tratamento de macrófagos 
provenientes da diferenciação de células THP-1 com 2,5 µg/mL de LPS. Para a execução desse 
ensaio, células THP-1 foram plaqueadas nas quantidades de 1,0x106 e 0,5x106 células por poço.   

 

O resultado obtido no segundo ensaio indicou que a ausência da produção de 

NO não estava relacionada à quantidade de células utilizadas no experimento 

(Tabelas 3 e 4, Figura 9). Dessa forma, outra hipótese levantada foi a estabilidade 

do LPS, visto que estava sendo utilizada uma solução de LPS previamente diluída e 

estocada. Sendo assim, uma nova solução de LPS foi preparada. Analisando-se a 

literatura, também foram encontrados diversos protocolos de diferenciação de 

células THP-1 com PMA, levantando-se a hipótese de que essas diferentes 

condições experimentais pudessem interferir na forma como as células reagem aos 

estímulos (LUND et al., 2016). Em estudo realizado por Chanput et al. 2013, após a 

diferenciação com 100 ng/mL de PMA durante 48 horas, as células foram mantidas 

apenas em meio RPMI por 24 horas para possibilitar o retorno ao estado de ativação 

basal. Em um outro estudo, o estímulo das células THP-1 foi realizado com e sem a 

diferenciação com PMA, a fim de se verificar o efeito deste na produção de 

mediadores inflamatórios em decorrência de um estímulo antigênico (BAQUI et al., 

1999).  

 Assim, um terceiro ensaio foi realizado, no qual apenas células THP-1 foram 

plaqueadas, em duplicatas, nas quantidades de 0,5x106, 0,75x106 e 1,0x106 nas 

seguintes condições: 1- células THP-1 não diferenciadas  com PMA e tratadas com 

2,5 µg/mL de LPS logo após o plaqueamento; 2- células THP-1 diferenciada por 48 

horas com 5 ng/mL de PMA e tratadas logo em seguida com 2,5 µg/mL de LPS; 3- 
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células THP-1 diferenciadas com 5 ng/mL de PMA por 48 horas, mantidas 24 horas 

em meio RPMI para manutenção do estado basal e, logo após, tratadas  com 2,5 

µg/mL de LPS. 

 

 

FIGURA 10. Ensaio de Griess em células THP-1 plaqueadas nas quantidades de 0,5x106, 0,75x106 e 
1,0x106 células por poço, nas seguintes condições: células THP-1 não diferenciadas com PMA e 
tratadas com 2,5 µg/mL de LPS logo após o plaqueamento; células THP-1 diferenciadas por 48 horas 
com 5 ng/mL de PMA e tratadas logo em seguida com 2,5 µg/mL de LPS; células THP-1 
diferenciadas com 5 ng/mL de PMA por 48 horas, mantidas 24 horas em meio RPMI e, logo após, 
tratadas com 2,5 µg/mL de LPS.  

 

 

 Como é possível observar na Figura 10, não houve produção de NO em 

nenhuma das condições testadas. Todos os resultados obtidos sugerem que 

macrófagos provenientes da diferenciação de células THP-1 não produzem NO em 

quantidades detectáveis pelo método de Griess. Nesse sentido, uma busca na 

literatura mostrou que células THP-1 diferenciadas em macrófagos, diferentemente 

da RAW 264.7, produzem a enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e NO de 

maneira pouco detectável em resposta a estímulos inflamatórios devido a uma 

regulação epigenética no sítio da transcrição do gene da iNOS, o que leva ao seu 

silenciamento (OZLEYEN et al., 2021; GROSS et al., 2014). Sendo assim, o NO não 

seria um mediador de escolha para indicar a ativação de macrófagos provenientes 

da diferenciação de células THP-1.  

Com o objetivo de comparar os resultados obtidos até então com a resposta 

de células RAW 264.7 ao estímulo com LPS para testar a hipótese de que as células 

THP-1 não produzem uma quantidade detectável de NO pelo método de Griess, um 

último experimento foi realizado com células RAW 264.7, plaqueadas nas 
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quantidades de 0,25x106, 0,5x106 e 1,0x106 por poço e tratadas LPS nas 

concentrações de 2,5 µg/mL (com a solução estoque e recém-preparada) e 1,25 

µg/mL (com a solução recém-preparada).  

 

TABELA 5. Produção de NO por células RAW 264.7 plaqueadas nas quantidades de 0,25 x106, 

0,5x106 e 1x106 células por poço e estimuladas com 1,25 ou 2,5 µg/mL de soluções novas e antigas 

de LPS. 

 

 
FIGURA 11.  Ensaio de Griess em células RAW 264.7 plaqueadas nas quantidades de 0,25 x106, 

0,5x106 e 1x106 células por poço e estimuladas com 1,25 ou 2,5 µg/mL de soluções novas e antigas 

de LPS 
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De acordo com a Tabela 5 e a Figura 11, é possível observar aumento na 

quantidade de NO produzido após estímulo com ambas as soluções de LPS em 

ambas as concentrações. Todos esses resultados em conjunto confirmam o que 

está descrito na literatura e evidenciam que é necessário se buscar outros 

mediadores inflamatórios produzidos por células THP-1 diferenciadas com PMA a 

fim de se avaliar sua ativação em decorrência de um estímulo.   

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 O presente projeto teve como objetivo principal padronizar a diferenciação de 

células THP-1 em macrófagos utilizando PMA, bem como as condições de trabalho 

para o tratamento de tais macrófagos com os ácidos graxos palmítico e DHA, a fim 

de avaliar a influência do estado de ativação dos macrófagos na sua interação com 

células tumorais.  

Com relação aos ensaios de adesão, foi possível observar que a 

concentração de 5 ng/mL de PMA, durante o período de 48 horas foi eficiente para 

promover a diferenciação das células THP-1 em macrófagos. No entanto, a ativação 

resultante do tratamento com PMA deve ser confirmada por outro mediador 

inflamatório que não o NO, visto que os resultados obtidos na padronização das 

condições experimentais para utilização do LPS como controle positivo de 

estimulação mostraram que a produção de NO por células THP-1 diferenciadas é 

baixa ou inexistente pelo método utilizado.  

Os resultados obtidos no ensaio do MTT mostraram que a concentração de 

escolha para o tratamento de macrófagos provenientes da diferenciação de células 

THP-1 com o ácido palmítico seria de 125 e de 100 μM no tempo de 24 e de 48 

horas, respectivamente.  Em relação ao DHA, a concentração de escolha para o 

tratamento nos tempos de 24 e 48 horas, seria a de 50 μM. No entanto, devido a 

diversos fatores que influenciaram na variabilidade experimental, estes resultados 

foram considerados preliminares, sendo necessários novos experimentos para sua 

confirmação.  
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