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"O erro não se torna verdade por se difundir e multiplicar facilmente. Do mesmo modo, 

a verdade não se torna erro pelo fato de ninguém a ver."  

Mahatma Ghandi  
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Reflexões sobre outras sociedades possíveis. 
 

E haverá ainda quem tenha talento para dar uma boa aula. 

Aplauso sem dinheiro. Porque nada é perfeito.  

E as coisas são o que são. 

 

 Já que a sociedade triunfa sobre nossa singularidade afetiva, 

 a vida boa pressupõe um alinhamento. 

Uma adequação entre nossas inclinações e o que os demais esperam de nós. 

Para que nos aplaudam. Ou, para que apanhemos menos. 

Não gostou? Muitos não se conformam. 

Afinal, alinhar-se com uma sociedade injusta em busca de uma vida boa parece 

indigno. 

Para estes inconformados, esta vida boa seria bem outra. Desalinhada. Engajada.  

Num processo transformador. Num movimento revolucionário.  

A vida que vale a pena ser vivida... 

 

Clóvis de Barros Filho 
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RESUMO 

 
Introdução: A ativação do receptor Toll-símile 4  ou !Toll-Like Receptor-4 (TLR4)! após lesão estéril leva 

à disfunção de órgãos em locais distantes. Tem sido demostrado anteriormente que a ruptura da barreira 

intestinal e alteração em proteínas das junções apertadas segue-se ao choque trauma/choque 

hemorrágico (T/HS), no entanto, o papel de TLR4, este processo permanece obscuro. Foi postulado que 

o aumento da permeabilidade e a ruptura da barreira intestinal após T/HS é um processo TLR4 

dependente, portanto, silenciar o gene TLR4 teria um efeito protetor sobre a disfunção intestinal induzida 

por T/HS. Método: Camundongos machos C57BL/6J (TLR4+/+ do tipo selvagem ou “wild-type” [WT]) e 

C57BL/10ScN (TLR4-/- transgênico ou “knockout” [K0]) foram distribuídos aleatoriamente e submetidos  a 

T/HS (laparotomia mediana + choque hemorrágico com pressão arterial média mantida em  35mmHg por 

60 minutos) ou submetidos a operação simulada. Após 4h, a permeabilidade ao isotiocianato de 

fluoresceína (FITC)-dextrano administrado intraluminalmente  foi avaliada por quantificação da 

fluorescência do plasma. Amostras intestinais foram analisadas para a presença das proteínas das 

juncoes apertadas, ocludina e ZO-1, por imunohistoquímica. Resultados: As concentrações séricas de 

FITC-dextran 4kDa estavam diminuídas no grupo TLR4-/-[K0] em comparação com camundongos 

TLR4+/+[WT] quando submetidos ao modelo de  T/HS (38,96 vs 164,26 µg/ml, respectivamente, p<0,05). 

Não foram observadas diferenças na permeabilidade intestinal entre os camundongos TLR4-/-[K0] e os 

animais do grupo simulação TLR4+/+[WT]. Os camundongos K0 tiveram preservação das concentrações 

de ocludina e ZO-1 após a lesão T/HS em ensaios de imunohistoquímica, mas as concentrações 

estavam reduzidas em animais WT. Conclusão: Camundongos com TLR4-/-[K0] demonstraram  menor 

permeabilidade intestinal ao FITC-dextrano do que camundongos WT após lesão por T/HS resultantes de 

alterações nas proteínas das junções apertadas, ocludina e ZO-1. Estes achados sugerem que a maior 

permeabilidade e a ruptura da barreira intestinal após lesão por T/HS é um processo TLR4-dependente. 

 

Palavras-chave:  Receptor Toll-like 4, mucosa intestinal, junções intercelulares, traumatismo múltiplo, 

choque hemorrágico. 
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ABSTRACT 

 
Objective: Toll-like receptor 4 (TLR4) activation after sterile injury leads to organ dysfunction at distant 

sites. Has been shown previously that intestinal barrier breakdown and alteration of tight junction proteins 

follows trauma/hemorrhagic shock (T/HS); however, the role of TLR4 in this process remains unclear. 

Was postulated that increased intestinal permeability and barrier breakdown after T/HS is a TLR4 

dependent process; hence, knocking down the TLR4 gene would have a protective effect on T/HS-

induced intestinal dysfunction. Method: Male C57BL/6J (TLR4 wild type [WT]) and C57BL/10ScN (TLR4 

knockout [K0]) mice were assigned randomly to either T/HS (femoral catheterization + laparotomy + 

hemorrhagic shock)  or sham injury. At 4h, permeability to intraluminally administered fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-dextran was assessed by measuring the fluorescence of the serum. Intestinal 

samples were analyzed for the presence of the tight junction proteins, occludin and ZO-1, by 

immunohistochemistry. Results: Serum concentrations of FITC-dextran were decreased in K0 mice 

compared with WT mice after T/HS injury (38,96 µg/ml and 164,26 µg /ml, respectively; p<0,05). After 

injury, no difference in intestinal permeability was observed between the K0 mice and the WT sham-

treated mice. The K0 mice had preservation of occluding and ZO-1 concentrations after T/HS injury in 

immunohistochemistry assays, but concentrations were decreased in WT animals. Conclusions: Mice 

with TLR4K0 have less intestinal permeability to FITC-dextran than WT mice after T/HS injury as a result 

of alterations in the tight junction proteins occludin and ZO-1. These findings suggest that the greater 

intestinal permeability and barrier breakdown after T/HS injury is a TLR4-dependent process. 

 

Keywords: Toll-Like Receptor 4, intestinal mucosa, intercellular junctions, multiple trauma, hemorrhagic 

shock. 
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INTRODUÇÃO 

 

As lesões traumáticas graves e o choque hemorrágico tem papel fundamental no 

desencadeamento da resposta imune e estão relacionadas diretamente e 

indiretamente ao desenvolvimento das síndromes da resposta inflamatória sistêmica 

(SRIS) e da disfunção de múltiplos órgãos (SDMO) [1, 2, 3]. 

 
Figura 1: Eixo entérico-hepático/linfático-pulmonar em resposta ao choque hemorrágico. 
(Reproduzido de Modulation of acetylation: creating a pro-survival and anti-inflammatory phenotype in 
lethal hemorrhagic and septic shock. Li Y, Alam HB. J Biomed Biotechnol. 2011; 2011:523481. Epub 
2011 Feb 15.) 
 

A abordagem terapêutica do choque é atualmente quase que exclusivamente de 

suporte. Com a progressão do conhecimento fisiopatológico, o tratamento tem sido 

redirecionado, de suporte aos sistemas orgânicos em falência e combate à 

hipovolemia, rumo às alterações provocadas pela resposta inflamatória 

desequilibrada ao insulto inicial e aos seus efeitos deletérios sobre a função celular 
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[Fig.1]. Novas perspectivas tem sido aventadas com foco na resposta inadequada do 

sistema imune, considerando-se os avanços da biologia molecular e da epigenética, 

tendo como alvo as características da resposta orgânica à isquemia e reperfusão [1-

4]. 

 

A descoberta de novos receptores celulares pavimentaram uma via de 

possibilidades terapêuticas na abordagem do choque hipovolêmico. Evidências tem 

se acumulado desde então a respeito da participação destes receptores em vários 

processos inflamatórios estéreis e infecciosos, organizando a resposta inata e 

modulando a resposta adaptativa [1- 5]. 

 

Em 1988 uma proteína transmembrana denominada  “Toll” foi descrita no embrião 

da Drosophila melanogaster [Fig.2] e relacionada com a defesa deste inseto contra a 

invasão de microrganismos e fungos [3].  

 
Figura 2: “TLR4-knockout Drosophila melanogaster” com várias hifas de fungos em sua superfície 

corporal. (Reproduzido de Kuby: Immunology, Sixth Edition, 2007) 

 

Os receptores Toll (TLR) foram caracterizados como uma família de proteínas 

transmembrana essenciais na imunidade inata da drosófila. Receptores Toll-símiles 

foram posteriormente identificados em tecidos humanos. Um homólogo humano de 

“Toll” , atualmente conhecido como Toll-símile 4  ou !Toll-Like Receptor-4 (TLR4)!, 

demonstrou estar envolvido na expressão gênica de citocinas inflamatórias e 
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moléculas co-estimulatórias [4]. Estudos subseqüentes identificaram várias proteínas 

relacionadas ao TLR4. A família dos receptores Toll-símiles consistiria de 10 

membros [5], mas evidências posteriores sugeriram que podem existir mais 

membros desta família de proteínas [6].!

!

Figura 3: Vias de sinalização no receptors Toll-símiles. (Reproduzido de Cold Spring Harb Perspect 

Biol 2013;5:a011247 e adaptado de Cell Signaling Technology [http://www.cellsignal.com].) 

 
A descoberta dos receptores Toll-símiles,  seu papel como detectores de patógenos, 

desencadeadores da resposta inflamatória e potenciais orquestradores da resposta 

imune abriu novos caminhos em direção a tratamentos mais efetivos. 
!

As linhas de defesa imunológica são compostas por um sistema de imunidade 

natural, ou inata, e outro de imunidade adquirida, ou adaptativa. O sistema inato age 
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como uma linha de defesa inicial, até que os mecanismos imunes adaptativos sejam 

ativados. O sistema imune inato utiliza-se de um sistema de defesa 

evolucionariamente preservado codificado contra grupos de padrões moleculares, 

enquanto o sistema imune adaptativo baseia-se em respostas antígeno-específicas, 

com potencialidade para memória imunológica de longo prazo. Esta linha de 

resistência inicial compreende desde a fagocitose mediada pelo complemento, 

produção de moléculas co-estimulatórias e citocinas, assim como a produção de 

interferon [Fig.3], e tem como finalidade induzir respostas rápidas através do sistema 

imune inato do hospedeiro, que não requer uma exposição prévia aos patógenos [4].!

!

Um dos mais importantes mecanismos da defesa imune inata são os receptores de 

reconhecimento de padrões (RRP). Estão descritos atualmente 3 classes de RRP: 

os receptores Toll-símile (TLR), os receptores NOD-símile (NOD) e os receptores 

RGI-símile (RGI). Os TLR se localizam ao nível de membranas celulares 

(citoplasmática e endossômica), sendo os receptores NODs e RGIs intracelulares 

[7]. !

Toll-símile 4, o receptor de sinalização dominante em mamíferos, desempenha papel 

importante na imunidade inata [Fig.4] e foi descrito originalmente como receptor de 

lipopolissacarídeos (LPS) [7-16]. Este receptor pode responder à patógenos (PAMP)  

e endotoxinas tanto quanto a vários ligantes endógenos, incluindo padrões 

moleculares associados ao dano celular (DAMP) que são liberados na circulação 

sistêmica após lesões assépticas [17, 18, 19], tendo sido correlacionado à disfunção 

cardíaca [20, 21], respiratória [22, 23] e hepatocelular [24, 25]. Entretanto, existe 

escassez de dados na literatura sobre os mecanismos iniciais de indução da 

resposta imune inata e o papel dos TLR4 na disfunção intestinal após a lesão por 

trauma seguido de choque hemorrágico. 
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Figura 4: Mecanismo de ativação de TLR4 e vias de sinalização inflamatória. (Reproduzido de L.J. 

McGhan, D.E. Jaroszewski / Injury, Int. J. Care Injured 43 (2012) 129–136) 

 

Os RRP podem ser divididos funcionalmente em secretores, sinalizadores e 

endocíticos. RRP sinalizadores reconhecem os ligantes e ativam vias de transdução 

de sinais que induzem a expressão de uma variedade de genes envolvidos na 

resposta imune, incluindo os efetores de citocinas, via ativação de NF-kappaB ou 

MAP-kinases. Os receptores da família Toll parecem ter papel principal na indução 

da resposta inflamatória e modulação da resposta adaptativa [6]. 

 

Os mecanismos moleculares de interação entre os TLRs e outros RRPs do sistema 

inato estão começando a ser desvendados, envolvendo principalmente receptores 

NOD (nucleotide-binding oligimerization domain), incluindo a função de homeostase 

imunológica e no reconhecimento de componentes bacterianos e sinais de alarme 

endógenos, como HMGB1 (high-mobility group box 1) [7, 8]. 

 

Uma das funções fundamentais do epitélio intestinal é separar diferentes 

compartimentos e regular a complexa troca de substâncias entre os mesmos. Em 

contra-partida, o trato intestinal conta com numerosos mecanismos reguladores e de 
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defesa da integridade da barreira epitelial. Alterações na permeabilidade intestinal 

podem estimular uma resposta inflamatória gerando mediadores locais e sistêmicos 

que desempenham importante papel na disfunção de órgãos distantes [26, 27]. 

Portanto, a ruptura da função de barreira do epitélio intestinal tem sido 

correlacionada às síndromes de resposta inflamatória sistêmica (SRIS) e de 

disfunção de múltiplos órgãos (SDMO) após lesões por choque hemorrágico e 

queimaduras [Fig.5]. 

 
Figura 5: Ativação dos receptores TLR2 pelo TLR4 modulando a lesão pulmonar aguda. 

(Reproduzido de L.J. McGhan, D.E. Jaroszewski / Injury, Int. J. Care Injured 43 (2012) 129–136) 

 

A hipótese à ser testada é se o aumento da permeabilidade e a ruptura da barreira 

após T/HS seria um processo dependente do TLR4. 
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REVISÃO DA LITERATURA 

 

A oportunidade de identificação dos receptores de patógenos relacionados ao 

sistema imune inato surgiu de uma mutação espontânea em camundongos que 

aboliu a resposta a endotoxinas. Heppner e cols. (1965), observaram que 

camundongos C3H/HeJ eram incapazes de responder à endotoxina por uma 

deficiência atribuída ao locus lps  [28]. Experimentos foram realizados para 

identificar a proteína afetada pela mutação visando esclarecer a via de sinalização 

ativada pelos lipopolissacarídeos (LPS). O conhecimento dos mediadores da 

resposta ao LPS, em especial o TNFα, caracterizou a via de transdução e também 

as prováveis características do receptor que iniciaria sua produção. A  descoberta da 

proteína LBP (LPS binding protein) e do CD14 permitiu avanço considerável na 

caracterização da via de resposta inata ao LPS. Entretanto, pela ausência de um 

domínio citoplasmático, o CD14 não conseguiria realizar a transdução de sinais, a 

expressão gênica e a produção de citocinas mediadoras, como o TNFα, sugerindo 

que o receptor deveria ser uma proteína produzida pelo locus lps  [29-30].  Estudos 

genéticos em Drosophila melanogaster  levaram a descoberta do gene que codifica 

um receptor transmenbrana, designado como “Toll receptor”, vital na polarização 

dorso-ventral embrionária e responsável pela resposta à infecção fúngica nesta 

espécie (Christiane Nüsslein-Volhard's, 1985). O receptor Toll símile em mamíferos 

leva a ativação de fatores de transcrição NF-kappaBeta (NF-kβ) responsáveis pela 

produção de citocinas pró-inflamatórias [36, 37, 38]. Trabalho publicado em 1998 

identificou o TLR4 como receptor de LPS envolvido na resposta imune à bactérias 

Gram negativas em camundongos [39].  Além de ser o receptor responsável pela 

sinalização inflamatória, existem observações atuais que relacionam o TLR4 à 

imunomodulação, sobrevivência e  a proliferação celular [40].  Os mecanismos de 

sinalização via TLR4 são progressivamente identificados, com descrição dos papéis 

desempenhados pela LBP, CD14 e pela glicoproteína MD-2 na resposta imune. A 

glicoproteína MD-2 age como um adaptador extracelular essencial na sinalização e 

ativação do TLR4 pela LPS [41]. Estudos posteriores demonstram que a LPS se liga 

a MD-2 e se acopla ao TLR4 via domínio extracelular, induzindo a agregação e 

transdução de sinais [42]. Nishitani e colaboradores demonstraram que a região 
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Glu24Lys47 é o sitio de ligação da MD-2 e que Cys29 e Cys40 são resíduos críticos 

para a ligação da MD-2 e  sinalização induzida por LPS [43]. 

 

 
Figura 6: Visão esquemática do histórico das descobertas relacionadas aos receptores Toll-símiles 

até os dias atuais. (Reproduzido de Nature Reviews Immunology 13, 453–460 (2013) 

doi:10.1038/nri3446) 

 

Dez subtipos de TLRs foram identificados até o momento [Fig.6]. Estudos recentes 

tem sugerido que cada tipo de TLR detecta um grupo específico de ligantes. Deste 

modo, coletivamente, seriam capazes de reconhecer a maioria dos patógenos [44]. 

Os componentes do grupo TLR são proteínas transmembrana que contém um 

domínio extracelular composto por 550-950 aminoácidos portadores de 18-31 

repetições de leucina e um domínio citoplasmático responsável por iniciar a resposta 

imune assim que o domínio extracelular reconhece seu ligante, com 

aproximadamente 200 aminoácidos [45]. O receptor IL-1 foi a primeira molécula 

descrita em mamíferos com semelhança estrutural com a proteína Toll da mosca 

doméstica [46]. Em função desta homologia dos genes que codificam o receptor 

Toll/IL-1 (TIR) a designação de receptor Toll símile (Toll Like Receptor) foi utilizada 

[40-43]. São membros da superfamília do receptor interleucina 1 que demonstram 

grande semelhança  em seu domínio citoplasmático denominado domínio Toll/IL-1 

(TIR). Sinalizam através de vias compartilhadas que  inclui uma  proteína 

adaptadora designada proteína de diferenciação mielóide 88 (MyD88), 

proteínocinases associadas ao receptor de IL-1 (IRAKs) e o fator 6 associado ao 

receptor TNF (TRAF-6). Essa associação MyD88-IRAK-TRAF6  ativa o fator 
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transformador de crescimento (TGF) β-ativado proteinocinase 1 (TAK1) levando a 

ativação de IkappaBetaquinase (IKK), seguindo-se da degradação de IkappaBeta e 

liberação de NFkappaBeta. Também foi descrito que a ativação de TAK-1 resultaria 

em ativação de proteinoquinases ativadas por mitógenos (MAPKs) [44].  

 

O TLR4 foi o primeiro receptor a ser identificado como reconhecedor de LPS e 

serviu de base no estudo das interações entre sitema imune e componentes 

bacterianos [32, 41]. A incapacidade de um animal em reconhecer a LPS aumenta a 

possibilidade de invasão por bactérias Gram-negativas, e de morte. Entretanto, uma 

resposta excessiva ao LPS resulta em liberação critica de mediadores inflamatórios 

conforme observado em modelos de sepse [44]. Deste modo, cada subtipo de TLR 

exerce um papel fundamental no reconhecimento de variados patógenos. 

 

Takeda e Akira (2003) descreveram as vias de sinalização pelos TLR. 

Sumariamente, o reconhecimento de padrões moleculares patogênicos pelo domínio 

extracelular leva a sua dimerização, com ativação do domínio citoplasmático. Uma 

molécula adaptadora denominada MYD88 foi descrita inicialmente como essencial 

para a indução de citocinas como TNFα e IL-12 [50-53]. Entretanto, ativação de TLR 

específicos levou a pequenas diferenças no perfil expressão gênica [49-51]. 

Posteriormente outras moléculas adaptadoras foram descritas: proteína adaptadora 

associada a TIR/adaptador semelhante a MyD88 (Mal), proteína adaptadora contida 

em domínio TIR indutora de IFNβ (TIRF) / molécula 1 contida no domínio TIR 

(TICAM1) e molécula adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM). Cada ligante 

específico de TLR induz respostas diferenciadas mediadas seletivamente por estas 

moléculas adaptadoras. 

 

Na via que utiliza MyD88, existe associação entre esta e o domínio TIR do TLR, que 

quando estimulado, recruta IRAK4 e facilita a fosforilação de IRAK1. a molécula 

ativada de IRAK1 se associa a TRAF6, resultando em duas rotas específicas de 

sinalização. A primeira leva a ativação de fatores de transcrição AP1 através de 

ativação MAPK, e outra ativa o complexo TAK1/TAB que potencializa o complexo 

IKK, induzindo a degradação de IKK que resulta  em translocação nuclear de NF-kβ 

[52]. Estudos posteriores levaram a identificação de um segundo adaptador 
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TIRAP/Mal, essencial à sinalização dependente de MyD88 via TLR2 e TLR4, mas 

não via TLR3, TLR5, TLR7 e TLR9 [53-56]. 

 

Em macrófagos deficientes em MyD88 a produção de citocinas inflamatórias não é 

observada apos estimulação do TLR4, apesar de uma ativação retardada de 

NFkappaB [57], indicando uma via independente na sinalização do TLR4, 

independente de MyD88. 

 

Kawai e colaboradores, em 2001, demonstraram a ativação do fator de transcrição 

IRF3 e a fase tardia de ativação do NF-kβ independente de MyD88 após 

sensibilização do TLR4 [58]. A ativação de IRF3 induzida por TLR4 induz a produção 

de IFNβ que ativa STAT1 e genes induzíveis por interferon [49-51]. Infecções virais 

ou RNA de dupla hélice ativam IRF3, que induz a produção de INFβ por via não 

dependente de MyD88, demonstrando que a ativação do TLR3 utiliza uma via 

independente para a produção de INFβ [59]. 

 

Um outro adaptador foi subseqüentemente identificado, denominado TRIF/TICAM1, 

essencial nas respostas dos TLR3 e TLR4 independentes da via MyD88 [58-62]. 

Posteriormente um quarto adaptador TRAM/TICAM2 foi descrito como vital para a 

resposta ao TLR4 na via independente de MyD88, mas sem significado na resposta 

do TLR3 [60-63]. 

 

Após a descrição do LPS como principal agonista TLR4, outros padrões moleculares 

de patógenos foram descritos como ligantes aos demais TLRs, como por exemplo: 

ácido lipoteicóico e peptoglicano aos TRL1, TLR2 e TLR6 [64,65], RNA viral de 

dupla hélice ao TLR3 [66], flagelina ao TLR5 [67], CpG de DNA bacteriano ao TLR9 

[68],  compostos imidazólicos e RNA de hélice simples com TR7 e TLR8 [69-71]. 

 

O mapeamento das vias de transdução induzidas pelos TLRs, assim como a 

descoberta de novas moléculas envolvidas na regulação da resposta inflamatória 

tem produzido caminhos promissores para a abordagem terapêutica do choque 

hemorrágico, queimaduras e sepse. Uma compreensão atualizada das estruturas 

moleculares envolvidas na ativação e inibição abriram possibilidades terapêuticas e 
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de modulação das resposta inflamatórias desencadeados pelos TLRs à variados 

estímulos patogênicos. 

 

HMGB1 (High Mobility Group Box Chromossomal Protein 1) 

Conhecida como fator de transcrição nuclear, esta proteína intranuclear foi 

identificada (2004) como potente mediador pró-inflamatório quando presente no 

meio extracelular. Representa um sinal endógeno liberado pelas células necróticas 

que funciona como importante ligante indutor da resposta inflamatória. Secretado 

por macrófagos e monócitos, HMGB1 age como citocina sinalizadora de várias vias, 

incluindo TLRs. A administração de antagonistas a HGMB1 demonstrou efeitos 

benéficos em modelos de sepse em camundongos [72]. HMGB1 não é normalmente 

detectável no soro de pessoas saudáveis. Seu nível elevado em pacientes sépticos 

se correlaciona com a mortalidade [73]. Existem evidências de que seus níveis 

séricos aumentam significativamente em pacientes com choque hemorrágico dentro 

das 24h que se segue ao insulto traumático, retornando aos níveis basais quando a 

condição clínica se estabiliza. [74]. Estas evidências sugerem um papel fundamental 

das HMGB1  em sua interação com TLR, receptores NOD-símiles e outros na 

resposta à PAMPs além de modular a resposta inflamatória devido a sinais de dano 

endógenos (DAMPs). A interação entre HMGB1 e o TLR4 tem sido demonstrada e 

sugere um promissor alvo terapêutico em modelos de sepse/reperfusão [75]. Wang 

e colaboradores (1999) observaram diminuição significante na mortalidade após 

dose letal de LPS advinda da administração de anticorpos anti-HMGB1 que atingia 

70% de sobrevivência em camundongos tratados [73]. 

 

Anticorpos antagonizadores tem sido utilizados para inibir a expressão de TLRs 

buscando modular a resposta imunológica. Meng e colaboradores (2004), sugeriram 

uma função terapêutica quando anticorpos monoclonais foram utilizados em 

modelos de sepse mediada pelo TLR2, sendo que a reversibilidade do bloqueio foi 

importante na recuperação da resposta celular dependente de TLR2 [76].  

 

Portanto, os mecanismos envolvidos na sinalização por TLRs, assim como sua retro-

alimentação negativa, tem sido progressivamente esclarecidos em modelos animais 

mutantes e com técnicas silenciadoras de RNA. O papel dos TLRs na sua interação 

com receptores NOD-símiles reconhecendo sinais endógenos emitidos por células 
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danificadas, como no trauma e isquemia, aumentaram sua relevância na modulação 

imune em condições não infecciosas [Fig.7]. A interação com amplificadores, como 

HMGB1 integrados na sinalização por TLRs, expuseram oportunidades ímpares de 

intervenção terapêutica, conforme vem sendo demonstrado em modelos 

experimentais. 

 
Figura 7: O papel do NAD(P)H-oxidadse na inflamação mediada pelo TLR4. (reproduzido de L.J. 
McGhan, D.E. Jaroszewski / Injury, Int. J. Care Injured 43 (2012) 129–136)  
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OBJETIVO 

  

Avaliar o papel do TLR4 na mediação da ruptura da barreira intestinal após lesão por 

trauma/choque hemorrágico experimental (T/HS). A hipótese a ser testada é de que 

o aumento da permeabilidade do epitélio intestinal é dependente da ativação do 

receptor TLR4. 
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MATERIAL E MÉTODO 

 

Trauma/Choque hemorrágico experimental 

 

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratório de Cirurgia Experimental da 

Divisão de Trauma, Queimaduras e Cuidados Intensivos do Departamento de 

Cirurgia da Universidade da Califórnia em San Diego (UCSD) [Fig.8], de acordo com 

as normas nacionais (“Guide for the Care and Use of laboratory Animals of the 

National Institutes of Health, USA”) para cuidados aos animais de experimentação, 

tendo o projeto sido previamente submetido e aprovado pelo Comitê de Cuidados e 

Utilização de Animais da instituição (“Institutional Animal Care and Use Committee, 
IACUC- UCSD; PROTOCOL S09384”). 

 

 

Figura 8: Visão externa e interna do Laboratório de Ciências Básicas e Pesquisa Clínica da Divisão 

de Trauma, Queimados e Cuidados Críticos da UCSD. Com foco em pesquisas sobre resposta 

fisiopatológica à lesões graves, utiliza modelos celulares, moleculares e técnicas genéticas para o 

melhor conhecimento sobre as vias de resposta biológica, objetivando melhorar! o! tratamento! de!

pacientes!vítimas!de!trauma!grave!e!queimaduras.!

 

Foram utilizados no modelo experimental camundongos C57BL/6J (TLR4+/+: Wild 

type [WT]) e C57BL/10ScN (TLR4-/-: Knockout [K0]) machos (Jackson Laboratories, 

Bar Harbor, ME, USA) com 8 a 16 semanas de vida [Fig.9]. Camundongos  

C57BL/10ScN contém uma deleção espontânea do lócus do gene Tlr4(LPS), que 

codifica a proteína TLR4, resultando em perda de RNA mensageiro (mRNA) e 
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proteínas, assim como incapacidade de resposta à estimulação aos LPS [77, 78]. Os 

animais foram alojados no biotério da UCSD com ciclos circadianos de luminosidade 

a cada 12h e acesso livre à alimento e água. Foram aleatoriamente designados aos 

grupos por locação casual probabilística. A casualização foi efetivada por sorteio, 

uma a uma, de fichas semelhantes separadas, identificadas pelas siglas SHAM 

(grupo controle/operação simulada), ou HS (grupo trauma/choque hemorrágico). Um 

total de 30 animais foram utilizados e divididos em 2 grupos: 15 animais para o 

modelo de permeabilidade intestinal e 15 animais para os modelos de coleta de 

tecidos, com cada grupo subdividido em animais do grupo controle (5 animais) e do 

grupo estudo (5 animais WT + 5 animais TLR4K0). 

 

Figura 9: Aspecto morfológico do camundongo C57BL/6 – tipo selvagem ou “Wild Type” [WT]; 

bancada do modelo experimental de trauma/choque hemorrágico com execução simultânea em dois 

animais. (“Laboratory of Basic Science & Clinical Research, Trauma Division, UCSD/USA”). 

Os animais foram divididos em três grupos de acordo com o tratamento: 1) WT 

Sham = grupo controle (submetido apenas à cateterização femoral); 2) grupo WT-

T/HS (cateterização femoral + laparotomia mediana 2,5cm + choque hemorrágico 

experimental + ressuscitação);  3) grupo K0-T/HS (cateterização femoral + 

laparotomia mediana 2,5cm + choque hemorrágico experimental + ressuscitação). 

O peso dos animais variou entre 25-34 gramas. Todos foram submetidos à 

anestesia geral por isofluorano inalado. Todas as operações foram realizadas por 

técnica asséptica. Uma incisão na região inguinal esquerda foi realizada e a artéria 

femoral canulizada com cateter de polietileno com 0,68mm de diâmetro externo 

(PE10- INTRAMEDIC - Clay Adams™, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, 

USA). Os grupos de estudo após cateterização da artéria femoral foram submetidos 
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à laparotomia mediana de 2,5cm com manipulação intestinal por três  minutos 

(trauma) e ao modelo de choque hemorrágico experimental por retirada seqüencial e 

controlada de sangue arterial na razão de 0,1ml/minuto até atingir a pressão arterial 

média (PAM) alvo, entre 30-40mmHg. A pressão arterial média (PAM) foi 

monitorizada por conexão do cateter femoral a transdutor de pressão e fisiógrafo 

computadorizado (VIRIDIA CMS Model 66/ CPU M1094B, Hewlett-Packard/Phillips, 

USA) e mantida entre 30-40mmHg por 1 hora [Fig.10]. A temperatura corporal foi 

mantida em 37±0,2°C por meio de sistema de acolchoamento térmico controlado por 

fluxo de água aquecida (T-PUMP Classic, Model TP650, Gaymar Industries, NY, 

USA). A ressuscitação hidro-eletrolítica foi realizada nos grupos estudo com solução 

de Ringer Lactato (RL) em um volume correspondente a três vezes o volume de 

sangue retirado para a manutenção do choque hemorrágico. Todos os animais 

receberam analgesia por buprenorfina (0,05mg/kg, subcutânea) imediatamente 

antes do término da anestesia. 

 
Figura 10: Camundongo sendo submetido a cateterização da artéria femural no modelo experimental 

de choque hemorrágico, com PAM alvo entre 30-40mmHg. (“Laboratory of Basic Science & Clinical 

Research, Trauma Division, UCSD/USA”). 

 

Permeabilidade intestinal 

Foi utilizado o ensaio “in vivo” da permeabilidade intestinal com o isotiocianato de 

fluoresceína (FITC-Dextran) conjugado com Dextran de 4kDa para quantificação dos 

efeitos da lesão por trauma/choque hemorrágico experimental na função fisiológica 

de barreira do intestino delgado terminal. Quatro horas após o experimento inicial, 

período no qual se observa em grau máximo as alterações histopatológicas 

intestinais [80], os animais foram novamente anestesiados e submetidos a 

laparotomia mediana. O íleo distal foi identificado e um segmento de 5cm isolado 
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entre ligaduras de fio de seda. Em seguida foi realizada injeção intraluminal no 

segmento ileal isolado de 25mg/ml de FITC-Dextran de 4 kDa (Sigma, St. Louis, MO, 

USA) diluído em 200µl de solução salina tamponada por fosfato (PBS), e em 

seguida a incisão laparotômica fechada. Após 30 minutos, os animais foram 

novamente anestesiados e coletado sangue por punção cardíaca e 

subsequentemente submetidos à eutanásia. O soro (plasma) foi separado por 

centrifugação (10.000RPM/10 minutos) e  medido o índice de fluorescência em 

espectrofotômetro (SpectraMax M5, Molecular Diagnostics, Sunnyvale, CA, USA) 

calibrado para 520nm de comprimento de onda [Fig.11]. Posteriormente, os 

resultados foram analisados e ajustados à curva padrão do FITC-Dextran diluído em 

plasma de camundongo (n=5 animais por grupo).  

 

 
Figura 11: Esquema didático das etapas do modelo de permeabilidade intestinal “in vivo”. 

(“Laboratory of Basic Science & Clinical Research, Trauma Division, UCSD/USA”). 

 

Exame histopatológico 

Segmentos do íleo terminal (cinco animais por grupo; n=5), após fixação em formol 

tamponado a 10% e parafina, foram corados pelos métodos de hematoxilina e 

eosina (Surgipath, Richmond, IL). As lâminas foram examinadas por patologista que 

desconhecia de que grupo ou subgrupo de animais provinha o material, usando 

microscópio ótico Olympus FSX100 (Center Valley, PA, USA) para quantificação 
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histológica dos elementos da reação inflamatória. Imagens das lâminas examinadas 

foram digitalizadas por meio de software FSX-BSW Ver.02.02 [Fig.12]. Os 

espécimes foram analisados de acordo com os critérios de Cuzzocrea [79], 

considerando-se os seguintes indicadores: grau 0, ausência de alterações 

histológicas; grau 1 (médio), edema focal ou difuso leve; grau 2 (moderado), edema 

difuso e necrose de vilosidades; grau 3 (intenso), necrose difusa com  evidência de 

infiltrado polimorfonuclear na submucosa; grau 4 (muito intenso), necrose maciça 

com infiltrado mononuclear disseminado e hemorragia. 

 
Figura 12: Imagem do microscópio ótico Olympus FSX100 (Center Valley, PA, USA). 

 

Imunohistoquímica  

Segmentos do íleo terminal (cinco animais por grupo; n=5) foram preservados em 

polímero inerte para crio-preservação O.C.T (Tissue-Tek®, Sakura Finetek, USA), 

resfriados em nitrogênio líquido e estocado a -80°C.  Posteriormente, as amostras 

do tecido intestinal foram submetidas a corte em criostato (Reichert-Jung Cryocut 

1800, Reichert Microscopes, Depew, NY) a -20°C, para obtenção de secções finas 

(10µm). As lâminas foram fixadas em 3,7% paraformaldeido (Electron Microscopy 

Series, Hatfield, PA) por 10 minutos, lavadas em solução de fosfato tamponado PBS 

a 1%. As lâminas contendo as secções de tecido foram bloqueadas por 1 hora em 

solução de albumina bovina a 3% (BSA 3%). Após esse processo os tecidos foram 

incubados por 12 horas com anticorpo para ocludina ou ZO-1 (Ivitrogen, Calrsbad, 

CA) na concentração de 1:100 em solução de BSA a 1% e, posteriormente, 

incubados com anticorpo secundário Alexa Fluor® 488 (Invitrogen, Calrsbad, CA) na 

concentração de 1:200 em solução de BSA a 1% por 1 hora. Solução do corante 
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nuclear azul-fluorescente (D.A.P.I. Invitrogen, Calrsbad, CA) ou 4',6-diamidino-2-

fenilindol e do preservativo dos sinais fluorescentes das moléculas alvo 

(SlowFade®Gold-Invitrogen, Calrsbad, CA) foram adicionadas sequencialmente à 

preparação. As imagens foram capturadas por microscópio confocal à laser, 

Olympus FluoView™ [Fig.13], e analisadas em configurações de exposição fixas pelo 

programa de análise computacional “Advanced Software v6.1, Olympus” em 

aumento de 60x. 

 

Figura 13: Imagem da bancada do Microscópio Confocal Olympus FluoView™ com varredura à 

Laser. (“Laboratory of Basic Science & Clinical Research, Trauma Division, UCSD/USA”). 

 

Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados sob o ponto de vista estatístico em programa 

computadorizado KaleidaGraphic, versão 4.04, ano 2008. As variáveis paramétricas 

foram testadas por meio de análise de variância (ANOVA) com correção de 

Bonferroni. Nos casos de variáveis não paramétricas utilizou-se o teste de Kruskal-

Wallis com “post hoc” teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. Os dados foram expressos 

por sua média ± erro padrão das médias. Foram considerados significantes os 

valores de p<0,05. 
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Todas as etapas do modelo experimental foram realizadas pelo Dr. Luiz Guilherme 

Cintra Vidal Reys auxiliado pelos técnicos do Laboratório de Ciência Básica e 

Pesquisa Clínica da UCSD e pelo Dr. Yan Ortiz-Pomales, sob orientação e 

supervisão do orientador Prof. Dr. Paulo G. de Oliveira e do co-orientador Prof. Dr. 

Raul Coimbra em todas as fases da pesquisa. A avaliação anatomohistopatológica 

foi realizada pelo Dr. Paul L. Wolf, Médico Patologista da UCSD, em procedimento 

blindado quanto a origens dos grupos experimentais dos espécimes analizados. O 

desenho estatístico do modelo experimental foi delineado pelo Estatístico, Analista 

de Redes e Programador, Sr. Dale Fortlage da Divisão de Trauma da UCSD. 

Declaramos não haver conflito de interesses relacionados ao estudo. 
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RESULTADOS 

 

Permeabilidade Intestinal ao FITC-Dextran após a lesão por trauma seguido de 

choque hemorrágico 

 

As concentrações séricas do FITC-Dextran encontravam-se elevadas nos animais 

WT-T/HS em comparação aos animais do grupo controle (164,26±40,00 µg/mL vs. 

31,02±9,94 µg/mL; p<0,01; Figura 14). Não foram observadas diferenças 

significantes entre as concentrações de FITC-Dextran dos animais K0-T/HS e os 

animais do grupo controle (38,96±9,99 µg/mL vs. 31,02±9,94 µg/mL; p>0,05). As 

concentrações séricas do FITC-Dextran nos animais K0-T/HS foram 

significativamente menores do que nos animais WT-T/HS (38,96±9,99 µg/mL vs. 

164,26±40,00 µg/mL; p<0.05).  

 

 
(*) p=0,003; (#) p=0,005. 

WT SHAM (grupo controle de animais TLR4+/+ do tipo selvagem submetidos à operação simulada); WT T/HS (animais TLR4+/+ 
do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS); K0 T/HS (animais TLR4-/- knockout [K0] submetidos a T/HS).!

Figura 14. Gráfico demonstrativo dos resultados do experimento de permeabilidade intestinal ao 

FITC-Dextran após T/HS entre os diversos grupos. 
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Análise histopatológica após a lesão por trauma e choque hemorrágico experimental 

 

Após 4 horas da lesão experimental, a aparência histológica do íleo terminal dos 

camundongos WT-T/HS foi marcadamente anormal, com escore médio de lesão 

intestinal de 2,11± 0,11 (p< 0,01; Fig. 15B e 16) em comparação com os animais 

controle (escore de lesão intestinal = 0; Fig. 15A e 16). O íleo dos animais WT-T/HS 

continha número significativo de vilosidades de tamanho reduzido, alterações na 

polaridade nuclear do epitélio e áreas de necrose focal da mucosa. A aparência 

histológica do íleo dos animais K0-T/HS foi quase normal (escore de lesão intestinal 

0,11±0,07; Fig. 15C e 16) e se assemelhava ao padrão encontrado nos animais 

controle. 

 

 
(A) Aparência histológica normal do íleo terminal nos animais do grupo controle (WT-Sham) com vilosidades intestinais e da 

mucosa normais e ausência de células inflamatórias. (B) Íleo terminal de animal do grupo  WT-T/HS. As vilosidades estão 

marcadamente encurtadas e sem uniformidade de tamanho, e áreas focais com perda da polaridade nuclear e necrose. (C) 

Íleo terminal de animal do grupo  K0-T/HS com aspecto histológico semelhante ao grupo controle. Aumento 40x (barra=20µm). 

(“Laboratory of Basic Science & Clinical Research, Trauma Division, UCSD/USA”). 

 

Figura 15. Avaliação histopatológica do íleo terminal nos diferentes grupos: (A) WT SHAM, grupo 

controle de animais TLR4+/+ do tipo selvagem submetidos à operação simulada; (B) WT T/HS, 

animais TLR- 4+/+ do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS; (C) K0 T/HS, animais TLR4-/- knockout 

[K0] submetidos a T/HS.  
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(*) p<0.05 quando comparado com WT-Sham e K0-T/HS. 

WT SHAM (grupo controle de animais TLR4+/+ do tipo selvagem submetidos à operação simulada); WT T/HS (animais TLR4+/+ 
do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS); K0 T/HS (animais TLR4-/- knockout [K0] submetidos a T/HS).!

Figura 16. Gráfico com avaliação histopatológica dos segmentos de intestino delgado (íleo terminal) 

nos diversos grupos, de acordo com o escore de lesão. Escore de Cuzzocrea: grau 0, ausência de 

alterações histológicas; grau 1 (médio), edema focal ou difuso leve; grau 2 (moderado), edema difuso 

e necrose de vilosidades; grau 3 (intenso), necrose difusa com evidência de infiltrado 

polimorfonuclear na submucosa; grau 4 (muito intenso), necrose maciça com infiltrado mononuclear 

disseminado e hemorragia. 

 

  

Alterações na expressão intestinal da ocludina analisadas por microscopia confocal 

 

Houve correlação inversa entre os resultados da permeabilidade intestinal com as 

alterações na expressão da proteína de junção ocludina nos tecidos intestinais 

coletados 4 horas após o choque hemorrágico experimental [Fig. 17]. Foi observada 

diminuição significativa na expressão da ocludina intestinal, evidenciada por 

diminuição no sinal  fluorescente nas vilosidades intestinais dos animais WT-HS 

quando comparados com os animais WT-Sham (1,00±0,042 vs 0,49±0,03, 

respectivamente; p<0,0001) e do grupo K0-HS (0,49±0,03 vs 0,88±0,03, 

respectivamente; p<0,0001). A expressão da proteína ocludina foi analisada e 

quantificada em unidades fluorescentes relativas baseada na quantificação média 

dos sinais fluorescentes do grupo controle [Fig. 18]. Não foram observadas 
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diferenças significantes na expressão da ocludina intestinal entre os grupos WT-

Sham e o grupo K0-HS (1,00±0,042 vs 0,88±0,03, respectivamente; p>0,05).  

 
(*) p<0,0001 quando comparado com WT-Sham e K0-T/HS.  

WT SHAM (grupo controle de animais TLR4+/+ do tipo selvagem submetidos à operação simulada); WT T/HS (animais TLR4+/+ 
do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS); K0 T/HS (animais TLR4-/- knockout [K0] submetidos a T/HS).!
!

Figura 17. Gráfico de barras demonstrativo da expressão da ocludina intestinal analisada por 

microscopia confocal, entre os diversos grupos. 
 

 

 

                                     
 

Nota: WT SHAM (grupo controle de animais TLR4+/+ do tipo selvagem submetidos à operação simulada); WT T/HS (animais 
TLR4+/+ do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS); K0 T/HS (animais TLR4-/- knockout [K0] submetidos a T/HS). Imagens das 
vilosidades intestinais em aumento de 60x. Diminuição significativa na expressão da ocludina intestinal, evidenciada por 
atenuação no sinal  fluorescente nas vilosidades intestinais dos animais WT T/HS quando comparados com os animais WT 
Sham. Não foram observadas diferenças significantes na expressão da ocludina intestinal entre os grupos WT Sham e o grupo 
K0/HS. !
 
Figura 18. Imagens de microscopia confocal demonstrativos da expressão da ocludina intestinal 

analisada por microscopia confocal, entre os diversos grupos.  

WT!SHAM! WT!T/HS! K0!T/HS!
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Expressão da proteína ZO-1 e alterações no espaçamento dos complexos juncionais 

analisadas por microscopia confocal 

 

Alterações nas junções intercelulares do epitélio tem sido associadas com aumento 

na permeabilidade da barreira intestinal. As células epiteliais do intestino foram 

coradas por imunohistoquímica visando a análise da proteína ZO-1 e as alterações 

na morfometria dos espaços intercelulares por microscopia confocal nos diversos 

grupos. As imagens foram capturadas por microscópio confocal à laser, Olympus 

FluoView™, e analisadas em configurações de exposição fixas pelo programa de 

análise computacional “Advanced Software v6.1, Olympus” em aumento de 60x. A 

proteína ZO-1 encontrava-se normalmente distribuída na periferia das células do 

epitélio intestinal, nas áreas de junção intercelular, nos animais do grupo controle 

[Fig. 19]. Este padrão de distribuição normal encontrava-se alterado nos animais 

WT-HS com aumento do espaçamento intercelular quando comparados ao grupo 

WT-Sham (0,77±0,19µm vs 0,09±0,05µm, respectivamente; p<0,01). O padrão 

morfométrico dos espaços intercelulares no epitélio intestinal dos animais WT-Sham 

foi similar aos encontrados nos animais K0-HS, com padrão de ordenamento 

contínuo e regular nas bordas celulares e no espaçamento intercelular (0,09±0,05µm 

vs 0.02±0.02µm, respectivamente; p>0,05). 
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(*) p<0,005; (#) p<0,001.  
WT SHAM (grupo controle de animais TLR4+/+ do tipo selvagem submetidos à operação simulada); WT T/HS (animais TLR4+/+ 
do tipo selvagem[WT] submetidos a T/HS); K0 T/HS (animais TLR4-/- knockout [K0] submetidos a T/HS).!
!

 
Nota: Imagens dos espaços intercelulares das vilosidades intestinais em aumento de 600x (barra 5µm). Setas demonstrando o 
espaçamento intercelular mais acentuado no grupo WT T/HS do que os grupos WT SHAM e KO T/HS que apresentam 
espaçamantos normais. 
 
Figura 19. Gráfico e imagens da imunohistoquímica para ZO-1 com análise do espaçamento das 

junções intercelulares por microscopia confocal, entre os diversos grupos. 
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DISCUSSÃO 

 

As lesões por trauma representam a principal causa de morte nas primeiras quatro 

décadas de vida e a terceira causa de morte na população em geral nos EUA [81]. 

Os indivíduos que sobrevivem à lesão traumática inicial poderão vir a desenvolver 

complicações, como a SRIS, sepse e SDMO, as principais causas de mortalidade 

tardia [82]. Estudos experimentais em animais submetidos a lesão por queimadura 

demonstraram uma estreita relação entre a disfunção da barreira epitelial do trato 

intestinal e as síndromes inflamatória sistêmica e de disfunção de múltiplos órgãos 

[83, 84].  

Relaciona-se à resposta imune inata, a capacidade de reconhecimento de estruturas 

moleculares patogênicas, diferenciá-las do “self” do hospedeiro, ativação rápida e 

efetiva de mecanismos da defesa imune natural, além da orientação da resposta 

imune adaptativa através da ativação e expansão de clones linfocitários antígenos-

específicos aos germes. A investigação dos variados processos envolvidos pode 

conduzir ao desenvolvimento de estratégias terapêuticas eficazes. 

Os TLR dos mamíferos são homólogos dos receptores Toll da mosca Drosophila. 

São proteínas transmembrana com domínios extracelulares compostos por regiões 

predominantes em leucina que interagem com ligantes (PAMPs e DAMPs). Os 

domínios intracelulares dos TLR, homólogos ao domínio do receptor de interleucina-

1 (IL-1R), são denominados receptores de domínio Toll/Interleucina-1 (TIR).  A 

ativação por um padrão molecular específico converge ao nível do domínio TIR 

sinalizando e induzindo o desacoplamento de seu inibidor (ikB) que se desloca do 

citoplasma ao núcleo celular em sua forma ativada (NF-kβ) e induz a expressão de 

genes pró-inflamatórios. São descritas cinco moléculas adaptadoras relacionadas ao 

domínio TIR: MyD88, MAL (adaptador MyD88-simiar)/TIRAP (proteína adaptadora 

contendo o domínio TIR), Trif (daptador contendo o domínio TIR induzindo 

interferon-beta) e SARM (proteína contendo SAM e ARM).  

No presente estudo foi demonstrado que o receptor Toll-símile 4 (TLR4) tem uma 

função crítica na disfunção da barreira intestinal após a lesão por trauma/choque 

hemorrágico (T/HS). Os camundongos TLR4 “knockout” (K0) mantiveram a 

morfologia ileal normal após a lesão por T/HS, sem alterações histopatológicas 
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significativas, assim como no ensaio “in vivo” da permeabilidade intestinal ao FITC-

Dextran e na expressão das proteínas ocludina e ZO-1 à microscopia confocal. 

Esta linhagem de camundongos tem sido estudada e utilizada em uma ampla 

variedade de pesquisas sobre mecanismos imunológicos e inflamação [85-90].  

Para determinar os fundamentos envolvidos na disfunção da barreira intestinal e nas 

doenças inflamatórias variados modelos animais tem sido utilizados de acordo com 

sua complexidade e o alvo da pesquisa. Estes sistemas experimentais incluem 

nematódeos invertebrados (Caenorthabditis elegans), organismos invertebrados 

mais complexos (Drosophila melanogaster), e vertebrados (ratos, camundongos e 

outros mamíferos). Entre os animais vertebrados citados, os roedores são os mais 

utilizados. Os benefícios de utilização de roedores nos modelos experimentais 

incluem os fatos de que o epitélio intestinal possui os mesmos tipos celulares que os 

humanos (células caliciformes, enterócitos, células de Paneth e enteroendócrinas), e 

reproduz, relativamente, modelos de inflamação intestinal que podem ser induzidas 

e mimetizam as doenças humanas, especialmente no caso dos camundongos, nos 

quais linhagens transgênicas podem ser desenvolvidas para examinar estruturas 

moleculares específicas ou vias que regulam a homeostasia epitelial intestinal [91]. 

As alterações histológicas intestinais após queimaduras estão bem documentadas 

em vários estudos, demonstrando perda do padrão estrutural normal das vilosidades 

intestinais e necrose focal da mucosa [92, 93, 94]. Não foram encontrados porém 

estudos que demonstrassem o mecanismo de modulação do TLR4 nas proteínas da 

junção apertada (TJ, “tight junction” ) e sua correlação com a disfunção da barreira 

intestinal após lesão por trauma e choque hemorrágico. 

As junções apertadas ou “tight junctions” (TJ) [Fig. 20] constituem uma complexa 

barreira à passagem de íons e moléculas através dos espaços intercelulares e ao 

movimento de lipídeos e proteínas entre os domínios apical e basolateral das células 

epiteliais [95]. O reconhecimento de que a isquemia intestinal pode contribuir para o 

desenvolvimento de sepse e falência de órgãos levou a novas hipóteses e 

experimentos sobre a disfunção intestinal em lesões graves por queimadura e 

trauma [96]. Dentro deste conceito, estudos experimentais realizados em 

camundongos demonstraram que a lesão grave por queimadura epidérmica 
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aumentou a permeabilidade intestinal e estava associada com a diminuição de 

proteínas das junções intercelulares [97, 98]. 

 
Figura 20: Representação gráfica das estruturas das junções intercelulares intestinais e proteínas do 

citoesqueleto. (Reproduzido de Mol. BioSyst., 2008; 4: 1181-1185)  

 

Os resultados do presente estudo demonstraram que os camundongos TLR4[K0] 

foram protegidos das alterações intestinais induzidas pelo experimento, e que a 

ativação do receptor TLR4 após a lesão por T/HS está associada a diminuição na 

expressão da ocludina intestinal e aumento no espaçamento paracelular (ZO-1; 

microscopia confocal), levando a disfunção do epitélio do íleo terminal. Não foram 

encontrados estudos anteriores que demonstrassem a importância do TLR4 na 

mediação da ruptura da barreira intestinal após a lesão por trauma seguido de 

choque hemorrágico. As proteínas da junção intercelular ocludina e ZO-1 foram 

escolhidas em função da importância e expressão nas junções apertadas do 

endotélio intestinal observadas em estudos anteriores realizados no laboratório da 

UCSD e menor custo operacional. 

As proteínas das junções intercelulares mantém a arquitetura tecidual normal e 

regulam a adesão celular, modulando a permeabilidade paracelular do epitélio 

intestinal. Ocludina e claudina estão conectadas ao citoesqueleto de actina através 

de proteínas adaptadoras, tais como a ZO-1 [99, 100]. Estudos anteriores 

demonstraram que quinase da cadeia leve da miosina (MLCK) altera a localização 

da F-actina e a estrutura protéica da junção apertada [95]. Outros trabalhos 

demonstraram que a adição de TNF-alfa (TNF-α) em culturas de células epiteliais 

aumenta a expressão da MLCK através da ativação do fator nuclear (NF)-kappaBeta 

(NF-kβ), resultando em aumento da permeabilidade epitelial [101, 102]. 

Posteriormente, foi observado que a queimadura grave aumenta os níveis de TNF-α, 
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com ativação do fator NF-kβ e aumento da expressão da MLCK intestinal, resultando 

em diminuição e redistribuição das proteínas juncionais [103, 104]. 

A família de receptores Toll-símile foi descrita inicialmente com a função de 

reconhecimento de padrões moleculares (DNA bacteriano, lipopolissácarídeos, 

peptoglicanos, ácido lipoteicóico, flagelina, RNA viral e zimozan fúngico) associados 

a patógenos exógenos (PAMPs) e relacionados à imunidade inata, sendo que cada 

classe de receptor possui uma diferente especificidade ligante [7, 9]. Mas, foi 

observado que a ativação do receptor TLR4 também induz a resposta inflamatória à 

partir de moléculas e proteínas endógenas (HMGB-1, proteínas “heat shock”, ácido 

hialurônico, fibrinogênio  e conteúdos de células necróticas) demonstrando que o 

receptor pode estar envolvido na expressão gênica de citocinas e de moléculas co-

estimulatórias [8, 22, 105, 106]. Os TLR4 sinalizam por um mecanismo 

evolucionariamente conservado nos organismos multicelulares, levando a ativação 

da via NF-kβ, que induz a expressão de quimocinas e citocinas pró-inflamatórias. Os 

TLR4 também estão envolvidos na produção de B7.1, molécula co-estimulatória, que 

tem participação na função de apresentação de antígenos aos linfócitos T, 

promovendo a sua ativação. 

Ativação dos TLR induzem a sinalização e secreção de várias citocinas e 

quimocinas, com desenvolvimento de respostas imunes específicas. Foi descrita 

uma via comum a todos os TLR, mediada pela proteína adaptadora MyD88, e uma 

segunda via específica aos TLR2 e TLR4 mediada pela proteína Mal/TIRAP, 

relacionadas com a sinalização e ativação de citocinas. Contudo, já foram descritas 

outras vias independentes, como a envolvida na secreção de IFN-β induzida pela 

ativação de TLR3 e TLR4. 

O NF-kβ desempenha um papel importante na modulação das respostas imunes 

inata e adaptativa por regular a transcrição e expressão genética de mediadores 

celulares. Em humanos, a família NF-kβ compreende subunidades denominadas: 

p50, p52, p65(RelA), c-Rel e RelB. No citoplasma das células não-ativadas o NF-kβ 

apresenta-se  em sua forma inativa, associado à proteínas inibitórias denominadas 

proteínas inibidoras do kβ (ikβ). Após a ativação o NF-kβ, por desacoplamento de 

seu inibidor, se transloca ao núcleo celular onde passa a regular a expressão de 

vários genes relacionados à resposta imune (produção de citocinas, moléculas de 

adesão, quimocinas, proteínas relacionadas com a apresentação de antígenos e a 
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apoptose, ciclooxigenase-2, sintase do óxido nítrico, além de enzimas relacionadas 

a manutenção e inibição do processo inflamatório). O desbalanceamento ou 

descontrole da via do fator nuclear kB pode desencadear uma resposta sistêmica 

prolongada e inapropriada. 

No presente estudo foi demonstrado que a ativação do TLR4 é essencial na 

mediação da ruptura da barreira intestinal após a lesão por trauma/choque 

hemorrágico. O receptor pode ser ativado por ligantes liberados após o insulto 

inicial, levando a indução da resposta inflamatória local e sistêmica e alterações nas 

proteínas da junção intercelular, com conseqüente disfunção da barreira intestinal. 

Estes resultados ajudam a elucidar os mecanismos da ruptura da barreira intestinal 

após a lesão por trauma seguida de choque hemorrágico, demonstrando o papel 

essencial que os receptores Toll-símile 4 desempenham na modulação da 

inflamação e na lesão do epitélio intestinal.  

Várias hipóteses foram formuladas procurando explicar os mecanismos envolvidos 

na ativação dos TLR4 e na resposta resultante [107-110]. Estes experimentos 

indicaram que os TLR4 são necessários para a resposta inflamatória e imune em 

vários tecidos e órgãos. 

O presente estudo procurou avaliar especificamente a disfunção da barreira 

intestinal, e os resultados encontrados demonstram que o receptor TLR4 funcional é 

necessário à modulação das alterações intestinais observadas após trauma/choque 

hemorrágico. 

O sistema gastrointestinal é continuamente exposto a potenciais indutores da 

resposta inflamatória. Estudos publicados demonstraram que as células do epitélio 

intestinal possuem mecanismos endógenos que modulam a tolerância e a 

sensibilidade dos receptores TLR4 aos ligantes potenciais do lúmen intestinal [111, 

112].  

Não foi avaliado qual o ligante específico que ativa o TLR4 na lesão por 

trauma/choque hemorrágico. Ainda não está claro qual tipo de ligante, ou de célula, 

seja crucial na sinalização da inflamação por mediação do TLR4. Tem sido muito 

difícil a demonstração experimental da ligação física direta entre os ligantes e os 

TLR4 e, em alguns casos, a sinalização requer a presença de moléculas acessórias 

(CD14 e MD2). A ativação dos receptores TLR é transmitida ao núcleo por meio de 
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uma cascata de sinalização molecular resultando em uma resposta inflamatória 

[111, 112]. 

 A identificação dos TLR4 desvendou um importante etapa relacionada à resposta 

imune. Deste modo, experimentos adicionais serão necessários para delinear o 

papel do TLR4 em cada linhagem celular (epitelial, macrófagos, dendríticas) assim 

como quais os ligantes específicos necessários para sua ativação e a resposta 

inflamatória à lesão. 
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PERSPECTIVAS 
 
Em virtude de nossos conhecimentos incompletos sobre os mecanismos exatos que 

levam a disfunção da resposta inflamatória nos traumatismos múltiplos e no choque 

hemorrágico, as estratégias de tratamento permanecem parcialmente efetivas em 

muitos pacientes.  

 

Embora existam vários estudos sobre as alterações produzidas pelo TLR4 na 

modulação da inflamação e na disfunção da barreira intestinal, permanecem muitas 

questões importantes sem resposta. Qual seria o papel exato do TLR4 nas células 

do epitélio intestinal durante estados basais de normalidade, e quais são os fatores 

determinantes de sua transição de aparente repouso para estados claramente 

deletérios e disfuncionais durante condições de estresse fisiológico? Qual seria a 

contribuição relativa de cada receptor TLR4 das linhagens enterocitária e 

leucocitária, e se sua ativação individual ou conjunta resultariam em respostas 

semelhantes em ambos os tipos de células? Quais seriam os espectros de 

mutações dos TLRs em seres humanos, e como estas modulariam a inflamação 

intestinal? Como o genoma do hospedeiro regula a suscetibilidade à doença? Como 

as interações entre o microbioma intestinal e o sistema imunológico contribuem para 

a indução da doença? Como os eventos celulares e moleculares da barreira 

intestinal interagem com o sistema imunitário inato do hospedeiro no epitélio 

intestinal e nos leucócitos regulando a gravidade da doença e sua progressão? As 

respostas a estas perguntas podem ser dirimidas pelo menos em parte, através da 

aplicação cuidadosa de vários modelos experimentais. 

 

Com auxílio dos novos conhecimentos oriundos da biologia molecular, da genética e 

da epigenética [113], futuras pesquisas deverão focar nestes questionamentos, e 

das respostas produzidas surgirão modernas abordagens terapêuticas, novos 

“insights” sobre a patogênese de doenças disfuncionais inflamatórias e mais 

importante, proporcionarão conforto e tratamentos eficazes aos pacientes. 
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CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo sugerem que o aumento da permeabilidade 

intestinal e a disfunção da barreira intestinal após o trauma e choque hemorrágico é 

um processo dependente do receptor TLR4.!
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