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RESUMO 

 

A esfingosina, um importante esfingolipídio derivado da membrana plasmática, 

exerce um papel fundamental em vários processos celulares, incluindo, proliferação 

celular, angiogênese, envelhecimento e apoptose, No entanto, seu papel na resolução 

da inflamação ainda não foi elucidado. Neste trabalho, nós propusemos avaliar o 

papel da via da esfingosina no acúmulo e sobrevivência de neutrófilos na cavidade 

pleural induzida por desafio com LPS e em neutrófilos humanos in vitro. Para isso,  

camundongos (BALB/c machos) receberam uma injeção de LPS i.pl. (250 

ng/cavidade) ou PBS (grupo controle). Primeiramente, a expressão dos receptores 

específicos de esfingosina 1-fosfato (S1P) foi avaliada em neutrófilos recuperados da 

cavidade pleural ou neutrófilos murinos isolados da medula óssea estimulados com 

LPS in vitro por qPCR e western blot. Posteriormente, foi avaliado o efeito dos 

tratamentos com inibidores da via da esfingosina (L-Cycloserine, DL-threo-

Dihydrosphingosine e CAY10621) bem como de antagonistas dos receptores de S1P 

(FTY720, JTE013 e CAY10444) no acúmulo de neutrófilos na cavidade pleural. As 

diferentes drogas foram administradas 4h após o desafio com LPS, tempo no qual já 

havia um grande acúmulo de neutrófilos, as células do lavado pleural foram coletadas 

4h depois. Além disso, analisamos o efeito da administração de S1P na cavidade 

pleural com o objetivo de avaliar sua atividade inflamatória. Ensaios in vitro, 

utilizando neutrófilos humanos, foram realizados para estudar o efeito das drogas na 

apoptose deste tipo celular. Por fim, foi realizado um ensaio de eferocitose in vivo, a 

fim de avaliar o efeito das drogas na atividade de macrófagos. O desafio com LPS, 

tanto na cavidade pleural quanto nos neutrófilos in vitro induz um aumento da 

expressão dos receptores S1PR1, S1PR2 e S1PR3. A inibição farmacológica da via da 

esfingosina e os tratamentos com os antagonistas dos receptores de S1P diminuiu o 

acúmulo de neutrófilos na cavidade pleural, aumentou a apoptose dos neutrófilos e 

induziu a eferocitose no local da inflamação. O mesmo efeito foi observado em 

ensaios utilizando neutrófilos humanos, onde ocorreu um aumento de apoptose dos 

mesmos. Em conclusão, a inibição da via da esfingosina mostrou-se pró-apoptótica e 

pró-eferocítica, podendo representar uma estratégia terapêutica pró-resolutiva para o 

tratamento de inflamações neutrofílicas induzidas por LPS. 
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ABSTRACT 

 

Sphingosine, an important sphingolipid derived from plasma membrane, plays a 

fundamental role in many cellular processes including cell proliferation, angiogenesis, 

senescence and apoptosis. However its role to inflammation resolution remains 

unclear. Here, was proposed to evaluate the role of sphingosine pathway on 

neutrophil accumulation and survival in the pleural cavity of LPS-challenged mice 

and in isolated human neutrophils. For this purpose, mice received i.pl. administration 

of LPS (250 ng/cavity) or PBS. First, the expression of S1P receptors was evaluated 

in the cells of pleura or murine neutrophils stimulated with LPS, by qPCR and 

western blot. The next step we evaluated the effect of the treatments with sphingosine 

pathway modulators such as the L-Cycloserine, DL-threo-Dihydrosphingosine 

(DTD), CAY10621, CAY10444, FTY720 and JTE013 in the cells of pleura. Thus, the 

drugs are efficient in decreased the number of neutrophil and increased the percentage 

of apoptotic cells and phagocytosis of apoptotic cells (efferocytosis). Furthermore, we 

analysed the effect of S1P administration in pleural cavity to observed inflammatory 

activity. Human in vitro assay were performed to to study the drug’s effects in human 

apoptosis. We performed efferocytosis in vivo assay. The LPS stimuli increased the 

expression of S1PRs, in vitro and in vivo. The inhibition of S1P pathway and the 

treatment with the antagonists of receptors are efficient in decreased the cells in the 

pleural cavity, increased the neutrophils apoptosis and induced the efferocytosis in the  

inflamed tissue. The same effect was observed in vitro assay, increased of human 

apoptosis. The inhibition of S1P pathway and S1PRs showed a resolutive strategy. 
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1. – INTRODUÇÃO 

 

1.1 – Inflamação 

	

O processo inflamatório pode ser definido como uma reação à uma lesão 

tecidual causada por agentes infecciosos, trauma, cirurgia, queimadura, isquemia e 

câncer que induz uma complexa sequência completa de eventos visando a restauração 

da homeostase tecidual (Dinarello, 1997; Gabay and Kushner, 1999; Katzenstein and 

Myers, 1998; Nathan, 2002) . Atualmente, a  resposta inflamatória tem sido abordada 

como um evento necessário, e portanto fisiológico,  para restaurar a homeostase de 

tecidos e órgãos, após infecções e lesões estéreis. Entretanto, quando desrregulada ou 

não resolvida (“finalizada”), a inflamação pode causar lesão tecidual, doenças 

inflamatórias crônicas, como a asma, a artrite reumatóide, a aterosclerose, a rinite 

alérgica, a fibrose pulmonar além de doenças metabólicas e doenças autoimunes, 

acarretando perda da função do órgão afetado (Marques et al., 2016). Portanto, é 

necessário que a inflamação ocorra de forma limitada terminando em horas ou dias 

(Chung, 2012; Duran-Salgado and Rubio-Guerra, 2014; Fialkow et al., 2007; 

Mandhane et al., 2011; McFarland and Martin, 2007; Van-Assche et al., 2011). 

Os sintomas clássicos da inflamação foram descritos no século I d.C., por 

Cornelius Celsius e denominados como os sinais cardinais da inflamação, são eles: o 

rubor (vermelhidão, devido à hiperemia), tumor (inchaço, causado por aumento da 

permeabilidade da microvasculatura e extravasamento de proteínas para o espaço 

intersticial), calor (calor, associado com o aumento do fluxo sanguíneo), e dor (em 

parte, devido à alterações nas terminações nervosas, como alteração de atividade 
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simpática, entre outros). Um quinto sinal foi descrito por Rudolf Virchow em 1858 e 

caracterizou a perda da função ou disfunção dos órgãos envolvidos resultante do 

edema e dor (Medzhitov, 2010). 

A resposta inflamatória pode apresentar duas reações principais: a vascular e a 

celular. A resposta vascular está associada ao aumento de permeabilidade, maior 

vasodilatação e maior exposição de moléculas de membrana envolvidas com o 

processo de recrutamento celular. A reposta celular envolve a ativação, recrutamento 

e aumento de sobrevida de celulas no sitio inflamatorio. As células envolvidas são os 

leucócitos incluindo os neutrófilos, eosinófilos, monócitos/macrófagos e linfócitos. 

As reações vasculares e celulares são mediadas por diferentes moléculas incluíndo as 

citocinas e os fatores quimiotáticos. A liberação dos mediadores quimiotáticos induz 

uma sequência de eventos associados à interação do leucócito com as células 

endoteliais que permite o recrutamento dessas células para o tecido inflamado. Esses 

eventos podem ser resumidos em: 1) no lúmen do vaso sanguíneo ocorre a 

marginalização, rolamento e adesão do leucócito no endotélio; 2) em sequência, o 

leucócito transmigra através do endotélio (processo de transmigracão); e 3) migra nos 

tecidos intersticiais em direção ao estímulo quimiotático – como ilustrado na Figura 1 

(Lawrence and Gilroy, 2007; Luscinskas et al., 2002; Muller, 2002; Weninger et al., 

2014; Yuan et al., 2012). Além disso esses fatores ativam os leucócitos e estimulam a 

sobrevivência dessas células no sitio inflamatório.  
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Figura 1 - O extravasamento perivascular auxilia na emigracao de neutrófilos. Representação 
esquemática do extravasamento perivascular, que consiste em células endoteliais, a membrana basal, 
pericitos, macrófagos perivasculares e mastócitos. Após a adesão firme em vênulas pós-capilares, os 
neutrófilos transmigram através da monocamada de células endoteliais. Após a migração 
transendotelial, os neutrófilos rastejam sobre os pericitos que são negativos para os 
proteoglicanos de sulfato de condroitina. Este rastejamento abluminal depende da molécula de adesão 
intercelular 1 (ICAM1), antígeno-1 associado à função leucocitária (LFA1) e MAC1. Abluminalmente  
os neutrófilos rastejam, após o extravasamento, em regiões de baixas densidades de proteínas da matriz 
extracelular na membrana basal (regiões de baixa expressão). Os macrófagos perivasculares podem 
auxiliar na formação dos "pontos quentes", devido à sua capacidade para produzir grandes quantidades 
de quimiocinas. Os mastócitos presentes próximos a parede do vaso sanguíneo também podem 
responder aos sinais de perigo com a liberação de fatores quimioatratantes. Fonte: Adaptado de 
Weninger et al., 2014 (Weninger et al., 2014). 

 

1.1.1-Células envolvidas nas respostas inflamatórios agudas: 

 

Neutrófilos 

Os neutrófilos são as células efetoras da imunidade inata representando, em 

humanos, o maior grupo de leucócitos encontrados na circulação sanguínea. Os 

neutrófilos são os primeiros leucócitos a serem recrutados para os sítios de inflamação 

aguda (Nathan, 2008). Vários mediadores do recrutamento de neutrófilos já são bem 

conhecidos. Dentre eles estão as quimiocinas, como por exemplo a CXCL1 e a 

CXCL2 murinos (e a CXCL8 humano), o leucotrieno B4, o fator do complemento 

C5a, e os peptídeos formilados como fMLP (N-formil-methionil-leucil-
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phenilalanina), dentre outros (Borregaard, 2010; Zlotnik et al., 2006). Esses leucócitos 

polimorfonucleares são produzidos na medula óssea a partir de células tronco 

mielóides e, na circulação, possuem uma meia vida de 6 a 8 horas, embora 

recentemente este conceito tenha sofrido modificações (Tak et al., 2013). Após migrar 

para o tecido, a meia-vida dos neutrófilos pode ser prolongada de 3 a 5 dias pela ação 

de mediadores inflamatórios produzidos localmente, o que garante tempo suficiente 

para exercer suas ações antibacterianas e fagocitárias (Summers et al., 2010). 

Os neutrófilos, bem como os macrófagos, reconhecem PAMPs (padrões 

moleculares associados à patógenos) e DAMPs (padrões moleculares associados ao 

dano celular), através de receptores do tipo Toll (TLRs), ou outros receptores da 

resposta imune inata, desencadeando ativação de cascatas sinalizadoras intracelulares 

com conseqüente ativação da expressão de genes pró-inflamatórios (Prince et al., 

2011). Um dos receptores mais estudados é o TLR4, que medeia respostas às 

bactérias Gram negativas através do reconhecimento de lipossacarídeo de membrana, 

o LPS (Prince et al., 2011).   

Os neutrófilos podem ser ativados por mediadores inflamatórios ou por 

antígenos bacterianos, aumentando a expressão de moléculas de adesão, com 

conseqüente migração para os tecidos em direção à um gradiente quimiotático 

(Fialkow et al., 2007). A ativação celular também está relacionada com o aumento da 

sua capacidade fagocítica e produção de importantes mediadores efetores da resposta 

neutrofílica. Os neutrófilos também apresentam grânulos que contêm produtos tóxicos 

bactericidas como mieloperoxidase (MPO), peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido 

hipocloroso (HOCl), elastases, proteinase-3 (PR3), gelatinases, colagenases, 

metaloproteinases e fosfolipase A2 (PLA2) (Burg and Pillinger, 2001). Estes grânulos 

podem se fundir com vacúolos citoplasmáticos formando o fagossomo, onde os 
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microrganismos serão degradados pela liberação de enzimas hidrolíticas e de espécies 

reativas de oxigênio, ou pode ocorrer a degranulação, onde seus produtos são 

secretados para o meio extracelular (Burg and Pillinger, 2001; Prince et al., 2011; 

Simon and Green, 2005). Além disso, proteases liberadas de neutrófilos agem como 

agentes flogísticos favorecendo o recrutamento adicional de PMN para o sítio 

inflamatório (Soehnlein and Lindbom, 2010). Outros mecanismos microbicidas dos 

neutrófilos são: produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), fagocitose e a 

liberação de “armadilhas extracelulares”, conhecidas como NETs (Amulic et al., 

2012; Kolaczkowska and Kubes, 2013).  

O acúmulo excessivo, a intensa capacidade dos neutrófilos em combater 

patógenos e a atuação dessas células em inflamações estéreis pode ocasionar danos 

teciduais (Jhunjhunwala et al., 2016; Summers et al., 2010). Quando os neutrófilos 

permanecem no local lesionado, a liberação do conteúdo dos seus grânulos continua 

atuando no tecido acometido de forma tóxica, levando a cronicidade da inflamação 

(Gupta et al., 2016). Assim, a permanência dessas células nos sítios inflamatórios, 

constitui-se como a base de doenças crônicas degenerativas, como artrite e diabetes, 

dentre outras (Miyoshi et al., 2016; Winter et al., 2016). Dessa forma, é necessário um 

controle refinado da permanência dessas células no tecido após desempenharem suas 

funções, como por exemplo, ser eliminado de forma eficiente pelos macrófagos, 

evitando danos exacerbados e possíveis inflamações crônicas. 

 

Macrófagos 
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Outras células do sistema imune que merecem atenção são os macrófagos. Os 

macrófagos são células fagocíticas muito importantes na modulação da resposta 

imunológica. São células derivadas de monócitos e têm origem na medula óssea a 

partir de uma célula tronco hematopoiética comum. Em resposta ao fator estimulante 

de colônias de macrófagos (M-CSF), células tronco hematopoiéticas se dividem e se 

diferenciam em monócitos, que deixam a medula óssea, entram na corrente sanguínea 

e migram para diferentes órgãos e tecidos. Uma vez nos tecidos, essas células podem 

se diferenciar localmente, dando origem a diferentes tipos de macrófagos que podem 

ser residentes ou transitórios, e que vão desempenhar papéis importantes na resposta 

imune inata ou adaptativa (Nathan, 2008; Wynn et al., 2013). Este paradigma declara 

que os macrófagos teciduais residentes em todo o corpo originam a partir de 

precursores sanguíneos, os monócitos, os quais continuamente substituem o pool 

tecidual, conforme necessário, durante toda a vida. No entanto, existe um novo 

paradigma em que a população de macrófagos residentes surge dentro dos órgãos 

durante a embriogênese, expandindo-se conforme a expansão do órgão, e repopulando 

para manter o pool de macrófagos em um nível constante nos tecidos. Neste 

paradigma os monócitos são relegados ao papel de precursores de macrófagos, 

particularmente durante o processo inflamatório  (Randolph, 2014). 

Os macrófagos são considerados fagócitos profissionais, ou seja, células cuja 

função primária é a de fagocitar partículas, que podem ser inertes ou microrganismos. 

Os macrófagos também estão envolvidos na remoção de restos celulares provenientes 

de células apoptóticas, processo este chamado de eferocitose, que são gerados durante 

a remodelação de tecidos e resolução dos processos inflamatórios. Além disso, 

desempenham um papel importante na resposta imune adaptativa, como 

apresentadores de antígenos aos linfócitos (Nathan, 2008; Poon et al., 2014). Os 
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macrófagos detectam sinais de perigo através de receptores do tipo Toll, receptores de 

reconhecimento de padrões intracelulares Nod-like (NLRs) e do receptor de 

interleucina-1 (IL-1R) (Kono and Rock, 2008; Kono et al., 2008; Park et al., 2004). 

Diferentes estímulos podem desencadear respostas dos macrófagos levando à 

ativação destas células nos tecidos. As citocinas produzidas por células do sistema 

imune podem direcionar o fenótipo destas células, dando origem a macrófagos com 

fisiologias distintas (Mosser and Edwards, 2008). Existe uma classificação que é 

muito utilizada para determinar os diferentes tipos fenotípicos de macrófagos frente a 

um determinado tipo de resposta. Os macrófagos podem ser ativados de forma 

clássica, denominados macrófagos M1 (macrófago classicamente ativados, induzido 

principalmente por IFN-γ), ou os macrófagos podem ser ativados de forma alternativa 

denominados macrófagos M2 (cicatrizadores/reparadores, induzidos principalmente 

por IL-4). Nesta classificação o grupo M2 compreende todos os outros tipos de 

macrófagos, os quais possuem uma diferença muito grande em sua fisiologia e 

bioquímica. Desta forma, foi denominado um terceiro tipo de macrófago, dentro desse 

grupo, os macrófagos resolutivos (Mres) (Ariel and Serhan, 2012; Schif-Zuck et al., 

2011). O Mres desempenha um papel importante na resolução da resposta 

inflamatória, devido à produção e liberação de mediadores anti-inflamatórios e pró-

resolutivos, além de proteínas anti-fibróticas e antioxidantes que limitam o dano 

tecidual e fibrose (Ariel and Serhan, 2012). 

 

1.1.2-Mediadores Inflamatórios 

	

Os mediadores inflamatórios são moléculas solúveis que atuam localmente na 

lesão ou de forma sistêmica. São originários do plasma, de células inflamatórias ou 
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dos tecidos lesados, e apresentam redundância funcional. Moléculas derivadas do 

plasma, tais como as do sistema complemento, cininas e fibrinogênio, são ativadas e 

seus produtos são responsáveis pelos efeitos inflamatórios, assim como os produtos 

de células que produzem mediadores lipídicos, espécies reativas de oxigênio, 

citocinas e quimiocinas (Carroll, 1998; Margolius, 1995; Nathan, 2002). As citocinas 

são proteínas secretadas com função na regulação da resposta imune, podendo regular 

também o tráfego e organização celulares em órgãos linfóides. As citocinas, em geral, 

agem como fatores de crescimento, na diferenciação e proliferação celular, e na 

maturação de células de medula óssea. Algumas são quimiotáticas e possuem 

propriedades ativadoras e supressoras, incluindo indução da morte celular programada 

nos mais diversos grupos celulares que determinam a natureza da resposta imune 

(Borish and Steinke, 2003). Dentre elas, destacam-se, a IL-1β (Interleucina-1 β), IL-6 

e TNF, que causam modificações locais, tais como edema e exsudação, ou podem agir 

de forma sistêmica quando sinalizam de forma parácrina, maturando e recrutando 

leucócitos da medula e até desencadear febre (Borish and Steinke, 2003; Nathan, 

2002; Steinke and Borish, 2006). Outras citocinas, como IL-4, IL-5 e IL-13, 

participam de respostas alérgicas e induzem a diferenciação de eosinófilos, produção 

de muco por ce ́lulas caliciformes e mudança de isotipo de anticorpos (Borish and 

Steinke, 2003). Pertencentes à família das citocinas, as quimiocinas, denominadas 

citocinas quimioatrativas (Murphy, 1994), desempenham um importante papel em 

processos inflamatórios, primeiramente por guiarem o recrutamento e ativação de 

leucócitos para o sítio inflamatório e, também, por participarem dos processos de 

resolução e reparo (Wynn, 2008).  

Já os mediadores lipídicos são lipídios bioativos que são classificados de 

acordo com a base da sua estrutura: derivados de ácidos graxos ômegas 3; derivados 
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de ômegas 6; derivados de fosfolipídios; e outros (Fullerton et al., 2014; Nolan et al., 

2013; Shimizu, 2009). Os mediadores lipídicos são gerados por síntese transcelular e 

subseqüentemente são exportados para o meio extracelular para transmitir seus sinais 

para células alvo através da ligação a receptores ligados a proteína G. Além disso, são 

característicos por serem produzidos e agirem localmente e por sua meia-vida curta 

(segundos a minutos). Esses mediadores são geralmente produzidos de acordo com a 

“demanda”, embora, ocasionalmente, os precursores podem ser produzidos e 

armazenados para facilitar a mobilização quando necessária (Murakami, 2011; 

Stables and Gilroy, 2011). Neste trabalho nosso foco será um mediador lipídico 

derivado da membrana plasmática, a esfingosina, que tem sido alvo de vários estudos 

recentes mostrando sua participação na resposta inflamatória. 

 

1.2 – Esfingosina 

	

Os esfingolipídios, descobertos em 1884, representam a principal classe de 

lipídios expressos nas membranas de células eucariotas. São formados 

estruturalmente por uma molécula principal de esfingosina e suas funções estruturais 

primárias estão ligadas a formação da membrana plasmática. Além de suas funções 

estruturais, estes lipídios têm surgido como uma fonte importante de moléculas de 

sinalização e estão potencialmente envolvidos em processos fisiopatológicos 

(Hannun, 1994; Melendez, 2008; Merrill et al., 1997; Spiegel and Milstien, 2011).  

Os principais metabólitos dos esfingolipídios são a ceramida, a esfingosina e a 

esfingosina 1-fosfato (S1P) (Hannun, 1994; Merrill et al., 1997). A ceramida e a 

esfingosina agem como mensageiros secundários para sinalização da apoptose, 
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desencadeada por vários tipos de estresse intracelulares e por estímulos extracelulares 

(Mathias et al., 1998). A S1P pode agir também como um mensageiro secundário 

intracelular ou extracelular. No meio extracelular a S1P pode se ligar a cinco 

receptores de membranas acoplados a proteína G, nomeados S1PR1, S1PR2, S1PR3, 

S1PR4 e S1PR5, promovendo assim diversas funções biológicas, entre elas, 

diferenciação celular migração, celular e tráfico de linfócitos. Esses receptores eram 

denominados anteriormente de receptores do gene de diferenciação endotelial (EDG). 

Na literatura já foi demonstrado que todos esses receptores são ativados por baixas 

doses de S1P (Chun et al., 2002). O S1PR1 é exclusivamente acoplado a subunidade 

alfa Gi/o de proteínas G heterotriméricas, enquanto S1PR2 e S1PR3 se acoplam com 

Gi/o, Gq e G12/13, já os receptores 4 e 5 se acoplam somente a  Gi/o e  G12/13 (Obinata and 

Hla, 2012). Geralmente a sinalização através de Gi/o  leva a ativação da via de 

PI3K/Akt prevenindo a apoptose celular e a ativação de PI3K/Rac promovendo um 

rearranjo do citoesqueleto e migração celular, bem como a ativação de fosfolipase C 

(PLC), aumentando a concentração de cálcio intracelular e a inibição de adenil ciclase 

reduzindo a produção de cAMP. A sinalização através de Gq  primeiramente ativa a 

via de PLC e a sinalização através de G12/13 promove a ativação de Rho inibindo Rac 

e a migração celular. O balanço dessas vias de sinalização de cada tipo de receptor 

determina os vários efeitos divergentes de S1P, que depende da expressão dos 

subtipos dos seus receptores em diferentes tipos celulares (Obinata and Hla, 2012; 

Parrill et al., 2012; Spiegel and Milstien, 2011; Strub et al., 2010) – Figura 2. Os 

receptores 1 a 3 são altamente expressos em células do sistema cardiovascular e do 

sistema imune (Lee et al., 1998). S1PR4 está expresso em células linfóides e células 

musculares (Graeler and Goetzl, 2002; Ryan and Spiegel, 2008); e S1PR5 nas células 
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que compõe a substância branca do sistema nervoso central, como os 

oligodendrócitos (Im et al., 2000; Terai et al., 2003).   

 

Figura 2 – Via metabólica, transporte e receptores de esfingosina 1-fosfato (S1P), seus inibidores e 
antagonistas. A) Metabolismo “de novo” do esfingolipídio começa no reticulo endoplasmático, onde a 
serina palmitoiltrasferase une a serina mais o palmitato em 3-queto-diidroesfingosina, seguida pela 
conversão seqüencial de diidroesfingosina, diidroceramida e ceramida pela ação da 3-queto-
diidroesfingosina redutase, diidroceramida sintase e diidroceramida desaturase, respectivamente. A 
ceramida, gerada também pela síntese “de novo” ou pela degradação dos esfingolipídios complexos 
como esfingomielina e glicoesfingolipidios, é desacetilada pela ceramidase a esfingosina, seguida pela 
fosforilação feita pela esfingosina cinase produzindo assim a esfingosina 1-fosfato (S1P). S1P é 
desfosforilada à esfingosina pela S1P fosfatase ou pela lipídio fosfatase, ou é irreversivelmente 
degradada a fosfoetanolamina e hexadecenal pela S1P liase. B) S1P produzida intracelularmente é 
transportada por transportadores específicos como Spns2 e são carreadas por proteínas carreadoras como 
ApoM associada a HDL e a albumina. C) S1P ativa os S1P receptores 1-5, nos quais transmitem vários 
sinais intracelulares de acordo com a qual subunidade Gα da proteína G e ao padrão de expressão de 
cada receptor a um dado tipo celular. Em destaque estão as drogas usadas em nosso trabalho. Fonte: 
Adaptado de Obinata e Hla, 2012 (Obinata and Hla, 2012). 

O equilíbrio entre  ceramida,  esfingosina e  S1P é o que controla as funções 

intracelulares a serem realizadas pela célula. A esfingosina cinase (SK) é a enzima 

que converte a esfingosina em S1P e é responsável por este balanço (Taha et al., 

2006). A SK possui duas isoformas, esfingosina cinase 1 (SK1) e esfingosina cinase 2 
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(SK2). A SK1 é a mais abundante na maioria dos tipos celulares e a melhor estudada 

até o momento. Está ligada ao crescimento e a sobrevivência celular e sua alta 

expressão têm sido relacionada com crescimento tumoral. Pouco se sabe sobre as 

funções da SK2, mas ela parece estar relacionada com a redução do egresso de 

linfócitos de tecidos linfóides resultando em uma linfopenia (Chiba, 2005; Huwiler 

and Pfeilschifter, 2006; Spiegel and Milstien, 2007; Taha et al., 2006). 

Estudos recentes têm mostrado o papel da S1P no sistema imune (Aoki et al., 

2016; Maceyka and Spiegel, 2014; Mendoza et al., 2012; Pappu et al., 2007; Pham et 

al., 2010). O eixo de S1P e seu receptor 1 (S1PR1), regula o tráfico e a migração de 

linfócitos T e B, progenitores hemocitopoéticos, macrófagos, células dendríticas, 

neutrófilos, mastócitos, células natural killer e osteoclastos (Rivera et al., 2008). 

Outros trabalhos demonstram que além de S1P orquestrar a diferenciação de vários 

tipos de células imunes, esse esfingolipídio pode induzir mudanças em seus fenótipos 

e regular a produção de citocinas pro-inflamatórias e eicosanóides (Cyster and 

Schwab, 2012; Spiegel and Milstien, 2011). Alguns trabalhos mostram que as 

concentrações de S1P no sangue e na linfa são maiores do que nos tecidos, e o egresso 

de linfócitos para o timo e para órgãos linfóides secundários é dependente dessa 

concentração e ativação de S1PR1 (Cyster and Schwab, 2012).  

Na tentativa de esclarecer o papel de S1P nos processos inflamatórios,  alguns 

grupos de pesquisa têm usado camundongos knockout para SK1 ou SK2. Animais KO 

para SK1 mostraram uma melhora em quadros de colite (Snider et al., 2009) e artrite 

(Baker et al., 2010), enquanto outros estudos mostram que a atividade inflamatória 

desses animais é a mesma (Michaud et al., 2006). Em modelos de neuroinflamação 

(Grin'kina et al., 2012) e lesão pulmonar (Di et al., 2010) induzidos por LPS, esse 

animais tiveram um agravamento da doença. Já animais KO para SK2, houve uma 



	

32	

exacerbação em modelo experimental de infecção pulmonar bacteriana (Zemann et 

al., 2007). Além disso, foi demonstrado que nesses animais, a deleção de SK1 

diminuiu os níveis séricos de S1P, enquanto a deleção de SK2 aumenta os níveis 

desse metabólito, provavelmente devido a super regulação de SK1 nos animais KO 

para SK2 e o aumento de S1P em tecidos específicos (Liang et al., 2013; Snider et al., 

2009). Em outros trabalhos, sem a utilização de animais KO, foi demonstrado que os 

níveis elevados de S1P aumentam o recrutamento de leucócitos para o local lesionado 

durante a artrite inflamatória (Lai et al., 2008). Na lesão pulmonar aguda o aumento 

dos níveis de S1P foi relacionado com a inibição da apoptose de neutrófilos (Lin et 

al., 2011). Assim, vários autores tem sugerido que S1P, pode ter funções distintas em 

resposta à diferentes estímulos, células e tecidos (Aoki et al., 2016; Maceyka and 

Spiegel, 2014).  

Além disso, tem se demonstrado uma íntima associação entre S1P e produção 

de TNF. Essa importante citocina estimula enzimas do metabolismo de 

esfingolipídios como, esfingomielinases, ceramidases e SK1 (Clarke et al., 2007; 

Hannun and Obeid, 2008). Várias dessas enzimas estão envolvidas na sinalização de 

TNF, como por exemplo, células que são deficientes em ceramidase ou 

esfingomielinase tem uma produção diminuída de CCL5 induzida por TNF, 

possivelmente fazendo a regulação dos níveis de esfingosina (Pitson et al., 2003). Já a 

diminuição da expressão do gene que codifica a esfingomielinase neutra regula o 

surgimento de moléculas de adesão independente da ativação de NF-κB (Clarke et al., 

2007).  Assim, vários trabalhos demonstram o papel importante da via metabólica da 

esfingosina na resposta inflamatória, entretanto, o papel dessa via na resolução da 

resposta inflamatória ainda não foi elucidado.  
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1.3 - Resolução da resposta inflamatória  

	

Devido ao processo inflamatório envolver a secreção de grandes quantidades 

de substâncias que contribuem não somente para iniciação mas também para a 

manutenção da inflamação e de sua resolução, é de grande interesse entender os 

mecanismos responsáveis pela eliminação de leucócitos e inativação dos mediadores 

pró-inflamatórios secretados no sítio inflamado. Em indivíduos saudáveis a 

inflamação possui um limite próprio e, assim que o agente agressor é eliminado, um 

programa de resolução é ativado. A resolução é essencial para que haja uma resposta 

inflamatória adequada do hospedeiro, proteção tecidual e um retorno à homeostase 

após um evento inflamatório (Serhan and Savill, 2005). A resolução da inflamação é 

orquestrada por uma mudança no perfil dos mediadores lipídicos, de eicosanóides 

pró-inflamatórios para mediadores pró-resolutivos especializados seguido por um 

tamponamento de citocinas e quimiocinas (Buckley et al., 2014; Serhan, 2008). 

Durante o processo de resolução ocorre a liberação de diferentes mediadores pró-

resolutivos que promovem a indução de apoptose do leucócito (especialmente PMN), 

bloqueiam o recrutamento de mais células polimorfonucleadas para o local acometido 

e são quimiotáticos para macrófagos não flogísticos (Sugimoto et al., 2016). Dentre 

esses mediadores, podemos citar os de natureza lipídica como as lipoxinas, 

prostaglandinas da série D, resolvinas das séries E e D e protectinas os quais são 

derivados de ácidos graxos, além de mediadores protéicos (AnnexinaA1, Galectinas) 

e gases - Esse processo está detalhado na Figura 3 (Dalli and Serhan, 2012; Schwab et 

al., 2007; Serhan et al., 2007). Esses mediadores levam a uma inibição do 

recrutamento celular, a morte por apoptose dos PMN infiltrados, e clearance das 

células apoptóticas pelos macrófagos, processo chamado de eferocitose (Buckley et 
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al., 2014; Dalli and Serhan, 2012). Vale a pena ressaltar que os leucócitos podem ser 

eliminados do sítio inflamatório por recirculação sistêmica, circulação linfática e por 

morte celular. Entretanto a principal via de retorno à homeostase de um sítio 

inflamatório é a eliminação dos leucócitos efetores por indução de apoptose (Serhan 

et al., 2007). 

 

Figura 3 - Série orquestrada de eventos que levam à resolução do processo inflamatório agudo. A 
lesão tecidual (infecção estéril ou infecciosa) leva ao reconhecimento de padrões moleculares (DAMPs 
e/ou PAMPs) pelas células residentes (macrófagos teciduais, células dendríticas e células epiteliais), os 
quais produzem rapidamente vários mediadores pró-inflamatórios (1). Nesta fase produtiva da 
inflamação, mediadores atuam promovendo vasodilatação e consequente aumento do fluxo sanguíneo 
local, modificando a permeabilidade do endotélio. Estes eventos são acompanhados por hiperemia e 
exsudação de proteínas plasmáticas e de líquidos (edema). As células endoteliais também são ativadas 
e expressam moléculas de adesão celular (selectinas e integrinas) e apresentam mediadores 
quimioatrativos, que permitam a captura e extravasamento de leucócitos (2-4). Leucócitos 
polimorfonucleares (sobretudo neutrófilos) são as primeiras células que extravasam para os tecidos 
inflamados (2), seguido por células mononucleares (3). Com a progressão da resposta inflamatória, há 
intenso influxo de leucócitos para o tecido inflamado. Estas células podem ser ativadas e se tornarem 
uma fonte importante de uma variedade de mediadores, incluindo fatores de crescimento, citocinas, 
quimiocinas, mediadores lipídicos e espécies reativas de oxigênio (ROS) (5), o que permitirá que os 
leucócitos exerçam as suas funções efetoras nos tecidos. Na fase de transição da inflamação, apesar do 
intenso acúmulo de leucócitos PMNs, sob a ação de sinais pró-resolutivos (mediada por mediadores 
pró-resolutivos e diminuição dos níveis de agentes modificadores da sobrevivência celular), inicia-se a 
apoptose (6), seguido de fagocitose por macrófagos teciduais (eferocitose) (7). Este processo envolve 
vários sinais que levam à atração, a ligação e a remoção de células apoptóticas por macrófagos. 
Durante a eferocitose, macrófagos mudam seu fenótipo de M1 para M2 (8). Macrófagos M2 - (ou M2 
like) são altamente eferocíticos e produzem moléculas anti-inflamatórias (tais como a IL-10 e TGF-β) e 
mediadores pró-resolutivos (9). Tais mediadores têm o potencial para inibir o recrutamento adicional 
de PMN, intensificar a migração de monócitos e amplificar a eferocitose. Macrófagos M2 se 
modificam para macrófagos resolutivos (Mres) (10), os quais apresentam capacidade fagocítica 
reduzida, mas, no entanto, produzem proteínas anti-fibróticas e antioxidantes que limitam o dano 
tecidual e fibrose. Tais eventos pavimentam o caminho para a fase de resolução da inflamação. O 
aumento da produção de citocinas anti-inflamatórias, de mediadores pró-resolutivos e anti-fibróticos 
por macrófagos resolutivos (Mres), a repovoação por linfócitos (11) e apoptose de macrófagos ou 
drenagem destas células para o linfonodo local (12) encerram o processo inflamatório e restauram a 
homeostase do tecido. Fonte: Adaptado de Alessandri et al., 2013 (Alessandri et al., 2013). 
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Juntamente com os eventos descritos acima, um outro acontecimento essencial 

para a resolução do processo inflamatório é a eferocitose de células apoptóticas 

(Ortega-Gomez et al., 2013). O termo effere, origina-se do latim e significa túmulo ou 

sepultura. Eferocitose refere-se ao processo pelo qual células apoptóticas têm seus 

corpúsculos apoptóticos removidos e degradados. O processo que envolve a 

eferocitose, consiste em 4 principais passos: 1) Liberação de sinais de  “find-me”, 

esses sinais são liberados pelas células apoptóticas e auxiliam na atração de fagócitos 

para o sítio inflamatório, (Gregory, 2009); 2) Exposição dos sinais de fagocitose “eat-

me”, esses sinais são expostos na superfície das células apoptóticas (fosfatidilserina 

ou calreticulina) e promovem um reconhecimento específico pelo fagócito e 

subseqüente internalização dos corpos apoptóticos. Assim,  as células mortas são 

removidas antes que percam a integridade da membrana e seu conteúdo seja liberado 

no espaço extracelular previnindo a exposição do tecido às enzimas tóxicas, oxidantes 

e outros componentes intracelulares, tais como proteases e caspases (Grimsley and 

Ravichandran, 2003); 3) Fagocitose dos corpos apoptóticos: os corpos apoptóticos são 

ingeridos e processados pelos fagócitos, onde o material fagocitado passa por uma 

série de eventos de maturação, levando a sua degradação (Kinchen and Ravichandran, 

2008; Kinchen and Ravichandran, 2010); 4) Liberação de citocinas anti-inflamatórias: 

após a ingestão do corpo apoptótico pelo fagócito, são liberadas citocinas 

antiinflamatórias, além disso outras modificações que aconteceram durante o 

processamento e o reconhecimento são eliminados  (Henson, 2005; Savill et al., 2002; 

Savill and Fadok, 2000) – Figura 4.  
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Figura 4 -  Diferentes passos envolvidos na eliminação de células apoptóticas. Os sinais de “find-
me” (como baixos níveis de nucleotídeos ATP e UTP, fractalcina, lisofosfatidilcolina ou esfingosina 1-
fosfato) liberados pelas células apoptóticas ajudam a atrair fagócitos para as  proximidades das células 
que estão sofrendo apoptose. Os fagócitos utilizam os receptores de fagocitose em sua superfície para 
encaixar com os sinais de “eat-me” das células apoptóticas. O acoplamento dos receptores (ligados ao 
reconhecimento da fosfatidilserina) estimulam a liberação de citocinas antiinflamatórias, tais como 
TGF- β, IL-10 e prostaglandina E2 (PGE2). A sinalização intracelular induzida dentro do fagócito 
pelas interações ligante-receptor conduz a rearranjos do citoesqueleto e internalização da célula em 
apoptose. O fagócito internaliza os corpos apotóticos por uma série de passos, e a digestão apropriada 
parece ser importante para a absorção continuada de outras células apoptóticas pelos fagócitos. Fonte: 
Adaptado de Ravichandran, 2010 (Ravichandran, 2010). 

 

A remoção imediata e eficiente de células apoptóticas por eferocitose (Gardai 

et al., 2005; Savill et al., 2002) é crucial para evitar a perda da integridade celular e 

extravasamento do conteúdo intracelular, e para limitar as respostas imunes contra 

auto-antígenos derivados dessas células. A eliminação de células apoptóticas é 

mediada, principalmente, por fagócitos profissionais como macrófagos e DCs, mas 

fagócitos não profissionais também podem participar deste processo (Ravichandran 

and Lorenz, 2007). 
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Todos os eventos celulares descritos acima e o desenvolvimento da 

inflamação (da fase efetora até a fase resolutiva) são orquestrados por moléculas 

sinalizadoras. Durante a resolução da inflamação algumas moléculas se destacam, 

como é o caso das CDK’s (Ciclinas dependentes de cinases), MAPK (proteínas 

cinases ativadas por mitogenos), cAMP (adenosina 3',5'-monofosfato cíclico), PI3K 

(fosfatidilinositol 3-cinase), NF-κB (Fator nuclear kappa B), entre outros (Perez et al., 

2014). Vários estudos têm demonstrado o papel da inibição de CDK no aumento da 

apoptose de leucócitos e no clearance dessas células (Alessandri et al., 2011; Leitch 

et al., 2012). O mesmo se aplica às MAPKs, sua inibição contribui para reduzir os 

parâmetros inflamatórios em doenças mediadas por neutrófilos e eosinófilos (Duan et 

al., 2004; Sawatzky et al., 2006; Schuh and Pahl, 2009). Já o aumento dos níveis 

intracelulares de AMPc é de grande importância para a resolução de vários processos 

inflamatórios agudos por induzir a apoptose de granulócitos (Sousa et al., 2009; Sousa 

et al., 2010).  A inibição de PI3K promove a resolução da inflamação caracterizada 

por acúmulo eosinófilos (Pinho et al., 2005) e a inibição de NF-κB promove a 

resolução da resposta inflamatória em modelos de artrite (Lopes et al., 2011) e 

pleurisia alérgica (Sousa et al., 2009). 

A resolução da resposta inflamatória pode acontecer de forma natural ou pela 

ação de moléculas administradas exogenamente. Assim,  com o objetivo de estimular 

e adiantar o processo de resolução da resposta inflamatória, várias moléculas e vias de 

sinalização intracelulares têm sido estudadas na atualidade (Perez et al., 2014). Como 

é o caso do peróxido de hidrogênio estudado em modelos animais de artrite 

(envolvendo principalmente neutrófilos) e de asma alérgica (envolvendo 

principalmente eosinófilos) (Lopes et al., 2011; Reis et al., 2015) o uso da anexina A1 

em modelo de pleurisia induzida por LPS (Vago et al., 2012) e o uso de rolipram 
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(inibidor de fosfodiasterase do tipo 4)  no mesmo modelo (Sousa et al., 2010).  Todos 

esses estudos mostram uma adiantamento do processo resolutivo, por indução da 

apoptose, ativação de vias de morte celular e inibição das vias de sobrevivência 

celular. Sendo assim, todas essas estratégias tornaram-se potenciais alvos terapêuticos 

para tratamentos de várias doenças inflamatórias agudas e crônicas (Alessandri et al., 

2013; Perez et al., 2014; Sousa et al., 2013). 

Apoptose ou morte celular programada é um tipo de morte celular essencial 

para o desenvolvimento normal dos organismos multicelulares e para a homeostase 

tecidual. Algumas doenças como o câncer, doenças auto-imunes e até mesmo 

síndromes degenerativas estão associadas à defeitos no controle dessa via (Cory and 

Adams, 2002; Poon et al., 2014). A apoptose é caracterizada por eventos 

morfológicos e bioquímicos que acontecem concomitantemente, ocasionando retração 

da célula, vacuolização do citoplasma, formação de blebbing (bolhas) na membrana, 

perda de aderência com a matriz extracelular, condensação da cromatina e 

fragmentação do núcleo associada com clivagem do DNA (Cohen, 1993; Gilroy et al., 

2004). Um dos primeiros sinais do processo apoptótico é a exposição de 

fosfatidilserina (PS, do inglês phosphatidylserine) na superfície da membrana celular 

externa, que é um sinal de reconhecimento dessas células pelos macrófagos, processo 

essencial para eliminação das células apoptóticas do tecido (Gilroy et al., 2004). 

Outro marcador importante de apoptose é a clivagem com consequente ativação de 

caspase-3 que é uma protease efetora que atua na clivagem de estruturas celulares e 

promove a decomposição celular (Janicke et al., 1998; Porter and Janicke, 1999). A 

caspase efetora, já ativada, cliva uma proteína (ICAD, de inhibitor of caspase-

activated ADNse) normalmente ligada a uma DNAase (CAD) no citoplasma. CAD se 

torna ativo, entra no núcleo e começa a cortar pontos especificos de DNA (clivagem 
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entre nucleossomos), desencadeando o processo de morte celular programada. Além 

disso  a caspase degrada a enzima (scramblase) que mantém PS na camada interna da 

membrana e facilita a exposição de PS  (Porter and Janicke, 1999).  

A ativação da apoptose pode ser iniciada por duas vias distintas: a via 

intrínseca (mitocondrial) e a via extrínseca (citoplasmática). A via intrínseca é ativada 

por estresse intracelular ou extracelular. Os sinais que são transduzidos convergem 

principalmente para a mitocôndria. Essa organela integra os estímulos de morte 

celular, induzindo a permeabilização mitocondrial e consequente liberação do 

citocromo c. Esse processo é desencadeado por elevações nos níveis de proteínas pró-

apoptóticas da família Bcl-2. Esta família de proteínas citoplasmáticas é caracterizada 

pela presença de membros que suprimem a apoptose (Ex: Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL, A1) 

ou promovem apoptose (Ex: Bax, Bak, Bik, Bad, Bid, Bim e Puma). No citosol, o 

citocromo c forma um complexo com a APAF-1 e caspase-9, chamado apoptossomo, 

que promove a clivagem da pró-caspase-9, liberando a caspase-9 ativa, que 

posteriormente ativa caspases-3/7. A via extrínseca é desencadeada pela ligação de 

ligantes específicos a um grupo de receptores de membrana da superfamília dos 

receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF). Quando os receptores de morte 

celular reconhecem um ligante específico, os seus domínios de morte interagem com 

proteínas adaptadoras como a FADD (Fas associated deaths domains). Essas 

moléculas têm a capacidade de recrutar a caspase-8 que irá ativar a caspase-3/7, 

executando a morte por apoptose (Best, 2008; Cory and Adams, 2002). A morte 

celular por apoptose exerce um papel fundamental na maioria dos processos 

biológicos, incluíndo a resolução da resposta inflamatória, e a desregulação desse 

mecanismo é um importante fator na patogênese e progressão de inúmeras doenças 

(Gautier et al., 2013; Ortega-Gomez et al., 2013). A resolução é imperativa para que 
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haja uma resposta adequada do hospedeiro para proteção tecidual e para um retorno à 

homeostase (Ho et al., 2001; Lahorte et al., 2004; Schulte et al., 2011; Schwab et al., 

2007; Sugimoto et al., 2016).  
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2. – JUSTIFICATIVA 

	

Dentro do processo inflamatório, para que haja um mínimo de dano ao tecido 

afetado um programa de resolução precisa ser ativado. Assim, o entendimento de vias 

específicas envolvidas na permanência de leucócitos no tecido inflamado é de grande 

interesse para o desenvolvimento de estratégias capazes de interferir com o processo 

inflamatório. Várias moléculas de origem lipídica e protéica foram identificadas como 

moléculas cruciais para o processo de resolução. No entanto, o papel da via do 

metabolismo da esfingosina na resolução da resposta inflamatória aguda e ́ pouco 

compreendido. Sabe-se que a esfingosina participa de processos biológicos 

importantes, tais como proliferação celular, angiogênese e desenvolvimento de 

tumores. Dessa forma, hipotetizamos que a via da esfingosina poderia contribuir para 

o adiantamento da resolução da resposta inflamatória (e, dessa forma, contribuiria 

para melhora geral do quadro inflamatório) por meio de apoptose de neutrófilos pela 

inibição da via de produção de esfingosina 1-fosfato ou de sua interação com 

receptores expressos em leucócitos. A elucidação de tal via de resolução do processo 

inflamatório facilitará propostas de novas terapias que poderão acelerar a resolução da 

inflamação aguda.  
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3. - OBJETIVOS 

  

3.1 - Objetivo geral   

	

Avaliar o papel da via do metabolismo da esfingosina e os seus receptores  na 

resolução da resposta inflamatória na pleurisia induzida por LPS. 

 

3.2 -  Objetivos específicos 

	

1) Avaliar o acúmulo de neutrófilos em diferentes tempos após administração 

de lipopolissacarideo (LPS) na cavidade pleural. 

2) Avaliar a expressão dos receptores de esfingosina 1-fosfato em neutrófilos 

durante a inflamação pleural induzida por LPS e em neutrófilos de medula, 

estimulados ou não com LPS; 

3) Avaliar o efeito do tratamento com inibidores da via da esfingosina e 

anatgonistas dos receptores de esfingosina 1-fosfato na resposta inflamatória induzida 

por LPS na pleura; 

4) Avaliar o efeito dos inibidores da via da esfingosina e dos antagonistas dos 

seus receptores no acúmulo de neutrófilos na cavidade pleural após administração de 

LPS; 

4) Avaliar o efeito dos inibidores da via da esfingosina e dos antagonistas dos 

seus receptores no acúmulo e na indução de apoptose de neutrófilos e macrófagos; 
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5) Avaliar o efeito da esfingosina 1-fosfato no acúmulo (recrutamento e 

sobrevida)  de neutrófilos na cavidade pleural; 

6) Verificar o efeito dos inibidores da via da esfingosina e dos antagonistas 

dos seus receptores na capacidade eferocítica de macrófagos; 

7) Verificar o efeito de esfingosina 1-fosfato em neutrófilos humanos isolados 

de sangue periférico; 

8) Verificar o efeito dos inibidores da via da esfingosina e dos antagonistas 

dos seus receptores na apoptose de neutrófilos humanos isolados de sangue periférico. 
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4. - MATERIAL E MÉTODOS 

	

	

4.1 - Animais utilizados  

  

Camundongos BALB/c machos de 8–10 semanas de idade foram adquiridos do 

Centro de Bioterismo da UFMG e mantidos em condições padronizadas tendo livre 

acesso à água e ração. Todos os procedimentos descritos neste trabalho foram 

previamente aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG número do protocolo: 

18/2013).  

 

4.2 - Modelo murino de pleurisia induzido por LPS 

 

  Camundongos BALB/c machos de 8–10 semanas de idade foram adquiridos do 

Centro de Bioterismo da UFMG e mantidos em condições padronizadas tendo livre 

acesso à água e ração. Para avaliação da cinética de migração de neutrófilos para a 

cavidade pleural, os camundongos foram sacrificados em diferentes intervalos de tempo 

(4, 8, 24, 48 e 72 horas) após o desafio com 250 ng de LPS (Escherichia coli sorotipo 

O:111:B4) ou solução salina. Posteriormente, as células formam recuperadas da cavidade 

pleural, lavando-se esta cavidade 2 vezes com 2mL de PBS. A escolha da dose de LPS foi 

determinada previamente em nosso laboratório (Sousa et al., 2010) . Escolhemos o tempo 

ideal de 4 horas após a administração do LPS para iniciarmos os tratamentos com as 

drogas escolhidas abaixo, 8 horas após o desafio com LPS foi feito o lavado pleural, após 
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a eutanásia dos animais. 

 

4.3 - Drogas e reagentes 

	

Utilizamos os seguintes inibidores da via da esfingosina: L-cycloserine que inibe a 

serina palmitoltransferase, que é o primeiro passo da síntese de esfingolipídios; o DL-

threo-dihydrosphingosine (DTD) que age como um inibidor de ambas as formas da 

esfingosina cinase (1 ou 2) e o CAY10621, um inibidor seletivo da esfingosina cinase 1. 

Utilizamos também antagonistas dos receptores de esfingosina 1-fosfato, como o JTE-013 

que age como antagonista seletivo do receptor S1P2 e o CAY10444 que atua como 

antagonista do receptor S1P3. Utilizamos também, o FTY720 um antagonista funcional  

de todo os receptores e a própria esfingosina 1-fosfato (S1P) e Z-VAD-FMK (Sigma 

Chemical, St. Louis, MO) pan inibidor de caspases. Os inibidores e antagonistas, foram 

adquiridos da Cayman (Ann Arbor, MI, USA), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), 

Tocris Bioscience (Minneapolis, MN, USA), Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, 

CA, USA) e Vinci Biochem (Vinci, Firenze, IT) - Figura 5.  
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Figura 5 – Via metabólica, transporte e receptores de esfingosina 1-fosfato (S1P), antagonistas dos 
receptores e inibidores da via metabólica. L-cycloserine inibe a serina palmitoltransferase impedindo a 
síntese de novo de esfingolipidios; o DL-threo-dihydrosphingosine (DTD) um inibidor de ambas as formas 
da esfingosina cinase (1 ou 2) e o CAY10621, um inibidor seletivo da esfingosina cinase 1. JTE-013 age 
como antagonista seletivo do receptor S1PR2 e o CAY10444 atua como antagonista do receptor S1PR3. O 
FTY720 um agonista reverso dos receptores de esfingosina 1-fosfato (S1P). Fonte: Adaptado de Obitana e 
Hla, 2012 (Obinata and Hla, 2012). 

 

4.4 - Processamento das células 

	

Contagem total e diferencial de células. 

	

 As células da cavidade pleural foram centrifugadas a 1.200 r.p.m. por 5 minutos 

e o sedimento celular ressuspenso em 200 µL de BSA 3% diluído em PBS. Uma 

alíquota das células foi diluída 10 vezes na solução de lise de hemácias (Solução de 

Turk - Imbralab) e, utilizando uma câmara de Neubauer, foi realizada a contagem total 

de células. A partir dessa contagem, as células foram cito-centrifugadas utilizando 
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preparações em lâminas de citospin (Shandon III) com as células ressuspensas em 

albumina, de forma que a lâmina contivesse aproximadamente 70 mil células. As 

lâminas foram coradas com o método de May-Grunwald-Giemsa utilizando o kit 

Panótico Rápido (LB Laborclin), para a realização da contagem diferencial de células 

no microscópio ótico (no aumento de 100 vezes). As células foram diferenciadas em 

mononucleares (macrófagos e linfócitos), neutrófilos e eosinófilos, através de três 

contagens em campos aleatórios totalizando cem células a cada contagem. 

Obtenção dos extratos celulares  

 

Células recuperadas da cavidade pleural foram lisadas pela adição de 100 µL de 

solução de lise (0,5% p/v de NP-40, 100 mM de Tris/HCl pH 8,0, 10% de glicerol, 

0,2 mM de EDTA, 1 mM de NaVO3, 1 mM de DTT, 1 mM de PMSF, 200 mM de 

NaCl, 25 mM de NaF, leupeptina e aprotinina), e deixadas em banho de gelo por 15 

minutos. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 10.000 r.p.m. por 15 minutos a 

4oC (centrífuga Jouan, modelo BR4i), sendo o sobrenadante aliquotado e guardado à 

20oC até o momento de uso.  

 

Dosagem de proteínas totais no lavado pleural  

 

Para realizar a dosagem de proteínas totais das células recolhidas pelo lavado pleural, 

foi utilizado o kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) baseado no me ́todo 

de Bradford. O ensaio foi realizado em uma microplaca de 96 poços (NUNC), e 

consistiu na adição de 2 µL de cada amostra a 200 µL do corante diluído 5 vezes em 

água destilada, em duplicatas. Paralelamente foi realizado uma curva padrão 

utilizando como solução padrão de BSA 1 mg/mL. Após 5 minutos de incubação, a 
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leitura foi feita em espectrofotômetro (Spectra Max 190, Molecular Devices) a 595 

nM. A absorbância das amostras foi comparada com a absorbância da curva, com 

concentrações variando de 0.063 µg/mL a 2 µg/mL e os resultados foram expressos 

em µg/mL.  

 

4.5 - Western Blot para análise da expressão de S1PR1, S1PR2, S1PR3. 

 

Os extratos protéicos totais (50 µg) foram desnaturados, misturando-se a 

amostra com tampão (10% SDS, 10% β-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0.05% azul de 

bromofenol, 0.250 M Tris/HCl pH 6,8) e a mistura mantida a 100 oc por 5 minutos. 

Os extratos protéicos foram fracionados em gel de 10-15% de poliacrilamida/SDS e 

transferidos para membrana de nitrocelulose (Hybond™ ECL™, GE Healthcare). 

Posteriormente, as membranas foram bloqueadas com PBS-Tween 0,1% contendo 5% 

de leite em pó desnatado, lavadas com PBS-Tween, e incubadas com o anticorpo de 

interesse à 4°C por uma noite. Os anticorpos utilizados no presente projeto foram 

EDG-1, ADG-3, EDG- 5 (S1PR1, S1PR2, S1PR3, respectivamente) (Santa Cruz 

Biotechnology) e anti-βactina (Sigma Chemical, St. Louis, MO). Após nova lavagem 

com PBS/Tween e incubação durante 1 hora à temperatura ambiente, com o anticorpo 

secundário respectivo ligado à peroxidase, as membranas foram incubadas em solução 

reveladora ECL-Plus (GE Healthcare), expostas contra filme de raio X (Hyperfilm 

ECL, GE Healthcare) e reveladas utilizando-se revelador e fixador (Kodak), de 

acordo com indicações do fabricante.  
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4.5 - Análise da apoptose de leucócitos  

	

    A apoptose dos leucócitos presentes no lavado pleural dos animais desafiados 

com LPS, com ou sem os tratamentos, foi avaliada morfologicamente. Para 

confirmação da apoptose via caspases, foi usado um pan inibidor de caspases, Z-VAD-

FMK, 30 minutos antes dos tratamentos. 

Caracterização morfológica da apoptose: As células (7 x 104 células) recuperadas da 

cavidade pleural foram cito-centrifugadas, fixadas e coradas com May-Grunwald-

Giemsa e contadas (500 células por lâmina) utilizando microscópio ótico para 

determinar a porcentagem de células com morfologia apoptótica – como demonstrado 

na figura 6. 

A  B  

Figura 6 – Característica morfológica de um neutrófilo apoptótico. Nas setas  neutrófilo apoptótico 
murino de cavidade pleural (A) e neutrófilo de sangue periférico humano (B). Em ambas as fotos 
existem neutrófilos viáveis.  

 

4.6 – Análise da eferocitose de leucócitos 

 

A eferocitose dos leucócitos presentes no lavado pleural dos animais desafiados 

com LPS, com ou sem os tratamentos, foi avaliada morfologicamente.  
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Caracterização morfológica da eferocitose: As células (5x104) recuperadas da 

cavidade pleural serão cito-centrifugadas, fixadas e coradas com May-Grunwald-

Giemsa e contadas (500 células por lâmina) utilizando microscópio ótico para 

determinar a porcentagem de células com morfologia eferocítica (observa-se células 

mononucleadas com corpos apoptóticos em seu citoplasma) – como demonstrado na 

figura 7. 

 

Figura 7 – Demonstração morfológica de um macrófago com um neutrófilo internalizado por 
eferocitose. Na foto um macrófago de cavidade pleural com material eferocitado em seu citoplasma. 

 

4.7 – qPCR 

	

Extração do RNA: 

O RNA foi extraído utilizando o reagente Trizol®, seguindo as recomendações 

do fabricante com algumas alterações do protocolo original. Inicialmente, 106 células 

foram transferidas para um microtubo de 1,5 mL, onde foram separadas do meio de 

cultura que as continha através de centrifugação por 10 minutos a 5000 rpm. 

Descartado o meio, o pellet com as células foi homogeneizado com 1 mL de Trizol® e 

deixado em temperatura ambiente por 5 minutos para a completa dissociação dos 

complexo nucleoproteico. Depois, 200 µL de clorofórmio foram adicionados ao tubo, 

que foi agitado em vórtex e incubado à temperatura ambiente por 5 minutos para 

separação das fases. Em seguida, procedeu-se uma nova centrifugação por 10 minutos 
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a 10000 rpm. A fase aquosa superior foi retirada e transferida para um novo tubo de 

1,5 mL. Sobre essa fase aquosa foram pipetados 500 µL de isopropanol e em seguida, 

5 µg de glicogênio estéril. O glicogênio facilita a extração, concentração do RNA e 

visualização do pellet formado. Após a adição do glicogênio, os tubos contendo o RNA 

foram deixados por 24 horas a -20º C, para precipitação a frio do ácido nucleico. Após 

o período citado, foi realizada centrifugação por 10 minutos a 10000 rpm, com a qual 

se obteve um pellet translúcido e claro no fundo do tubo. A solução de isopropanol e 

glicogênio foi descartada por inversão direta do tubo. O pellet foi então lavado por 

duas vezes através da adição ao tubo de 1 mL de álcool etílico a 75% em água 

ultrapura livre de RNAse seguida de centrifugação por 10 minutos a 10000 rpm. 

Depois disso, a solução sobrenadante foi descartada por inversão e o tubo foi deixado à 

temperatura ambiente até que não houvesse resquícios ou gotículas de álcool em seu 

interior. Em seguida, foram adicionados 20 µL de água ultrapura livre de RNAse e o 

tubo foi aquecido a 60º C para facilitação da dissolução do pellet. Em seguida, o tubo 

contendo o RNA em solução foi levado ao freezer e armazenado a -80º C. 

Confecção de cDNA: 

O tubo contendo o RNA foi retirado do armazenamento a -80º C e 

imediatamente transferido para um recipiente com gelo para que seu conteúdo pudesse 

descongelar. Em seguida, a amostra foi homogeneizada e a dosagem da concentração 

de RNA foi realizada com o auxílio do NanoDrop1000. Depois, as amostras foram 

diluídas em água ultrapura livre de RNAse para que todas contivessem 2 µg de RNA 

em 10 µL de solução em tubo de 0,5 mL. Sobre esse volume foram adicionados 2 µL 

de OligoDT  (5´-(TTT)5-3´), uma sequência curta de 15 bases de timidina, que se 

anelará à cauda poli-A do RNA mensageiro. O tubo contendo os 12 µL foi aquecido a 
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70º C por 5 minutos e em seguida, acondicionado imediatamente em gelo. Sobre esse 

volume foram adicionados 8 µL de uma mistura contendo a enzima transcriptase 

reversa SuperScript III, inibidor de RNAse (RNAse Out), um agente redutor para 

proteção da reação (ditiotreitol, DTT) e o tampão concentrado da mesma enzima. A 

solução final foi levada ao termociclador e mantida a 25ºC por 5 minutos, 50º C por 90 

minutos, 70º C por 15 minutos e em seguida, 4º C. O cDNA resultante foi diluído em 

1:2 em água ultrapura livre de DNAse e armazenado a -20º C até o uso. 

PCR quantitativa (qPCR): 

Para a condução da qPCR, foi feita inicialmente uma mistura com o reagente 

Power SYBR® Master Mix (que contém nucleotídeos livres, corante intercalante 

SYBR® Green, enzima DNA polimerase e seu respectivo tampão) e os pares de 

iniciadores (“primers”) para uma concentração final de 0,5 µM. Um volume de 8 µL 

desta mistura foi distribuída em placa de 96 poços e em seguida as amostras foram 

adicionadas aos poços em duplicata. A reação aconteceu com o auxílio do instrumento 

7500 Fast (Applied Biosystems). Os resultados, dados pelo ciclo limitante (threshold 

cycle, CT), foram calculados através do método de 2-ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 

2001), normalizados pela expressão do gene da enzima gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH) e apresentados em variação numérica (aumento ou redução) 

em relação à mesma (Livak and Schmittgen, 2001). 
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Tabela 1: Lista de iniciadores utilizados (Zhang et al., 2012). 

Gene Sequência dos iniciadores Tamanho do 
fragmento 

Senso: 5´-ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA -3´ Gapdh 
(controle) Antissenso: 5´-CGCAATCCGTTCACACCGA - 3´ 75 pb 

Senso: 5´-ACTACACAACGGGAGCAACAG-3´ 
S1pr1 Antissenso: 5´-GATGGAAAGCAGGAGCAGAG- 3´ 202 pb 

Senso: 5´-CTCACTGCTCAATCCTGTCATC-3´ 
S1pr2 Antissenso: 5´-TTCACATTTTCCCTTCAGACC- 3´ 234 pb 

Senso: 5´-TTCCCGACTGCTCTACCATC-3´ 
S1pr3 Antissenso: 5´-CCAACAGGCAATGAACACAC- 3´ 221 pb 

 

 

4.8 – Obtenção de neutrófilos de sangue humano 

	

Os neutrófilos presentes no sangue venoso coletado de doadores foram 

isoladas pelo meio Histopaque (densidade 1,119 e 1,1171), utilizado de acordo com as 

instruções do fabricante (Sigma Chemical, St. Louis, MO). O sangue coletado foi 

adicionado a um tubo contendo Histopaque, na proporção de 5,0 mL sangue/5,0 mL 

Histopaque. Os tubos foram centrifugados (150 x g), em temperatura ambiente, até a 

completa separação das bandas celulares. A camada de neutrófilos foi coletada com o 

auxílio de micropipeta, e, a seguir, as células foram lavadas com meio de cultura 

RPMI-1640 (Sigma Chemical, St. Louis, MO), e centrifugadas (150 x g, 10 min, 

temperatura ambiente). Este procedimento foi repetido outras duas vezes. Logo após, 

as células foram ressuspendidas em 1,0 mL do mesmo meio. Foi realizada a contagem 

total das células purificadas (>95% de purificação). Para a contagem total, 10 µL da 

solução de células foram adicionados à solução de Turk (90 µL), e as células foram 
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contadas em câmara de Neubauer. Para receber os tratamentos, as células foram 

incubadas (em placas de 96 poços) em estufa com atmosfera umidificada, contendo 

5% de CO2, a 37oC. Esse procedimento foi autorizado via COEP 013190203000-11 – 

Anexo 4. 

 

4.9 – Isolamento de Neutrófilos da medula óssea de camundongos 

	

Os neutrófilos foram isolados de medula óssea de camundongos por meio de 

um gradiente de densidade (Ficoll). A purificação de neutrófilos consiste nas 

seguintes etapas: 1) Obtenção da medula óssea e lavagem; 2) Sedimentação por 

centrifugação; 3) Se necessário, lise hipotônica para remoção de eritrócitos 

remanescentes; 4) Sedimentação por centrifugação em gradiente de densidade, para 

separar células  mononucleares de polimorfonucleares. Os neutrófilos se localizam na 

fase inferior do gradiente. Uma proporção desejável de 90% de pureza foi confirmada 

após citocentrifugação. As células foram tratadas com LPS a 100 µM durante 2 horas 

e após esse período foram coletadas para ensaio de qPCR. As células foram fixadas e 

coradas com May-Grunwald-Giemsa e contadas (500 células por lâmina) utilizando 

microscópio ótico. 

	

4.10 - Cultura de Macrófagos  

 

Obtenção de macrófagos peritoneais: Foram injetados na cavidade peritoneal dos 

camundongos 2 mL de Tioglicolato a 3% a fim de se obterem os macrófagos 

inflamatórios. Após 3 dias os animais foram eutanasiados por sobredose de 
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anestésico. Para se conseguir o maior conteúdo possível da suspensão celular, foi 

injetado rapidamente na cavidade peritoneal dos camundongos 4 mL de PBS e 

retirados com pipeta de Pasteur (lavado peritoneal). 

   

Cultura: Células recolhidas do lavado peritoneal foram centrifugadas 10 min 1500 

rpm a 4 0C. Após a centrifugação, realizou-se o descarte do sobrenadante e a lise de 

hemácias acrescentando 9 mL de água de injeção e 1 mL de PBS 10x filtrado. Após a 

lise de hemácias, centrifugou-se por 10 min e o pellet foi ressuspendido em meio 

RPMI (1 a 2 mL por garrafinha de cultura de 25 cm2). Uma alíquota foi retirada para 

análise da viabilidade celular com Azul de Tripan. As células foram plaqueadas e 

incubadas por 4 horas na estufa para o macrófago aderir. Após esse tempo as células 

não aderentes foram retiradas (sobrenadante) e os macrófagos aderidos foram 

ressuspedidos em 1mL de PBS e preparados para citometria de fluxo. Todas as 

incubações foram realizadas em estufa com atmosfera umidificada, contendo 5% de 

CO2, a 37oC.  

 

Citometria de fluxo: Para caracterizar os macrófagos apoptóticos utilizamos a técnica 

de citometria de fluxo (aparelho Becton Dickenson FACScan). As células recuperadas 

da cultura foram plaqueadas (em placa de fundo em “U”, 96 wells ou em eppendorfs 

de 1,5 mL) aproximadamente 200.000 células/well. Os anticorpos para marcação de 

superfície (F4/80 e GR1), os controles negativos (isotipos IgG1 e IgG2a), diluídos na 

solução de diluição de anticorpos, foram adicionados nas concentrações previamente 

padronizadas, na quantidade 20 µL/well ou eppendorf e incubados  por 30 minutos, 

4ºC sobre abrigo da luz. Em seguida adicionou-se 150 µL/well de wash B gelado e as 
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células foram centrifugadas. Posteriormente foi adicionado 190 uL de “binding 

buffer, 5 uL de anexina-V marcada com FITC (Kit ™ ApoDETECT anexina V-FITC, 

Invitrogen) e 5 uL de iodeto de propídio (marcador de perda da integridade da 

membrana nuclear). Após incubadação por 10 minutos à temperatura ambiente, as 

células foram levadas ao aperelho para posterior leitura. 

 

4.11 - Ensaio de Eferocitose  in vivo 

	

Esse protocolo foi adaptado dos protocolos utilizados por Newson e cols., 

2014 e Dalli e cols., 2012 (Dalli et al., 2012; Newson et al., 2014). 

Os camundongos receberam injeção intraperitoneal (i.p.) de zimosan (Sigma 

Chemical, St. Louis, MO) na dosagem de 0,1 mg/animal. Setenta e duas horas após os 

animais receberam 2x106 neutrófilos humanos apoptóticos i.p. Trinta minutos antes da 

administração de neutrófilos apoptóticos, os animais receberam por via i.p os 

tratamentos:  L-Cycloserine (10 mg/kg i.p.), DTD (3 mg/kg i.p.), JTE013 (3 mg/kg 

i.p.) e CAY10444 (3 mg/kg i.p.), no grupo controle somente PBS foi injetado.  

A apoptose dos neutrófilos humanos foi induzida pela incubação com 

staurosporina (Sigma Chemical, St. Louis, MO) na concentração de 10 µM por poço 

durante 1 hora, foi adicionado 5x106 células por poço. Três horas após a injeção 

neutrófilos apoptóticos os animais foram eutanasiados e o lavado peritoneal foi 

recolhido com 4 mL de PBS com pipeta Pasteur e as células preparadas para análise 

em lâminas preparadas em citocentrífuga, fixadas e coradas com May-Grunwald-

Giemsa e contadas (500 células por lâmina) utilizando microscópio ótico para 
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determinar a porcentagem de células com morfologia eferocítica (como demonstrado 

anteriormente). 

 

4.12 - Análises estatísticas 

	

  Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por análise de variância 

(One-way ANOVA), seguida do teste Newman-Keuls, e as diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas se P < 0.05. Os resultados são 

apresentados como média ± EPM (Erro padrão da média). As análises estatísticas e os 

gráficos foram elaborados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0. 
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5. – RESULTADOS 

	

5.1 – Cinética do recrutamento de leucócitos após administração de 

lipopolissacarídeo (LPS) na cavidade pleural. 

	

Com o objetivo de confirmamos o modelo já estabelecido pelo nosso grupo 

(Sousa et al., 2010) e definirmos em qual momento iríamos administrar os 

tratamentos fizemos uma cinética de recrutamento de leucócitos após a administração 

de LPS na pleura de acordo com o desenho experimental (Figura 8A). Oito horas após 

a injeção de LPS houve um acúmulo significativo de leucócitos na pleura e esse 

acúmulo se manteve até a 48a hora. O acúmulo de neutrófilo já era significativo 

(Figura 8D). 4 horas após a injeção de LPS, manteve-se alto até a 24a hora e reduziu 

no tempo de 48h. Além disso, não houve alteração no acúmulo de células 

mononucleares nos tempos anteriores à 48a hora. Esses resultados estão de acordo 

com os resultados prévios já publicados pelo grupo (Sousa et al., 2010; Vago et al., 

2012; Vago et al., 2015). 
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Figura 8 – Cinética de recrutamento celular na pleura após a administração de LPS. LPS (250 
ng/cavidade) foi administrado na cavidade pleural e após 4, 8, 12, 24, 48h, as células foram coletadas, 
através do lavado pleural, para  avaliação quantitativa e qualitativa dos leucócitos por caracterização 
morfológica. O grupo controle recebeu PBS. A) Estratégia experimental; B) Número total de células 
por cavidade, C) Número de células mononucleares por cavidade, D) Número de neutrófilos por 
cavidade. *p < 0,05 quando comparados ao grupo que recebeu PBS intrapleural. Os resultados são 
apresentados como média ± erro padrão da media. (n=6). 
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5.2 - Análise da expressão dos receptores de esfingosina 1-fosfato após estímulo 

com LPS. 

 

5.2.1 – Expressão dos receptores 1, 2 e 3 de esfingosina 1-fosfato (S1PR1, S1PR2 e 

S1PR3)  no lavado pleural de animais desafiados previamente com LPS. 

 

Para avaliarmos a expressão dos receptores de esfingosina-1-fosfato após 

administração intrapleural de LPS traçamos o seguinte desenho experimental (Figura 

9A). No tempo analisado (4h) houve aumento da expressão dos mRNAs para os 

receptores 2 e 3 (S1PR2 e S1PR3) as após o desafio com LPS em relação aos animais 

que foram desafiados com PBS – Figura 9(B-D). Entretanto, a avaliação da expressão 

desses receptores por WB mostraram que existe um aumento da expressão de S1PR1, 

S1PR2 e S1PR3  na cavidade pleural estimulada com LPS – Figura 9(E-G). Esses 

dados mostram que os receptores de esfingosina 1-fosfato são regulados durante a  

resposta inflamatória induzida por LPS. 
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Figura 9 – Expressão dos receptores 1, 2 e 3 de esfingosina 1-fosfato (S1PR1, S1PR2 e S1PR3) em 
células presentes na cavidade pleural. LPS (250 ng/cavidade) foi administrado na cavidade pleural 
de camundongos e 4h após o desafio os animais foram eutanasiados e as células coletadas para ensaio 
de PCR e Western Blott. Os animais que receberam somente PBS no desafio foram considerados como 
grupo controle. A) Estratégia experimental. B) Expressão do receptor 1 (S1PR1); C) Expressão do 
receptor 2 (S1PR2); D) Expressão do receptor 3 (S1PR3). E), F) e G) expressão de S1PR1, S1PR2, 
S1PR3, respectivamente via Western Blott – logo abaixo foi representado como controle a β- actina. *p 
< 0,05 quando comparados ao grupo que recebeu PBS intrapleural. Os resultados são apresentados 
como média ± erro padrão da média. (n=6) 

 

5.2.2 – Expressão dos receptores 1, 2 e 3 de esfingosina 1-fosfato (S1PR1, S1PR2 e 

S1PR3) em neutrófilos purificados de medula óssea de camundongos. 

 

Para avaliar se o LPS poderia induzir um aumento na expressão dos receptores 

1, 2 e 3 de esfingosina 1 fosfato (S1PR1, S1PR2 e S1PR3) diretamente nos 

neutrófilos, essas células foram purificadas da medula de camundongos e estimuladas 

com LPS in vitro durante 2 horas – Figura 10A. O grupo que não recebeu estímulo foi 

considerado grupo controle. Como demonstrado pelo gráfico os receptores de S1P 
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não tiveram uma diferença estatística. Contudo, esse experimento foi realizado uma 

única vez e será repetido para termos maior fidedignidade dos dados.  

 

 

Figura 10 – Expressão dos receptores 1, 2 e 3 de esfingosina 1-fosfato (S1PR1, S1PR2 e S1PR3) 
em neutrófilos isolados da medula óssea de camundongos. LPS (100 uM) foi administrado em 
neutrófilos isolados da medula óssea de camundongos, 2 h após a incubação, as células foram coletadas 
e armazenadas para ensaio de PCR. As células que não receberam estímulo foram consideradas como 
grupo controle. A) Estratégia experimental. B) Expressão do receptor 1 (S1PR1); C) Expressão do 
receptor 2 (S1PR2); D) Expressão do receptor 3 (S1PR3). *p < 0,05 quando comparados ao grupo que 
não recebeu estímulo. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média. (n=6) 

 

 

5.3 – Efeito dos tratamentos com inibidores da via da esfingosina e antagonistas 

dos receptores de esfingosina 1-fosfato na resposta inflamatória induzida por 

LPS na pleura. 

	

Para alcançarmos nosso seguinte objetivo especifico, fizemos o desenho 

experimental descrito na figura 11.  Os animais foram tratados, intraperitonealmente, 

4h após o desafio com LPS (tempo onde se tem um grande acúmulo de neutrófilos na 
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cavidade pleural). No tempo de 8h após a injeção intrapleural de LPS, os animais 

foram eutanasiados e o lavado pleural foi coletado para posterior análise. 

 

Figura 11 - Desenho esquemático da administração dos inibidores e antagonistas dos receptores 
da esfingosina. Os animais receberam LPS intrapleural no tempo de 0h, 4h após a administração de 
LPS os tratamentos foram administrados pela via intraperitoneal. No tempo de 8h os animais foram 
eutanasiados e o lavado pleural foi coletado, para análise das células contidas no mesmo.  

 

5.3.1 – Efeito do tratamento com os inibidores da via metabólica da esfingosina: L-

Cycloserine, DL-threo-dihydrosphingosine (DTD) e CAY10621, na inflamação 

pleural induzida por LPS. 

	

Para isso, os animais receberam, 4 horas após o desafio intrapleural com LPS, 

uma injeção (i.p.) de L-Cycloserine, droga que inibe o inicio da síntese de 

esfingolipídios – inibidor da serina palmitoiltransferase, nas doses: 0,1; 0,3; 1,0 e 3,0 

mg/kg; DTD, um inibidor de ambas as isoformas da esfingosina cinase (1 ou 2) 

impedindo que a esfingosina seja fosforilada e transformada em esfingosina 1-fosfato 

nas doses: 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg; e CAY10621, um inibidor seletivo da esfingosina 1-

cinase, nas doses de: 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg. Observamos que todas as drogas utilizadas 

causaram uma diminuição do acúmulo de células totais e de neutrófilos na cavidade 
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pleural. No caso da L-Cycloserine, as doses mais eficazes foram as de 1,0 e 3,0 mg/kg 

– Figura 12A e B. Com relação ao DTD e ao CAY10621, todas as doses utilizadas 

foram eficazes na diminuição do acúmulo das células – Figura 12C-F. Não houve 

uma mudança quantitativa nas células mononucleadas encontradas em todos os 

grupos analisados.  

	

Figura 12 – Efeito da administração dos inibidores da via da esfingosina na inflamação pleural 
induzida por LPS. Os animais foram tratados 4 horas após o desafio com L-Cycloserine, DTD e 
CAY10621, inibidores da via da esfingosina. Após mais 4 horas células foram coletadas por lavado 
pleural e o número total de células (A, C e E) e o número de neutrófilos (B, D e F) foram analisados. 
Os animais que receberam somente PBS no desafio foram considerados como grupo controle. *p < 
0,05 quando comparados ao grupo que recebeu PBS intrapleural; #p < 0,05 quando comparados ao 
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grupo que recebeu somente LPS intrapleural. Os resultados são apresentados como média ± erro 
padrão da media. (n=6).  

 

5.3.2 – Efeito do tratamento com os antagonistas dos receptores de S1P: FTY720, 

JTE013 e CAY10444 na inflamação pleural induzida por LPS. 

	

Uma vez detectado um aumento da expressão dos receptores de esfingosina 1-

fosfato durante a resposta inflamatória e verificado que a inibição da produção dos 

metabolitos dessa via diminuem o acumulo de neutrófilos, o próximo passo foi avaliar 

se  o tratamento dos animais com FTY720 (antagonista funcional de todos os 

receptores de S1P), JTE013 (antagonista do receptor 2) e CAY10444 (antagonista do 

receptor 3), resultaria no mesmo fenótipo. O tratamento dos animais com um processo 

inflamatório já estabelecido (4h após desafio com LPS), com os antagonistas dos 

receptores de S1P, diminuiu o acúmulo de células totais (Figura 13A, C e E) e de 

neutrófilos (Figura 13B, D e F)  na cavidade pleural induzido pelo LPS em todas as 

doses testadas. Não houve altercação quantitativa nas células mononucleadas 

encontradas em todos os grupos analisados. 
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Figura 13 – Efeito da administração dos antagonistas dos receptores de esfingosina-1-fosfato na 
inflamação pleural por LPS. Os animais foram tratados 4 horas após o desafio com FTY720, JTE013 
e CAY10444, inibidores da via da esfingosina. Após mais 4 horas células foram coletadas por lavado 
pleural e o número total de células (A, C e E) e o número de neutrófilos (B, D e F) foram analisados. 
Os animais que receberam somente PBS no desafio foram considerados como grupo controle. *p < 
0,05 quando comparados ao grupo que recebeu PBS intrapleural; #p < 0,05 quando comparados ao 
grupo que recebeu somente LPS intrapleural. Os resultados são apresentados como média ± erro 
padrão da media. (n=6).  
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5.3.3 – Efeito do tratamento com os inibidores da via da esfingosina e antagonistas 

dos receptores de S1P na apoptose de neutrófilos. 

	

Como podemos observar, nos resultados mostrados anteriormente, houve uma 

drástica diminuição na quantidade de neutrófilos na cavidade pleural dos animais, que 

foram tratados com as diferentes drogas que interferem na via metabólica da 

esfingosina. Os leucócitos podem ser eliminados do sítio inflamatório por 

recirculação sistêmica, circulação linfática e por morte celular. Entretanto a principal 

via de retorno à homeostase de um sítio inflamatório é a indução de apoptose nos 

leucócitos, seguida de sua eliminação por macrófagos (Frasch and Bratton, 2012; 

Serhan et al., 2007).	Assim, avaliamos se a inibição da via da esfingosina poderia 

induzir apoptose nos neutrófilos e se esse era o mecanismo envolvido na diminuição 

do acúmulo dessas células na pleura. 

O tratamento com L-Cycloserine e DTD induziu a apoptose de neutrófilos, 

caracterizada pela analise morfológica em todas as doses mostradas (Figuras 14A e B; 

Figura 15C e D). CAY10621 aumentou a apoptose de neutrófilos nas doses de 0,3 e 

3,0 mg/kg (Figuras 14C; Figura 15E). Além disso, o tratamento com FTY720 e 

JTE013 também aumentaram a apoptose de neutrófilos somente na dose de 3,0 mg/kg 

(Figuras 14D e E; Figura 15F e G). CAY10444 induziu um aumento na apoptose de 

neutrófilos em todas as doses testadas (Figuras 14F; Figura 15H). Todos esses dados 

corroboram com os resultados de diminuição do acúmulo de neutrófilos na cavidade 

pleural. Esse aumento de apoptose pode justificar a diminuição do acúmulo de 

neutrófilos na cavidade pleural 8h após a injeção de LPS. 
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Figura 14 – Efeito da administração dos inibidores da via da esfingosina e dos antagonistas dos 
receptores de esfingosina 1-fosfato na apoptose de neutrófilos na cavidade pleural. Os animais 
foram tratados 4 horas após o desafio com L-Cycloserine, DTD, CAY10621, FTY720, JTE013 e 
CAY10444, inibidores da via da esfingosina e anatgonistas dos receptores de S1P. Após mais 4 horas 
células foram coletadas por lavado pleural e a porcentagem de neutrófilos apoptóticos foram 
analisados. Os animais que receberam somente PBS no desafio foram considerados como grupo 
controle. *p < 0,05 quando comparados ao grupo que recebeu PBS intrapleural; #p < 0,05 quando 
comparados ao grupo que recebeu somente LPS intrapleural. Os resultados são apresentados como 
média ± erro padrão da media. (n=6).  
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Figura 15 – Características morfológicas das células do lavado pleural após tratamento com os 
inibidores da via da esfingosina e os antagonistas dos receptores de esfingosina 1-fosfato na 
apoptose de neutrófilos na cavidade pleural. Os animais foram tratados 4 horas após o desafio com 
L-Cycloserine, DTD, CAY10621, FTY720, JTE013 e CAY10444, inibidores da via da esfingosina e 
anatgonistas dos receptores de S1P. Após mais 4 horas células foram coletadas por lavado pleural e a 
porcentagem de neutrófilos apoptóticos foram analisados. Os animais que receberam somente PBS no 
desafio foram considerados como grupo controle. As imagens foram geradas em objetivas de 40x. As 
setas destacam neutrófilos apoptóticos. Barras de escala representam 25 µm. 
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5.3.3.1 – Efeito do tratamento prévio com um pan inibidor de caspases (Z-VAD-

FMK) sobre a apoptose de neutrófilos murinos causada pelos inibidores e 

antagonistas dos receptores de S1P. 

	

Na tentativa de elucidarmos o mecanismo pelo qual os inibidores da via de 

S1P e os antagonistas de S1P, estimulam a apoptose de neutrófilos na cavidade 

pleural de murinos, utilizamos uma estratégia farmacológica amplamente usada que é 

o pré-tratamento com Z-VAD-FMK (Sousa et al., 2010; Vago et al., 2012) uma droga 

pan-inibidora de caspases. Em 2014, Segawa e colaboradores elucidaram a grande 

associação das caspases com a apoptose seguida de eferocitose, além de ser uma peça 

chave durante a morte celular programada, as caspases são responsáveis pela 

exposição da fosfatidilserina na membrana celular, facilitando a fagocitose dessas 

células (Segawa et al., 2014). Assim, utilizamos o desenho experimental apresentado 

na Figura 16A. 

O tratamento prévio com Z-VAD-FMK, foi capaz de reverter a apoptose 

causada pelos tratamentos com L-Cycloserine, DTD e JTE013, ambos na dosagem de 

3mg/kg. O que indica que o mecanismo envolvido com os dois eventos resolutivos 

em nosso trabalho (apoptose e eferocitose) seja mediado por caspases – Figura 16B, C 

e D. 
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Figura 16 - Efeito da administração de Z-VAD-FMK nos tratamentos utilizando inibidores da 
via da esfingosina e dos antagonistas dos receptores de esfingosina 1-fosfato na nas células da 
cavidade pleural. Os animais foram tratados 4 horas após o desafio com L-Cycloserine, DTD, 
CAY10621, FTY720, JTE013 e CAY10444, inibidores da via da esfingosina e antagonistas dos 
receptores de S1P. 30 minutos antes dos tratamentos os animais receberam uma injeção de Z-VAD-
FMK i.p. (1 mg/kg). Após mais 4 horas células foram coletadas por lavado pleural e o número total de 
células (B), o número de neutrófilos (C) e a porcentagem de neutrófilos apoptóticos foram analisados 
(D). Os animais que receberam somente PBS no desafio foram considerados como grupo controle. *p < 
0,05 quando comparados ao grupo que recebeu LPS intrapleural; #p < 0,05 quando comparados aos 
grupos que receberam somente os seus respectivos tratamentos i.p. Os resultados são apresentados 
como média ± erro padrão da media. (n=6).  

 

5.3.4 – Efeito do tratamento com os inibidores da via da esfingosina e antagonistas 

dos receptores de S1P na eferocitose de células apoptóticas na cavidade pleural. 

	

O aumento de apoptose nos levou a outro questionamento: a interferência na 

via da esfingosina afetaria outro parâmetro da resolução da resposta inflamatória, a 

eferocitose? De acordo com a literatura, a remoção imediata e eficiente de células 

apoptóticas por eferocitose é crucial para evitar a perda da integridade celular da 

célula apoptótica e extravasamento do conteúdo intracelular e por limitar as respostas 

imunes contra auto-antígenos derivados dessas células (Elliott and Ravichandran, 

2010; Ortega-Gomez et al., 2013; Ravichandran and Lorenz, 2007).    

Todas as drogas utilizadas aumentaram a eferocitose de neutrófilos 

apoptóticos, o que pode contribuir para um processo de resolução mais eficaz. L-

Cycloserine, CAY10621 e JTE013 foram eficientes nas doses de 1 e 3 mg/kg – Figura 

17A, C e E. DTD, FTY720 e CAY10444 foram eficazes somente na dose mais alta (3 

mg/kg) - Figura 17B, D e F. Dessa forma a modulação da via da esfingosina se mostra 

de grande importância em dois eventos que marcam a resolução da resposta 

inflamatória: a apoptose de neutrófilos seguido pela sua remoção por eferocitose. 
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Figura 17 – Efeito da administração dos inibidores da via da esfingosina e dos antagonistas dos 
receptores de esfingosina 1-fosfato na eferocitose de leucócitos na cavidade pleural. Os animais 
foram tratados 4 horas após o desafio com L-Cycloserine, DTD, CAY10621, FTY720, JTE013 e 
CAY10444, inibidores da via da esfingosina e antagonistas dos receptores de S1P. Após mais 4 horas 
células foram coletadas por lavado pleural e a porcentagem de células mononucleares com morfologia 
eferocítica foram analisados. Os animais que receberam somente PBS no desafio foram considerados 
como grupo controle. *p < 0,05 quando comparados ao grupo que recebeu PBS intrapleural; #p < 0,05 
quando comparados ao grupo que recebeu somente LPS intrapleural. Os resultados são apresentados 
como média ± erro padrão da media. (n=6).  
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Figura 18 – Características morfológicas das células do lavado pleural após tratamento com os 
inibidores da via da esfingosina e os antagonistas dos receptores de esfingosina 1-fosfato na 
apoptose de neutrófilos na cavidade pleural. Os animais foram tratados 4 horas após o desafio com 
L-Cycloserine, DTD, CAY10621, FTY720, JTE013 e CAY10444, inibidores da via da esfingosina e 
anatgonistas dos receptores de S1P. Após mais 4 horas células foram coletadas por lavado pleural e a 
porcentagem de células mononucleares com morfologia eferocítica foram analisados. Os animais que 
receberam somente PBS no desafio foram considerados como grupo controle. As imagens foram 
geradas em objetiva de 40x. As setas destacam as eferocitoses. Barras de escala representam 25 µm. 
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5.4 – Efeito do tratamento com os inibidores da via da esfingosina e antagonistas 

dos receptores de S1P na apoptose de neutrófilos humano.  

	

Até o momento podemos perceber que todos os tratamentos foram eficazes em 

aumentar a apoptose de neutrófilos na cavidade pleural de camundongos e também 

aumentar a eferocitose na mesma. Com o intuito de avaliarmos se o efeito das drogas 

utilizadas se extendia também a indução de apoptose de neutrófilos humanos, 

testamos as drogas nessas células – Figura 19A. 

Neutrófilos humanos estimulados in vitro com L-Cycloserine e CAY10444 

por 6h apresentaram um aumento de apoptose nas concentrações de 1 e 10 µM 

quando comparada com as células não tratadas – Figura 19B e G. Já as células que 

receberam o tratamento com DTD, CAY10621, FTY720 e JTE013 sofreram apoptose 

somente quando a concentração estava a 10 µM – Figura 19C, D, E e F .  
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Figura 19 – Efeito da administração dos inibidores da via da esfingosina e dos antagonistas dos 
receptores de esfingosina 1-fosfato na apoptose de neutrófilos de sangue humano. L-Cycloserine, 
DTD, CAY10621, FTY720, JTE013 e CAY10444 (1 e 10um) foram administrados em neutrófilos 
isolados de sangue humano periférico, 6 h após a incubação, as células foram coletadas e armazenadas 
para análise morfológica. As células que não receberam tratamento foram consideradas como grupo 
controle. A) Estratégia experimental. B) Células tratadas com L-Cycloserine; C) Células tratadas com 
DTD; D) Células tratadas com CAY10621; E) Células tratadas com FTY720; F) Células tratadas com 
JTE013 e G) Células tratadas com CAY10444. *p < 0,05 quando comparados as células que não 
receberam tratamento. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média. (n=6). 
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Figura 20 – Características morfológicas dos neutrófilos humanos após tratamento com os 
inibidores da via da esfingosina e os antagonistas dos receptores de esfingosina 1-fosfato.  L-
Cycloserine, DTD, CAY10621, FTY720, JTE013 e CAY10444 (10um) foram administrados em 
neutrófilos isolados de sangue humano periférico, 6 h após a incubação, as células foram coletadas e 
armazenadas para análise morfológica. As células que não receberam tratamento foram consideradas 
como grupo controle. A) Células sem tratamento no tempo de 0h; B) Células sem tratamento no tempo 
de 6h (grupo controle); C) Células tratadas com L-Cycloserine; D) Células tratadas com DTD; E) 
Células tratadas com CAY10621; F) Células tratadas com FTY720; G) Células tratadas com JTE013 e 
H) Células tratadas com CAY10444. As imagens foram geradas em objetiva de 40x. As setas destacam 
neutrófilos apoptóticos. Barras de escala representam 25 µm. (n=3). 
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5.5 – Efeito do tratamento com o esfingosina 1-fosfato no recrutamento e na 

sobrevida de neutrófilos.  

	

O próximo passo foi confirmar se a via da esfingosina seria realmente 

importante para a sobrevida de neutrófilos. Para isso, fizemos um experimento para 

testar se S1P como pode ser observado no desenho experimental delineado na Figura 

21A. poderia ser uma molécula pró-inflamatória, uma característica de várias 

moléculas (citocinas, quimiocinas e mediadores lipídicos) que aumentam ou mantêm 

a sobrevida de leucócitos em sítios inflamatórios.  

Podemos observar nos animais que receberam PBS o número de células   

totais foi bem inferior aos animais que receberam LPS ou S1P, em todas as  

administradas – Figura 21B. Já os animais que receberam LPS e S1P apresentaram 

um número de células totais (Figura 21B), mononucleares (Figura 21C) e neutrófilos 

(Figura 21D) bem semelhantes. Assim, a S1P se mostrou uma molécula capaz de 

induzir inflamação no local administrado, recrutando o mesmo perfil de células para o 

local estimulado quando comparado com o LPS. S1P por sua vez se torna um alvo  

passível de modulação em modelos experimentais de inflamação.  
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Figura 21 – Avaliação do acúmulo de leucócitos na pleura 8 horas após a administração de S1P. 
LPS (250 ng/cavidade) e S1P (0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg) foram administrados separadamente na cavidade 
pleural e após 8h, as células foram coletadas, através do lavado pleural, para  avaliação quantitativa e 
qualitativa dos leucócitos por caracterização morfológica. O grupo controle recebeu PBS. A) Estratégia 
experimental; B) Número total de células por cavidade, C) Número de células mononucleares por 
cavidade, D) Número de neutrófilos por cavidade. *p < 0,05 quando comparados ao grupo que recebeu 
PBS intrapleural. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da media. (n=6).  
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Figura 22 – Características morfológicas das células do lavado pleural após tratamento com S1P. 
LPS (250 ng/cavidade) e S1P (0,3 mg/kg) foram administrados separadamente na cavidade pleural e 
após 8h, as células foram coletadas, através do lavado pleural, para  avaliação quantitativa e qualitativa 
dos leucócitos por caracterização morfológica. O grupo controle recebeu PBS. As imagens foram 
geradas em objetiva de 40x. Barras de escala representam 25 µm. 

 

 Além disso, incubamos neutrófilos humanos com esfingosina-1-fosfato. A 

staurosporina, um indutor de apoptose dependente ou não de caspases (Belmokhtar et 

al., 2001), foi utilizada como controle positivo. Foi feito uma padronização da 

dosagem de staurosporina (dados não mostrados). 
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Podemos perceber que nas seis primeiras horas, S1P diminuiu a porcentagem 

de neutrófilos apoptóticos em comparação ao grupo que não recebeu nenhum tipo de 

tratamento – Figura 23B. Após 12h esse comportamento não se manteve. Já  as 

células tratadas com staurosporina tiveram uma taxa de 100% de apoptose em ambos 

os tempos.  

 

Figura 23 – Efeito da administração de esfingosina 1-fosfato e staurosporina na sobrevida de 
neutrófilos de sangue humano. S1P (10 µm) e staurosporina (1 µm) foram administrados 
separadamente em neutrófilos humanos isolados de sangue periférico e após 6h e 12h, as células foram 
coletadas para caracterização morfológica. O grupo controle não recebeu nenhum tratamento. A) 
Estratégia experimental; B) porcentagem de neutrófilos com morfologia apoptótica. *p < 0,05 quando 
comparados ao grupo que não recebeu tratamento. Os resultados são apresentados como média ± erro 
padrão da media. (n=3).  
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5.6 – Efeito do tratamento com os inibidores da via da esfingosina e antagonistas 

dos receptores de S1P na apoptose de macrófagos murinos. 

	

Até o dado momento, podemos perceber que a modulação da via da 

esfingosina interfere na sobrevida de neutrófilos tanto murinos quanto humanos. 

Além dos neutrófilos, outra célula muito importante no processo inflamatório e na 

resolução da inflamação é o macrófago (Soehnlein and Lindbom, 2010) devido à 

produção e liberação de mediadores anti-inflamatórios e pró-resolutivos, além de ser 

um fagócito importante na realização da eferocitose (Ariel and Serhan, 2012; 

Ravichandran and Lorenz, 2007). Observamos nos nossos experimentos in vivo que o 

efeito dos inibidores utilizados não afetava o número de mononucleares na cavidade 

pleural, sugerindo assim que o efeito pró-apoptótico da inibição da via da esfingosina 

e da sua ligação com seus receptores seja célula-específico. De fato, este é um efeito 

altamente desejável para estratégias pró-resolutivas, uma vez que organismo teria 

número suficiente de macrófagos para o clearance dos neutrófilos apoptóticos. De 

fato, o próximo passo foi verificar se os tratamentos com inibidores da via da 

esfingosina e os antagonistas de seus receptores interferiam na sobrevida dos 

macrófagos. Para isso os macrófagos retirados da cavidade peritoneal de 

camundongos foram incubados com as seguintes drogas: L-Cycloserine, DL-threo-

dihydrosphingosine (DTD), JTE013, Cay10444, todos na concentração de 10 µM e 

estaurosporina na concentração de 1 µM, como controle positivo. Quatorze horas após 

incubação com as diferentes drogas, as células foram marcadas com anexina-V e 

analisadas por citometria de fluxo – Figura 24A. Corroborando nossos dados in vivo, 

nenhuma das drogas avaliadas interferiram na apoptose dessas células in vitro. A 

staurosporina aumentou a marcação com anexina-V mostrando que essas células 
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foram susceptíveis a morte celular por apoptose nas condições utilizadas – Figura 

24B. 

 

Figura 24 – Efeito da administração dos inibidores da via da esfingosina e dos moduladores dos 
receptores de esfingosina 1-fosfato na apoptose de macrófagos peritoniais. L-Cycloserine, DL-
threo-dihydrosphingosine (DTD), JTE013, Cay 10444 (10 µM) e estaurosporina (1 µM) foram 
administrados separadamente em macrófagos murinos isolados da cavidade peritoneal previamente 
estimulada com zimozan (1 mg/kg) e após 14h, as células foram coletadas para analise bioquímica. As 
células controle não receberam nenhum tratamento. A) Estratégia experimental; B) porcentagem de 
macrófagos positivos para anexina V. *p < 0,05 quando comparados ao grupo que não recebeu 
tratamento. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da media. (n=3).  
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5.7 – Efeito do tratamento com L-cycloserine, DTD, JTE013 e CAY10444 na 

capacidade eferocítica de macrófagos peritoneais. 

	

Uma vez que os tratamentos com os inibidores da via da esfingosina e os 

antagonistas dos seus receptores foram capazes de aumentar a apoptose de neutrófilos 

e também de aumentar a eferocitose destas células in vivo, não interferindo na 

sobrevida de macrófagos, o próximo passo foi verificar se os inibidores poderiam 

induzir eferocitose de neutrófilos apoptóticos (ou melhor, atuar na capacitação/função 

função dos macrófagos) no sítio inflamatório. Para tal, foi utilizando uma outra 

abordagem experimental especifica para avaliar a eferocitose. Para isso, camundongos 

receberam uma injeção de zimosan via i.p. (0,1 mg/animal), setenta e duas horas após 

o estímulo os animais receberam também por via peritoneal, neutrófilos apoptóticos e 

foram eutanasiados três horas após a injeção das células, e coletado o lavado 

peritoneal para análise morfológica. Para comprovar a eficácia dos tratamentos na 

atividade eferocítica dos macrófagos, trinta minutos antes dos animais receberam as 

células apoptóticas, os mesmos foram tratados L-Cycloserine (10 mg/kg i.p.); DTD (3 

mg/kg i.p.); JTE013 (3 mg/kg i.p.) e CAY10444 (3 mg/kg i.p.). O tratamento com: L-

Cycloserine, DTD, JTE013 e CAY10444 não prejudicou a eferocitose de células 

apoptóticas e induziram um aumento na capacidade eferocítica dessas células (Figura 

25B). Esses resultados corroboram com os dados anteriores que demonstram que a 

inibição da via da S1P e sua ligação com seus receptores tem efeito pró-resolutivo. 
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Figura 25 – Efeito da L-Cycloserine, DTD, JTE013 e CAY 10444 na capacidade eferocítica de 
macrófagos peritoniais.  Animais receberam zimosan i.p. (0,1 mg/animal) e 72 horas após foi 
administrado 2x106 neutrófilos apoptóticos intraperitonealmente. L-Cycloserine (10 mg/kg i.p.), DTD 
(3 mg/kg), JTE013 (3 mg/kg) ou CAY 10444 (3 mg/kg) foram injetados (i.p.) 30 minutos antes das 
células apoptóticas. 3h após a injeção dos neutrófilos apoptóticos os animais foram eutanasiados e as 
células peritoneais recolhidas, via lavado peritoneal, para análise morfológica. *p < 0,05 quando 
comparados ao grupo que recebeu somente neutrófilos apoptóticos. Os resultados são apresentados 
como média ± erro padrão da média. (n=6). 
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6. – DISCUSSÃO  

	

No processo inflamatório, para que haja um mínimo de dano tecidual um 

programa de resolução precisa ser ativado. Assim, o entendimento das moléculas  

específicas envolvidas na permanência de leucócitos no tecido é de grande interesse 

para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas capazes de interferir na resposta 

inflamatória. Aqui, sugerimos que a modulação da via da esfingosina, um importante 

esfingolipídio derivado da membrana plasmática, é crucial para a resolução da 

resposta inflamatória mediada por neutrófilos. Esta idéia é apoiada pelos seguintes 

achados: a inibição da via metabólica da esfingosina e o bloqueio dos receptores de 

S1P, no pico da resposta inflamatória: a) diminui o número de neutrófilos na cavidade 

pleural estimulada com LPS, b) induz apoptose de neutrófilos in vivo e in vitro e c) 

aumenta a capacidade de eferocitose dos macrófagos in vivo. Dessa forma, esses 

dados demonstram que a via metabólica de produção de S1P pode ser crucial na 

manutenção da sobrevida de leucócitos em um sitio inflamatório e a manipulação 

farmacológica dessa via durante uma resposta inflamatória já estabelecida pode gerar 

eventos pró-resolutivos e cessação da inflamação.  

No presente estudo, demonstramos que a inibição de diferentes pontos da via 

metabólica da esfingosina resultou em uma diminuição da quantidade de neutrófilos  

na cavidade pleural, com conseqüente aumento de apoptose dessas células utilizando 

diferentes estratégias de inibição da via intracelular de produção de S1P. 

Primeiramente, usamos L-Cycloserine, uma droga que inibe a síntese denovo de 

esfingosina, essa estratégia foi eficaz em atenuar a resposta inflamatória induzida por 

LPS na pleura. Contudo os efeitos pro apoptóticos alcançados poderiam estar 

associados com o acúmulo de ceramida na célula. A ceramida é um esfingolipídio 
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bioativo que está envolvido em processos de morte celular como a apoptose, via 

ativação de caspase-3 e JNK (Lafont et al., 2012; Yabu et al., 2015). Assim, 

utilizamos outras estratégias farmacológicas que inibem metabólitos abaixo da via, 

como DL-threo-dihydrosphingosine (DTD) e CAY10621, pan inibidor de esfingosina 

cinase e inibidor de esfingosina cinase 2 respectivamente, gerando o acúmulo de 

esfingosina intracelular. Ambas as drogas usadas foram eficazes em diminuir o 

acúmulo de neutrófilos na pleura com subseqüente aumento de apoptose e eferocitose 

das mesmas. Em um trabalho realizado em 2011 por Roviezzo e colaboradores 

mostrou que, a inibição da via metabólica de esfingolipídios utilizando também entre 

outros, DTD, diminui o recrutamento de leucócitos para o sitio inflamatório com 

conseqüente melhora da permeabilidade vascular e atenuação da inflamação aguda na 

pata de animais induzida por carragenina (Roviezzo et al., 2011). No entanto eventos 

associados à resolução não foram avaliados nesse estudo. Além disso, foi 

demonstrado também em 2009, que o bloqueio de S1P, via utilização de DTD diminui 

a atividade proliferativa de células da retina de ratos (Miranda et al., 2009). 

Nossa hipótese é que S1P produzido no sítio de inflamação pode aumentar a 

sobrevida de neutrófilos ao ligar-se aos seus receptores transduzindo sinais de 

sobrevivência intracelular por meio de ativação de  PI3K (Bien-Moller et al., 2016). A 

quantificação de S1P no nosso modelo experimental está sendo realizada. A inibição 

da produção de S1P ativa um programa de morte celular, a apoptose. A apoptose é um 

evento relevante no processo resolutivo, eliminando os neutrófilos ativos do local da 

inflamação com o objetivo de atenuar a resposta inflamatória previamente 

desencadeada (Jie et al., 2016) e evitar dano adicional aos tecidos quando há liberação 

de conteúdo tóxico pelos neutrofilos. A apoptose foi confirmada em nosso trabalho 

pela prévia administração prévia de Z-VAD-FMK, um aplo antagonista de caspases, 
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nos grupos tratados com inibidores da via metabólica de S1P e antagonistas dos 

receptores dessa molécula. S1P é um fator de sobrevida de vários tipos celulares, 

como células intestinais (Snider et al., 2009), células foliculares (Okamura et al., 

2005) e adenocarcinoma de próstata (Pchejetski et al., 2005). Além disso, já foi 

demonstrado em neutrófilos humanos que o uso de um inibidor de esfingomielinase 

(Sph-24) e a inibição de esfingosina cinase 2 aumentou a apoptose dessas células (Lin 

et al., 2011). Diferentes moléculas pró-inflamatórias são importantes pra a 

manutenção da sobrevida celular como, por exemplo, as citocinas (GM-CSF, IL-5), 

alguns mediadores lipídicos (Leucotrienos) e LPS (Lucas et al., 2013). Estas são 

moléculas reconhecidamente pró-inflamatórias e importantes na manutenção da 

sobrevida de leucócitos (Cox et al., 1992; Ohd et al., 2000; Yamaguchi et al., 1988). 

Corroborando com os nossos resultados, a inibição farmacológica de leucotrienos 

favorece a apoptose de neutrófilos humanos (Viryasova et al., 2016). Embora, não 

tenhamos investigado os mecanimos intracelulares da indução de apoptose nos 

neutrófilos pelos tratamentos descritos nesse trabalho, sabemos que as moléculas que 

estimulam a indução de sobrevida de leucócitos inibem moléculas intracelulares pro-

apoptóticas e ativam moléculas de sobrevida celular (Perez et al., 2014). Dessa forma, 

temos como hipótese que o aumento de apoptose pela inibição da via da esfingosina 

pode estar relacionado com a ativação de moléculas pró-apoptóticas como caspase-3 e 

moléculas da família Bcl-2 ou com a diminuição da expressão de moléculas de 

sinalização intracelular importantes para manutenção da sobrevida celular como o 

NF-κB, PI3K, MAPK, entre outras (Alessandri et al., 2011; Lopes et al., 2011; Pinho 

et al., 2007; Pinho et al., 2005; Reis et al., 2015; Sousa et al., 2009; Sousa et al., 

2010). Essas vias de morte e sobrevivência celular serão relevantes de serem 
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avaliados em experimentos futuros a fim de esclarecer melhor os mecanismos 

envolvidos na apoptose induzida pelas drogas utilizadas nesse trabalho.  

O eixo S1P – S1PRs (esfingosina 1-fosfato e seus receptores), tem ganhado 

uma vasta discussão na literatura no contexto vascular e imune. S1P é produzida 

intracelularmente e exportada para o meio extracelular por um transportador 

específico Spinster 2 (Spns2) com 12 domínios transmembrânicos que tem uma 

estrutura similar aos transportadores de glicerol 3-fosfato (Obinata and Hla, 2012). Ao 

ganhar o meio extracelular a S1P é carreada junatamente com a albumina e o HDL e 

pode ser ligar a 5 receptores de membrana S1PR1 – S1PR5, induzindo diferentes 

tipos de resposta celular (Chun et al., 2002; Lee et al., 1998). Nossos dados 

demonstraram que o LPS aumenta a expressão de S1PR1, 2 e 3 in vivo e in vitro em 

camundongos. Sugerindo que os efeitos observados em nosso trabalho são 

dependentes da produção, secreção e ligação da S1P em seus 3 principais receptores. 

O receptor 1 (S1PR1) parece estar mais envolvido com a migração de linfócitos para 

órgão linfóides secundários (Maeda et al., 2015; Pappu et al., 2007). Além disso esse 

receptor atua na diferenciação desses linfócitos e retenção dos mesmos nos linfonodos 

(Denton et al., 2014; Liao et al., 2007; Shiow et al., 2006). Por outro lado, o eixo S1P-

S1PR2, inibe o recrutamento de células T nas vias aéreas de camundongos no modelo 

de alergia aguda dependente de mastócitos atenuando a resposta alérgica dos mesmos 

(Oskeritzian et al., 2015). O receptor 3 ganhou grande destaque em 2000 onde 

pesquisadores demonstraram a sua importância na quimiotaxia de células CHO – 

células epiteliais ovarianas, mediada por PI3Kγ e Rac (Okamoto et al., 2000). Apartir 

desse marco, muitos trabalhos tentam elucidar esse eixo entre molécula e seus 

receptores. Em 2013, Keul e colaboradores, demonstraram que o receptor 3 (S1PR3) 

tem um papel fundamental no recrutamento de macrófagos e monócitos durante a 
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aterosclerose (Keul et al., 2011). Embora a expressão do receptor 4 (S1PR4)  seja 

exclusiva em células imunes, o seu papel tem sido pouco discutido na literatura, o 

grupo de pesquisa liderado por Weigert, tem discutido e demonstrado o papel desse 

receptor na diferenciação e produção de células dendríticas (Dillmann et al., 2015; 

Dillmann et al., 2016).  Já o receptor 5 (S1PR5) é requerido para a migração de 

células NK. Animais deficientes para S1PR5 mostraram um acúmulo aberrante de 

células NK nos linfonodos e na medula óssea (Jenne et al., 2009), além de participar 

na mobilização dessas células para os tecidos inflamados (Walzer et al., 2007). Todos 

esses dados da literatura em conjunto com os dados obtidos no presente trabalho 

elucidam ainda mais o papel do eixo S1P-S1PRs no processo inflamatório. 

FTY720 é um fármaco amplamente utilizado no controle de esclerose 

múltipla, apartir de setembro de 2010 após sua aprovação pela FDA, Food and Drug 

Administration  (Cohen et al., 2010; Doggrell, 2010; Kappos et al., 2010). Suas ações 

parecem envolver dois paradoxais e opostos mecanismos nos receptores de S1P: 

agonismo e funcional antagonismo de S1PRs (Choi et al., 2011). FTY720 é 

fosforilado in vivo em seu metabólito ativo, o P-FTY720, no qual se liga aos S1PRs 

agindo como um agonista funcional (Brinkmann et al., 2002; Mandala et al., 2002). 

No entanto, P-FTY720 também pode agir como um antagonista funcional ligando-se 

aos receptores de S1P os quais são irreversivelmente internalizados e degradados, ao 

invés de serem reciclados de volta a superfície celular como ocorre com os ligantes de 

S1P (Graler and Goetzl, 2004; Oo et al., 2007). A sua eficácia imunológica se deve a 

ação do P-FTY720 sob o receptor 1 (S1PR1), diminuindo o egresso de linfócitos 

apartir dos órgãos linfóides inibindo uma lesão do sistema nervoso central causada 

por linfócitos auto reativos (Chun and Hartung, 2010; Khatri, 2016; Martin, 2010; 

Schwab and Cyster, 2007). Estudos recentes tem relacionado o papel de FTY720 no 
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tratamento de alguns tipos de câncer (Kalhori et al., 2016; Zhang et al., 2015). O 

mecanismo de ação de FTY720 proposto nesses estudos é pela inativação de S1P, 

considerada anti-apoptótica nesse contexto (Li et al., 2016; White et al., 2016). 

Nossos resultados corroboram com os trabalhos acima, onde FTY720 se mostrou 

eficaz em todos os parâmetros analisados. Dessa forma podemos sugerir aqui o 

reposicionamento do fármaco, o qual poderia ser utilizado como tratamento para 

doenças inflamatórias agudas, induzindo a resolução desse processo. No entanto, 

estudos adicionais avaliando o seu efeito em outros modelos experimentais de 

inflamação serão necessários. 

De forma importante, essa via não induz morte de macrófagos e seus efeitos 

pró-apoptóticos parecem ser seletivos para os neutrófilos. A manutenção dos 

macrófagos viáveis é de extrema importância para os eventos finais do processo de 

resolução da resposta inflamatória pois além de secretar citocinas antiinflamatórias, 

mediadores pró-resolutivos eles são as principais células que fagocitam as células 

apoptóticas (Alessandri et al., 2013; Bystrom et al., 2008; Dalli and Serhan, 2012; 

Frasch et al., 2011; Lingen, 2001; Serhan and Savill, 2005; Sugimoto et al., 2016). 

Em 2013, Xiong e colaboradores, relataram que a via da esfingosina não interfere na 

atividade de macrófagos inflamatórios. O estudo foi realizado com macrófagos 

derivados de animais KO para SphK 1 e SphK2, esses macrófagos demonstraram 

atividade semelhante a macrófagos de animais WT, conservando seu perfil migratório 

e sua taxa de mortalidade. Além disso, esse trabalho demonstra que a inibição de 

SphK aumenta o perfil autofágico do macrófago e não interfere na ativação de NFκB 

nessas células (Xiong et al., 2013). Todos esses dados complementam nossos 

resultados de que a eferocitose não é modificada durante o processo resolutivo 

induzido pelas drogas aqui utilizadas, e mais, esse evento celular encontra-se 
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aumentado após os diferentes tratamentos. A eferocitose é crucial para que a 

resolução da resposta inflamatória seja eficaz. Esse evento retira as células 

apoptóticas do sítio inflamatório de forma não flogística (Dalli and Serhan, 2012; 

Frasch and Bratton, 2012; Ravichandran and Lorenz, 2007). O macrófago pode variar 

o seu fenótipo de acordo com a fase do processo inflamatório no qual ele se encontra, 

sendo que durante a fase resolutiva os macrófagos induzidos por IFNγ - M1 da fase 

produtiva alteram seu fenótipo para M2 (induzidos por IL-4) e posteriormente (Ariel 

and Serhan, 2012) para Mres (Ariel and Serhan, 2012; Bystrom et al., 2008; Bystrom 

et al., 2011; Mantovani et al., 2005). Os macrófagos M2 são altamente eferocíticos e 

após a eferocitose sintetizam e secretam moléculas pró-resolutivas e citocinas anti-

inflamatórias conduzindo á resolução eficiente (Vago et al., 2015). M2 é capaz de 

reconhecer células apoptóticas por interagir com moléculas presentes na superfície de 

macrófagos como por exemplo, Mer-TK e TIM-4 (Santulli-Marotto et al., 2015). 

Assim, de forma interessante, temos o como perspectiva, investigar se as drogas aqui 

utilizadas são capazes de modular o fenótipo dos macrófagos para um perfil pró-

resolutivo e alterar a expressão de moléculas de reconhecimento de células 

apoptóticas para entender o porque que os tratamentos potencializam a capacidade 

eferocitica dos macrófagos. 

Dessa forma, podemos concluir que a via dos esfingolipídios é crucial para o 

desenvolvimento da resposta inflamatória induzida por LPS. A modulação da via da 

esfingosina pode ser uma estratégia pró-resolutiva em modelos de inflamação 

neutrofílica como avaliado, pelo efeito pró-apoptótico e pró-eferocítico das drogas 

utilizadas. Além disso, essas drogas tiveram um comportamento seletivo, não 

alterando e potencializando a atividade dos macrófagos, células essenciais para a 
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finalização do processo inflamatório. Assim, os esfingolipídios se tornam um alvo 

terapêutico em potencial para resolver doenças inflamatórias neutrofílicas. 
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7. – CONCLUSÃO 

 

Diante do exposto podemos concluir que a inibição da via metabólica de 

esfingosina 1-fosfato ou a interferência em seus receptores, se mostrou eficaz na 

resolução da resposta inflamatória induzida por LPS. 
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8. – PERSPECTIVAS 

 

Temos como perspectivas futuras para esse trabalho: 

- Avaliar quais vias de sinalização estão envolvidas no processo de morte celular, 

como, diminuição na expressão de vias de sobrevivência celular: NFκB e PI3κ; e 

aumento de moléculas pró-apoptóticas: caspase 3, Bax e Bad. 

- Analisar por metodologia bioquímica (marcação por AnexinaV), a apoptose dos 

neutrófilos humanos e murinos; 

- Analisar o fenótipo dos macrófagos encontrados no lavado pleural após os 

tratamento com inibidores e antagonistas dos receptores de S1P; 

- Mensurar S1P no lavado pleural durante o desafio por LPS; 

- Observar o comportamento dos receptores 4 e 5 (S1PR4 e S1PR5) nas células do 

lavado pleural e em neutrófilos isolados da medula óssea de camundongos. 
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10. – PRODUÇÃO CIENTÍFICA DURANTE O DOUTORADO. 

	

ANEXO 1 – Artigo publicado na revista Mediators of Inflammation. 
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ANEXO 2 – Artigo publicado na revista Cell Death and Disease.  
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ANEXO 3 – Capítulo de livro publicado pela Editora Blucher s/a. 

Livro: Biotecnologia Aplicada a Saúde: Fundamentos e Aplicações. 

Capítulo: Segmentações, mecanismo e resolução de doenças inflamatórias. 

Autores: Denise Alves Perez; Alesandra Corte Reis; Juliana Prsicila Vago; Rayssa 

Maciel Athayde; Lirlândia Pires de Sousa; Vanessa Pinho; Mauro Martins Teixeira. 

Universidade Federal de Minas Gerais. 
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ANEXO 4 – Protocolos: CEUA E COEP 
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