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Resumo 
 
Durante uma resposta inflamatória existe um importante acúmulo (chegada e permanência no 

sítio inflamado) de leucócitos, produção de mediadores inflamatórios e, consequente, 

comprometimento da função do órgão envolvido. Os neutrófilos são células efetoras da 

resposta imune inata e são os mais abundantes leucócitos nas articulações de camundongos 

com artrite induzida por antígeno.  Neste estudo avaliamos as características inflamatórias 

durante a artrite induzida por antígeno em camundongos e os mecanismos que influenciam a 

hipernocicepção durante a AIA. Além disso, avaliamos a importância de mediadores 

endógenos, como ênfase em espécies reativas de oxigênio e vias de sinalização intracelular 

para a apoptose de neutrófilos e suas relevâncias para a resolução da resposta inflamatória: 

eliminação de neutrófilos e controle da hipernocicepção. Primeiramente, demonstramos que 

durante a AIA existe um acúmulo de neutrófilos associado à produção local de TNF-α, IL-1β e 

CXCL-1 e hipernocicepção. O próximo passo foi avaliar a importância da resolução da resposta 

inflamatória para o controle da AIA. Assim, demonstramos que a produção de espécies reativas 

de oxigênio precede a resolução natural da resposta inflamatória, observado 48 horas após o 

desafio com antígeno. Além disso, foi observado que em camundongos deficientes em 

gp91phox ou tratados com catalase ou apocinina apresentam um atraso na resolução da 

resposta inflamatória. O aumento de espécies reativas de oxigênio, gerado 

farmacologicamente, adianta a resolução da resposta inflamatória por inibir vias de transdução 

de sinal, como a PI3K, a ERK1/2 e a P38, como também a ativação de NF-kB, estes ligados a 

sobrevida de leucócitos em sítios inflamatórios. O adiantamento no tempo da resolução da 

resposta inflamatória diminui a produção das quimiocinas CCL1, CCL5 e CXCL1, que contribui 

para a preservação de estruturas comumente acometidas pela artrite induzida por antígeno, 

como também a redução da hipernocicepção. A inibição farmacológica dessas vias também foi 

capaz de adiantar a resolução da resposta inflamatória. Neutrófilos humanos também adiantam 

a apoptose quando cultivados com H2O2, por este inibir vias de sobrevida celular. A modulação 

da produção de espécies reativas de oxigênio pode representar uma nova estratégia para 

controlar a inflamação neutrofílica nas articulações.  
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Abstract 

 

During inflammatory response there an important accumulation (arrival and permanence at 

inflamed site) of leukocytes, production of inflammatory mediators and, consequently, loss of 

function of involved organ. Neutrophils are effector cells of innate immune response and are the 

most abundant leukocyte in joints of mice with antigen-induced arthritis. This study evaluated 

inflammatory characteristics during antigen-induced arthritis in mice and mechanisms that 

influence hypernociception during AIA. Furthermore, we evaluated the importance of 

endogenous mediators, such as emphasis on reactive oxygen species and intracellular 

signaling pathways for apoptosis of neutrophils and their relevance to resolution of inflammatory 

response: elimination of neutrophils and control hypernociception. First, we demonstrated that 

during the AIA has an accumulation of neutrophils associated with local production of TNF-α, IL-

1β and CXCL-1 and hypernociception. The next time was to evaluate the importance of 

resolution of inflammatory response to control AIA. Thus, we demonstrated that production of 

reactive oxygen species precede natural resolution of inflammatory response observed 48 

hours after challenge with antigen. Furthermore, it was observed that in mice deficient in 

gp91phox or treated with apocynin or catalase presented a delay in resolution of inflammatory 

response. Increased reactive oxygen species generated pharmacologically advancing the 

resolution of inflammatory response by inhibiting signal transduction pathways such as PI3K, 

ERK1/2 and P38, as well as activation of NF-kB, linked to these survival leukocytes into 

inflammatory sites. Advance of time resolution of inflammatory response decreases production 

of chemokines CCL1, CCL5 and CXCL1, which contributes to preservation of structures 

commonly affected by antigen-induced arthritis, as well as reducing hypernociception. 

Pharmacological inhibition of these pathways was also able to advance the resolution of 

inflammatory response. Human neutrophil also advance apoptosis when cultured with H2O2, by 

this inhibit cell survival pathways. The modulation of production of reactive oxygen species may 

represent a new strategy to control neutrophilic inflammation in the joints. 
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Introdução 

 

Inflamação 

 

A lesão tecidual causada por agentes infecciosos, trauma, cirurgia, queimadura, infarto 

do tecido e câncer induz uma complexa sequência de eventos coletivamente conhecida 

como resposta inflamatória (ISOBE e col., 2012). A inflamação elimina o agente nocivo 

e desencadeia eventos que podem curar e reconstituir o tecido lesado (FIALKOW e 

col., 2007). O reparo começa logo nas fases iniciais da inflamação, entretanto, só finda 

quando a influência nociva for neutralizada. Em contrapartida, a resposta inflamatória e 

o reparo podem se tornar prejudiciais. A inflamação é, por exemplo, a base de várias 

doenças crônicas como a artrite reumatoide (MISHARIN e col., 2012), a aterosclerose 

(ELKHAWAD e col., 2012), a asma (MARTIN e col., 2012) e a fibrose pulmonar (JIANG 

e col., 2012), como também de reações de hipersensibilidade potencialmente fatais a 

picadas de insetos e toxinas (FYHRQUIST e col., 2012). 

 

A resposta inflamatória apresenta duas reações principais: a vascular e a celular. As 

reações vasculares e celulares são mediadas por fatores químicos derivados de 

proteínas ou células plasmáticas que são produzidos ou ativados pelo estímulo 

inflamatório. Até mesmo as próprias células e tecidos necróticos podem desencadear a 

formação destes mediadores. A liberação destes mediadores quimiotáticos leva os 

leucócitos a uma sequência de eventos: a) no lúmen do vaso sanguíneo ocorre a 

marginalização, rolamento e adesão ao endotélio; b) transmigração através do 
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endotélio; e c) migração nos tecidos intersticiais em direção ao estímulo quimiotático 

(LAWRENCE e GILROY, 2007; GRIFFIN e col., 2012; SUBRAMANIAN e col., 2012). 

 

Na maioria das inflamações agudas, os neutrófilos predominam no infiltrado 

inflamatório nas primeiras 24h. Após este período, o neutrófilo sofre um processo de 

morte programada conhecida como apoptose e, então, é fagocitado por macrófagos. 

Dependendo do tipo de resposta inflamatória e do seu tempo de duração outros 

leucócitos também podem ser encontrados no sítio inflamatório, como os eosinófilo, 

macrófagos e linfócitos que permanecem até uma semana, até que o agente agressor 

seja eliminado. 

 

Recrutamento de leucócitos 

 

O recrutamento de leucócitos durante a resposta inflamatória envolve três 

fundamentais etapas: captura e rolamento das células, adesão firme e transmigração. 

Essas etapas dependem de moléculas de adesão presentes no leucócito e no 

endotélio, que se encaixam de maneira complementar. A produção de fatores 

quimiotáticos como, por exemplo, as quimiocinas, também contribuem para o processo 

de recrutamento (SALMI e JALKANEN, 2012; CHEN e col., 2012). 

 

Assim, o recrutamento de leucócitos para um sítio inflamatório obedece aos seguintes 

passos: 

 Captura e rolamento: primeiramente, ocorre uma interação "frouxa" entre os 

leucócitos e as células endoteliais. Essa fase pode ser dividida em duas etapas: 
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captura (“tethering”) e rolamento (“rolling”) e é mediada pelas selectinas (P, E e L) e os 

ligantes de selectinas, proteínas que contêm carboidratos. Essa primeira etapa 

aproxima os leucócitos das células endoteliais e, consequentemente, dos eventos que 

estão ocorrendo no tecido. Uma vez rolando sobre as células endoteliais, os leucócitos 

podem ser ativados por agentes quimiotáticos. 

  Ativação por fatores quimiotáticos: Os agentes quimiotáticos agem em 

receptores com sete domínios transmembrana (serpentinóides) acoplados à proteína 

G. Essa ativação leva ao aumento do número e, principalmente, da afinidade de 

integrinas expressas na superfície do leucócito com moléculas do endotélio.  

 Adesão firme: A firme adesão e a posterior transmigração dos leucócitos são 

mediadas por integrinas. As integrinas são glicoproteínas heterodiméricas, aderentes, 

transmembrana, constituídas de cadeias α e β. As integrinas, então, se ligam a 

moléculas da família das imunoglobulinas expressas nas células endoteliais. Essa 

ligação permite firme adesão entre o leucócito e o endotélio.  

 Transmigração: O processo de transmigração pela célula endotelial poderá, 

então, ocorrer e depende de interações moleculares semelhantes àquelas necessárias 

à firme adesão, em adição à participação do PECAM-1 (CD31).  
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Figura 1. Mecanismo de recrutamento de leucócitos através do endotélio. As etapas do recrutamento de 
leucócitos envolvem a captura e o rolamento, dependente de selectinas; da ativação e firme adesão, 
dependente de integrinas e imunoglobulinas; e a transmigração, dependente de quimiocinas. 

 

Os diversos leucócitos, como os neutrófilos, monócitos, eosinófilos e linfócitos, utilizam 

moléculas distintas, entretanto, superpostas para o processo de recrutamento. Isso 

explica, em parte, a seletividade por certos tipos celulares em determinadas respostas 

inflamatórias. Este modelo de recrutamento também é válido para a migração de 

diferentes leucócitos para os órgãos linfóides, contribuindo para a homeostase do 

sistema imunológico (SALLUSTO e MACKAY, 2004). 

 

Após a transmigração pelo endotélio, os leucócitos migram através do tecido em 

direção ao tecido inflamado por um mecanismo orientado pelo gradiente quimiotático. 

Substâncias exógenas e endógenas podem exercer esse papel quimiotático para os 

diversos leucócitos. Agentes exógenos podem ser moléculas derivadas de bactérias. 

Já os mediadores endógenos envolvem componentes do sistema complemento, 

produtos da via da lipoxigenase, citocinas e quimiocinas (SCHULTE e cols., 2011). 
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Quimiocinas 

 

As quimiocinas são proteínas com atividade quimioatrativa e peso molecular variando 

de 8 a 12 KDa. São produzidas por várias células, incluindo: células endoteliais 

(NAKANO e cols., 2012), células epiteliais (OH e col., 2012), fibroblastos (WOLF e 

cols., 2012), monócitos/macrófagos (FANG e cols., 2012), células dendríticas (HOLL e 

cols., 2012), células T (OWEN e cols., 2011) e eosinófilos (ROSE e cols., 2010).  

 

Quimiocinas são caracterizadas pela presença de quatro resíduos de cisteína 

conservados na porção amino-terminal. Na presença ou ausência de aminoácidos 

entre as duas primeiras cisteínas, são classificadas como CC (CCL1-28), CXC 

(CXCL1-16), CX3C (CX3CL1/ fractalkine) e, ainda, existe a quimiocina C que possui 

somente uma cisteína na porção N-terminal (XCL1 e XCL2/ lymphotactin-alpha e 

lymphotactin-beta, respectivamente) (GUERREIRO e COL., 2011).  

 

Tais proteínas contribuem para resposta inflamatória dada sua capacidade de induzir 

recrutamento e ativar populações de leucócitos, induzindo degranulação e levando à 

liberação de mediadores inflamatórios de células efetoras tais como basófilos, 

mastócitos, neutrófilos e eosinófilos. Entretanto, essas moléculas também podem 

exercer um papel na a homeostase do sistema imune. Algumas delas dirigem o 

recrutamento de células para os tecidos linfóides (SALLUSTO e MACKAY, 2004). 

Contudo, o estudo das quimiocinas nos últimos anos tem contribuído para o 

entendimento do seu papel nas diversas doenças inflamatórias, na hematopoiese, na 

angiogênese, na geração de metástases, na rejeição de tumores, na diferenciação de 

células T e na infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (JOHNSON e cols., 

2004). Assim, as quimiocinas são fatores essenciais para a migração celular, atuando 

sobre receptores com sete domínios transmembrana associados à proteína G, levando 

à ativação de cascatas de sinalização intracelular (GUERREIRO e COL., 2011).  
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Artrite Reumatóide 

 

A artrite reumatóide (AR) afeta aproximadamente 1% da população adulta do 

mundo, sendo uma doença auto-imune comum que acomete com maior frequência 

as mulheres (FELSON, 2008). O gasto anual com o seu tratamento é de 

aproximadamente $16 bilhões, incluindo as despesas sócias econômicas diretas, 

como custo com despesas médicas, e custos indiretos, como a queda de 

produtividade e redução da qualidade de vida do paciente (DUNLOP e col., 2003).  

 

A intensa inflamação articular, com destruição da cartilagem e do osso, edema, dor e 

impossibilidade ou dificuldade em executar atividades habituais caracteriza a artrite 

reumatóide (Lesuis e col., 2012). 

 

O sítio inicial da inflamação articular é a membrana sinovial, que normalmente 

secreta o líquido sinovial que reduz o atrito e nutre a cartilagem articular. A cápsula 

articular consiste de duas camadas: uma externa de tecido conjuntivo denso com 

vasos sanguíneos e nervos, e uma camada interna chamada de membrana sinovial. 

A superfície interna da membrana sinovial é revestida por uma ou duas camadas de 

células sinoviais: as células sinoviais tipo A semelhantes aos macrófagos e as 

células sinoviais tipo B semelhantes aos fibroblastos. Os sinoviócitos semelhantes a 

macrófagos normalmente fagocitam debris no líquido sinovial e são capazes de 

secretar citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6 e TNF-α. Os sinoviócitos 

semelhantes a fibroblastos que fisiologicamente formam o ácido hialurônico, 
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sintetizam as metaloproteinases (MMP) e prostaglandinas E2 quando estimulados 

pelo TNF- α e IL-1 (SAKAGUCHI e SAKAGUCHI, 2005). Deste modo, na artrite os 

sinoviócitos proliferam exacerbadamente, invadindo e gerando erosão na cartilagem 

e no osso, alterando o balanço entre citocinas pró e anti-inflamatórias e, 

consequentemente, levando a perpetuação dos mecanismos da AR.  

 

Estudos em modelos experimentais resultam em um melhor entendimento do papel 

de diferentes tipos celulares e mediadores inflamatórios envolvidos no 

desenvolvimento da artrite. Pesquisas têm demonstrado que dentre os diferentes 

tipos celulares, os neutrófilos se destacam, pois regulam e orquestram a resposta 

inflamatória aguda e participam também da inflamação crônica (KASAMA e col., 

2005). O envolvimento dos neutrófilos na patogênese da artrite reumatóide tem sido 

demonstrado utilizando-se diferentes modelos experimentais. Foi descoberto que 

camundongos K/BxN desenvolvem artrite espontaneamente, sendo estes animais 

provenientes do cruzamento de animais NOD com animais KRN. A transferência de 

soro de animais K/BxN que contém os auto-anticorpos para animais C57/Bl6, 

também induz uma reação inflamatória específica mimetizando o modelo animal 

K/BxN, indicando que a transferência destes auto-anticorpos é suficiente para induzir 

inflamação na articulação (KOUSKOFF, 1996). Utilizando-se este modelo, 

demonstrou-se que animais depletados de neutrófilos são resistentes aos efeitos 

inflamatórios do soro artritogênico de animais K/BxN.  Interessantemente, a 

depleção dos neutrófilos cinco dias após a transferência do soro reverteu a reação 
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inflamatória das articulações. Estes resultados demonstram o papel fundamental dos 

neutrófilos na iniciação e manutenção do processo inflamatório nas articulações. 

 

O acúmulo de produtos potencialmente tóxicos, como serino proteases, colagenase, 

espécies reativas de oxigênio e fibronectina no líquido sinovial ocorrem devido a 

processos de ativação de neutrófilos in situ. A presença deste tipo celular tem sido 

associada aos principais danos articulares observados na artrite reumatóide 

(ELLIOTT e col., 2011). Sendo assim, o modelo de artrite se torna um modelo ideal 

para se estudar o recrutamento de neutrófilos, a resolução da resposta inflamatória e 

a participação de diferentes moléculas nestes processos.  

 

Outro importante ponto citado acima é a intensa dor articular gerada na AR. Como 

resultado de lesão tecidual e reatividade imune anormal ou lesão neural, a dor está 

frequentemente relacionada a processos inflamatórios (STEIN e col. 2003). Tais 

processos geram a sensibilição de nociceptores aferentes primários, que é 

caracterizada pela diminuição do limiar de excitabilidade necessário para ativá-lo, pelo 

aumento da atividade espontânea da célula nervosa e pelo aumento na frequência de 

disparo em resposta a estímulos supralimiares (COSTIGAN e col., 2009). A 

consequência de tais alterações leva a dois fenômenos clínicos relevantes, a  

hiperalgesia, caracterizada pela resposta exacerbada a estímulos dolorosos, e alodínia, 

que é o surgimento da dor em resposta a um estímulo normalmente inócuo (LOESER e 

TREEDE, 2008), melhor descrito como hipernocicepção em modelos animais 

(OLIVEIRA e col., 2011). Existem diversos mediadores químicos finais da 
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hipernocicepção inflamatória que podem ativar diretamente e/ou indiretamente os 

nociceptores. Entretanto, o estímulo inflamatório normalmente não libera estes 

mediadores diretamente, mas são precedidas por outros mediadores como as citocinas 

(CUNHA e col., 2005; VERRI e col., 2006). Assim sendo, células residentes 

(principalmente macrófagos, mastócitos e células dendríticas) e células infiltradas 

liberam diversos mediadores inflamatórios, como as citocinas, que desempenham 

papel essencial para o desenvolvimento da hipernocicepção inflamatória.  

  

Citocinas como o TNF-α e IL-1β estão também diretamente implicada em muitos dos 

processos imunes que estão associados com a patogênese de artrite reumatóide. Com 

efeito, o tratamento com anticorpos anti-TNF ou TNFR solúvel provou ser um 

importante desenvolvimento no tratamento de doentes com artrite reumatoide (SCOTT 

e KINGSLEY, 2006). Um problema associado ao tratamento baseado em citocinas é a 

de que estes são caros e precisam de ser administradas por via parentérica. Além 

disso, muitos pacientes não respondem a qualquer bloqueio de TNF-α (KEKOW e col., 

2012). Assim, novas opções terapêuticas para o tratamento da AR são claramente 

necessários, bem como os modelos para investigar a inflamação articular e dor 

concomitantemente. 

 

Resolução da resposta inflamatória e apoptose 

 

Durante a resolução do processo inflamatório, uma série de eventos pode contribuir 

para a eliminação da resposta inflamatória. A vasodilatação e formação de edema 

contribuem para a redução das concentrações efetivas do estímulo inflamatório. Os 
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leucócitos recrutados eliminam o agente efetor, os mediadores inflamatórios são 

desativados espontaneamente ou enzimaticamente, moléculas com função inibitória 

são produzidas e as células efetoras são eliminadas do tecido (sendo este, o principal 

mecanismo do processo de resolução inflamatória). A eliminação de células 

inflamatórias do tecido lesado é um dos principais focos de pesquisa atualmente. As 

células inflamatórias podem ser eliminadas por recirculação sistêmica, drenagem 

linfática ou, principalmente, por morte celular (GILROY e col., 2004). Dois tipos 

fundamentais de morte celular têm sido descritos atualmente: a necrose e a apoptose 

seguido de fagocitose que são definidas de acordo com suas características 

morfológicas e bioquímicas.  

 

O termo apoptose foi utilizado pela primeira vez por KERR e colaboradores (1972) no 

inicio dos anos 70 para definir outro tipo de morte celular que se diferenciaria da 

necrose.  A apoptose, também conhecida como morte programada de células, é 

definida como forma programada ou fisiológica de morte celular por um mecanismo 

altamente controlado que não induz inflamação e possui morfologia característica. 

Durante a apoptose, a célula sofre encolhimento, retenção de organelas, condensação 

da cromatina e fragmentação nuclear. Em algumas linhagens celulares, ocorre a 

formação dos corpos apoptóticos (SAVILL e col., 2002).  

 

A apoptose é um importante contraponto fisiológico à mitose na regulação do número 

de células em processos como a reprodução, embriogenese e desenvolvimento, na 

renovação celular homeostática do individuo adulto e na eliminação de células 
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danificadas (ELMORE, 2007). A apoptose é descrita desde organismos muticelulares 

primitivos até os vertebrados, mas também foi identificado mecanismos semelhantes à 

apoptose em organismos unicelulares (Alberts  e col., 2002).  

 

A apoptose é um processo ativo que pode ser desencadeado por uma série de 

estímulos, extra e intracelulares, controlados por uma série especifica de genes 

específicos que podem participar de cinco passos sequenciais e distintos: (1) a decisão 

da célula em morrer ou viver, (2) a ativação dos mecanismos de morte celular, (3) a 

execução do processo de morte, (4) a fagocitose da célula apoptótica e (5) a 

degradação da célula apoptotica (ELMORE, 2007).  

 

Nos mamiferos, a apoptose pode ser desencadeado por duas grandes vias: (1) via de 

receptor de morte, ou via extrínseca; e (2) via mitocondrial, ou via intrínseca (RUBIO-

MOSCARDO e col., 2005; EKERT e VAUX, 2005).  

 

Os receptores de morte estão localizados na superfície celular com domínio 

extracelular rico em cisteina e pertencentes a família TNF (MELET e col., 2008). Tais 

receptores transmitem sinais de morte desencadeados por ligantes específicos.  

 

Genes envolvidos na apoptose, tanto como anti ou proapoptoticos, vem sendo 

estudados. A via mitocondrial é controlada pela família BcL-2 (B-cell limphoma protein 

2) (ROLLAND e CONRADT, 2010). A eficácia dessas proteínas no controle da 

apoptose é proporcional a sua expressão.  
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Foram identificadas mais de doze proteínas da família BcL-2. São divididas, em relação 

a sua função e semelhança de sequência de aminoácidos em três subfamilias. A 

subfamília anti-apoptose é representada por BcL-2/BcLxl, que inibe a apoptose por 

prevenir a liberação de proteínas mitocontriais das duas famílias pro-apoptoticas 

representadas por Bax/Bak (BcL-2 associated protein X) e Bid/Bim (FRENZEL e col., 

2009).  

 

Praticamente todos os estímulos apoptóticos são desencadeados por caspases 

(cystenil aspartat especific protease), grupo de enzimas proteoliticas sintetizadas como 

proenzimas inativas. As caspases dos mamíferos são divididas em duas subfamilias. A 

primeira ligada ao desencadeamento de apoptose (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10 e 12), e 

a segunda ligada ao processamento de citocinas (caspases 1, 4, 5 e 11) (RAI e col., 

2005).  

 

As caspases envolvidas na apoptose podem ser subdividas em iniciadoras e efetoras, 

de acordo com o tamanho de seu predomínio. Caspases longas (2, 8, 9 e 10) atuam 

como iniciadoras, e caspases curtas (3, 6 e 7) atuam como efetoras (RAI e col., 2005). 

O controle da cascata de caspases é fundamental em vários processos homeostáticos 

e de diferenciação celular, com isso, o controle da atividade de caspases apresenta 

potencial terapêutico.  
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A morte celular por apoptose exerce um papel fundamental na maioria dos processos 

biológicos e a desregulação desse mecanismo é um importante fator na patogênese e 

progressão de inúmeras doenças (ELMORE, 2007). Excessiva morte celular por 

apoptose ou falta de apoptose está associada ao desenvolvimento de doenças. Assim, 

como por um lado a morte acelerada de células está associada a muitas doenças 

autoimunes, a reduzida capacidade de sofrer apoptose é uma característica básica de 

muitos tumores e doenças inflamatórias. Durante doenças inflamatórias como a artrite, 

a dermatite atópica, a asma, ocorre uma redução ou atraso da apoptose (GILROY e 

col., 2004). 

 

A resolução é imperativa para que haja uma resposta adequada do hospedeiro, para 

proteção tecidual e para um retorno à homeostase (SCHWAB, e col., 2007; SERHAN e 

SAVILL, 2005; GILROY e col., 2004) 

 

Espécies reativas de oxigênio 

 

Espécies reativas de oxigênio são moléculas que possuem em sua órbita externa um 

elétron livre. As principais espécies reativas de oxigênio são: o ânion superóxido, o 

peróxido de hidrogênio, e o peróxido de nitrito, que por alguns autores é considerado 

uma espécie reativa de azoto. Essas moléculas possuem instabilidade elétrica muito 

grande, e por isso, mesmo tendo meia vida muito curta, apresentam grande 

capacidade reativa, o que pode acontecer com qualquer composto que esteja próximo, 

a fim de captar um elétron desse composto, ou liberar um elétron para esse composto 

para sua estabilização. As espécies reativas de oxigênio produzidas por macrófagos e 
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neutrófilos exercem uma função microbiana contra fungos e bactérias, por gerarem 

peroxidação lipídica e danos ao DNA destes microrganismos. Participam também da 

ativação celular em sítios inflamatório, levando a liberação de citocinas e quimiocinas e 

aumentando a expressão de moléculas da adesão (ARAZNA e col., 2013). 

 

Em condições normais por volta de 95 a 98% do oxigênio absorvido pelos organismos 

aeróbicos é reduzido, formando água na cadeia respiratória através do transporte de 

elétrons na mitocôndria, bem como no retículo endoplasmático, onde o sistema 

enzimático citocromo, no processo de fosforilação oxidativa, procede a redução 

tetravalente do O2 pelo sistema citocromo oxidase, fornecendo simultaneamente 4 

elétrons para o oxigênio, que se reduz diretamente à água: 

 

O2 + 4H+ 4e- → 2H2O 

 

As fontes que cedem os cátions de hidrogênio e os elétrons para a reação são, 

basicamente, o NADH, o FADH e a ubiquinona ou coenzima Q (DE LUCA e col., 2005). 

Todavia, 2 a 5% do O2 são reduzidos univalentemente, processo em que uma molécula 

recebe apenas um elétron, o qual ocupa um dos orbitais externos, ao mesmo tempo 

em que o outro continua não parelhado, produzindo intermediários altamente reativos, 

denominados espécies reativas de oxigênio. Forma-se então a primeira espécie tóxica 

reativa de oxigênio, o superóxido, conforme esquema: 

 

O2 + e- → O2
- 
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Em condições inflamatórias, entretanto, a produção de superóxido é aumentada, pois 

este desenvolve um importante papel na resposta imune de mamíferos. O superóxido 

tem ação antimicrobiana e facilita a morte de microorganismos invasores, pois através 

de oxidação lipídica a membrana plasmática é degradada (GUERRA e col., 2007). 

A partir do superóxido, e sob a ação de algumas enzimas, são geradas outras espécies 

reativas, como observado na figura 2. Em sítios inflamatórios são formadas espécies 

reativas de oxigênio, pois, como dito acima, estas têm a capacidade de ativar 

leucócitos e possuem propriedades microbicidas, como o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), que é formado pelo superóxido através da ação da enzima superóxido 

dismutase (SOD). 

 

Figura 2: Espécies reativas de oxigênio e suas enzimas formadoras 

 

 

 

Como citado acima, a eliminação de neutrófilos de um tecido inflamado é crucial para 

resolução da resposta inflamatória. Assim, podemos ressaltar trabalhos que reforçam a 

idéia de que espécies reativas de oxigênio podem ter um papel importante no controle 
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do acúmulo de leucócitos durante uma resposta inflamatória. Neutrófilos de pacientes 

com a síndrome autoinflamatória SAPHO (sigla de: synovitis, acne, pustulosis, 

hyperostosisandosteitis) tem um defeito específico na produção de espécies reativas 

de oxigênio, indicando que a diminuída produção dessas moléculas está envolvida no 

desenvolvimento e manutenção dessa doença inflamatória (FERGUNSON e col., 

2008).  De forma interessante, em pacientes com síndrome de Down nos quais o gene 

para SOD é superexpresso, e consequentemente devem apresentar maior produção de 

H2O2, a apoptose de neutrófilos, espontânea bem como aquela induzida por anticorpos 

anti-Fas é acelerada tornando esses pacientes mais susceptíveis a doenças 

infecciosas, por exemplo, as bacterianas (YASUI e col., 2005). O peróxido de 

hidrogênio parece ser o principal mediador da apoptose de neutrófilos (YASUI e col., 

2005). Além disso, os pacientes com doença granulomatosa crônica, caracterizada por 

um defeito genético na produção de superóxido e consequentemente de peróxido de 

hidrogênio, apresentam diminuída capacidade de resolução de resposta inflamatória 

(YASUI, e col., 2006). De fato já foi demonstrado que a SOD adicionada exogenamente 

em uma cultura de neutrófilos induz a apoptose dessas células (SULUWSKA, e col, 

2005). Além dos dados acima, experimentos utilizando camundongos trangênicos que 

apresentam uma alta produção de SOD demonstraram uma redução no número de 

neutrófilos em fluídos de lavados brônquio-alveolares após administração intratraqueal 

de partículas poluentes (YASUI, e col., 2005). 

 



28 

 

 

 

 

Vias de sinalização celular e sua relevância para resolução da resposta inflamatória 

 

A apoptose pode ser induzida por receptores de morte encontrados na membrana 

celular (LIN e col., 2012), como também induzida pela interrupção de vias de 

sinalização relacionada à sobrevida. A ativação dessas vias de sinalização induz a 

produção de vários mediadores e previne a apoptose. Sob a maioria das condições, os 

neutrófilos serão expostos a ambos os fatores pró e anti-apoptóticos. O efeito 

resultante sobre a morte de neutrófilos e sobrevivência reflete um equilíbrio entre as 

atividades de tais fatores. A morte de neutrófilos está associada com a regulação 

positiva de sinalização da morte e a regulação negativa da sinalização de 

sobrevivência. A via da PI3k tem sido mostrada importante para a sobrevida de vários 

tipos celulares (SONG e col., 2005). Foi demostrada que tal via é importante para a 

sobrevida de células da tireóide e hepatócitos (CULLEN e col., 2004), como também 

eosinófilos in vivo (PINHO e col., 2005). Drogas que inibem a fosforilação de AKT 

podem contribuir para a resolução da resposta inflamatória. Em nosso grupo de 

pesquisa descrevemos a influencia do inibidor PDE4 (rolipram) na resolução da 

pleurisia induzida por LPS (SOUSA e col., 2010). A inibição da fosforilação de AKT 

gerada por Rolipran diminuiu o número de neutrofilos na cavidade pleural aumentando 

o número de neutrófilos apoptóticos induzidos por ativação de capase. Mostramos, 

também, que além do Rolipran outras drogas inibem a ativação de AKT e resolvem a 

inflamação eosinofilica induzida na pleura por OVA. Forskolin, um mimético da 

adenilato ciclase, que aumenta os níveis intracelulares de cAMP também inibiu a 
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fosforilação de AKT. Como consequência, observamos o aumento da apoptose 

(SOUSA e col, 2009). A inibição da fosforilação de ERK1/2 também induz apoptose em 

miócitos (ZHANG e col., 2011). Algumas infecções virais podem ativar a fosforilação de 

MAP quinases, como ERK1/2, JNK e p38, inibindo a apoptose das células infectadas 

promovendo a replicação viral (LIU e col., 2012). 

 

O fator de transcrição NF-kB é um regulador chave de várias funções celulares, 

incluindo a ativação e sobrevida de leucócitos (WARD e col., 2004; DUTTA e col., 

2006). Os efeitos de sobrevida de muitas vias pode ser mediada por NF-kB. Um 

exemplo é que AKT ativada pode fosforilar IkB quinase (IKK) levando à ativação de NF-

kB (NAIR e col., 2006). 
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Objetivos 
 

Objetivo geral: 

 

Assim, o objetivo geral desta tese de doutorado foi estudar a resposta inflamatória 

gerada pela artrite induzida por antígeno, bem como os mediadores endógenos 

importantes para sua resolução, com enfoque na formação de espécies reativas 

de oxigênio. 

 

Objetivos específicos I: Estudar resposta inflamatória gerada pela artrite induzida por 

antígeno  

 

1. Verificar a cinética da hipernocicepção induzida pela AIA. 

2. Verificar o efeito da morfina na hipernocicepção induzida pela AIA. 

3. Avaliar o infiltrado inflamatório e as estruturas articulares após a indução da AIA. 

4. Verificar a produção de TNF-α, IL-1β e CXCL1 após a indução da AIA. 

5. Verificar o efeito do tratamento com anti-TNF-α, IL-1ra e dexametasona na 

inflamação e na hipernocicepção na AIA. 

6. Verificar o papel de neutrófilos no mecanismo de dor articular e produção de 

citocinas na AIA. 

Objetivos Específicos II: Estudar o papel de mediadores endógenos, com foco na produção 

de ROS na resolução da resposta inflamatória 

 

1. Verificar a cinética e o papel da produção de H2O2na resolução natural, bem 

como a resolução da resposta inflamatória induzida pela administração de 

H2O2na AIA. 
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2. Verificar se a resolução da resposta inflamatória da AIA induzida por H2O2é 

promovida por apoptose de neutrófilos. 

3. Verificar se a indução da apoptose de neutrófilos por H2O2 é dependente da 

inibição de vias de transdução de sinal. 

4. Verificar a cinética e o papel da ativação  das vias de transdução de sinal PI3K, 

ERK1/2 e P38 na AIA 

5. Verificar se a administração de H2O2 é capaz de inibir a hipernocicepção na AIA. 

6. Verificar se a resolução da resposta inflamatória induzida por H2O2 é dependente 

da produção de lipoxinas. 

7. Estudar de apoptose de neutrófilos humanos por H2O2 in vitro. 
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Material e Métodos detalhados 
 

Animais 

 

Neste estudo usamos camundongos C57Bl/6 obtidos no Centro de Bioterismo do 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-ICB 

UFMG). Os camundongos gp91phox-/- foram adquiridos no biotério mantido pelo nosso 

grupo de pesquisa (Laboratóro de Imunofarmacologia) Todos os procedimentos 

experimentais foram avaliados pelo Comitê de Ética da UFMG. 

 

Drogas e reagentes 

 

Superóxido Dismutase de Eritrócito Bovino (SOD), Catalase, H2O2, UO126, SB 203580, 

LY 294002, Adjuvante Completo de Freud (CFA), Albumina de Soro Bovino Metilada 

(mBSA), Albumina de Soro Bovino (BSA), Z-VAD-fmk, um inibidor de caspases e LPS 

foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO).Anexina-V e os anticorpos para Western 

blotting foram adquiridos da Cell Sinaling (Beverly MA, USA). 

 

Modelo de Artrite Induzida por Antígeno 

1-Procedimento de imunização, desafio com mBSA 
 

Camundongos C57BL/6 ou gp91phox-/-foram imunizados, através de injeção intra-

dérmica, com uma emulsão contendo 100µL de volumes iguais de PBS e adjuvante 

completo de Freud (CFA), na qual foi dissolvida 500µgde mBSA. No 14º dia, os animais 

imunizados foram desafiados com mBSA (10 µg/cavidade) através de injeção intra-

articular (articulação fêmur-tibial). 
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2-Quantificação de neutrófilos na cavidade articular induzida por mBSA 
 

Para quantificação de neutrófilos, os camundongos foram sacrificados 24 horas após o 

desafio com o mBSA e foi realizado em lavado intra-articular (2 vezes) com 5µL de 

Albumina da Soro Bovino (BSA) 3% diluído em PBS. Este lavado foi diluído em 90µL 

deBSA e a partir deste, realizadas as contagens total e diferencial dos leucócitos. Os 

tratamentos foram realizados de acordo com o estabelecimento do pico de acúmulo de 

células na cavidade intra-articular. 

 

Medida da hipernocicepção: Teste de pressão crescente no joelho de camundongo 

 

Os experimentos foram realizados utilizando o teste de pressão com um 

anestesiômetro eletrônico (Modelo 1601C, Life Science Instruments Califórnia, EUA), 

que consiste em um transdutor de pressão conectado a um contador digital de força 

expressa em gramas (g). A precisão do aparelho é de 0,1 g. O aparelho é calibrado 

para registrar uma força máxima de 150 g, mantendo a precisão de 0,1 g até a força de 

80 g. O contato do transdutor de pressão ao joelho foi realizado através de uma 

ponteira descartável de polipropileno com 0.5 mm de diâmetro adaptada a esse. Os 

animais foram colocados em caixas de acrílico, medindo 12x20x17 cm cujo assoalho é 

uma rede de malha igual a 5 mm2 constituída de arame não maleável de 1 mm de 

espessura, durante 15 minutos antes do experimento para adaptação ao ambiente. 

Espelhos foram posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentação para facilitar 

a visualização das plantas das patas dos animais. O experimentador aplicou, por entre 

as malhas da rede, uma pressão linearmente crescente no centro da planta da pata do 

camundongo até que o animal produzisse uma resposta caracterizada como sacudida 
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(“flinch”) da pata estimulada. Os estímulos foram repetidos por até seis vezes, em geral 

até o animal apresentar 3 medidas similares com uma clara resposta de “flinch” após a 

retirada da pata. A intensidade de hipernocicepção foi quantificada como a variação na 

pressão (Ä de reação em gramas) obtida subtraindo-se a média de três valores 

expressos em gramas (força) observada antes do procedimento experimental (0 hora) 

da média de três valores em gramas (força) após a administração dos estímulos que 

variam de acordo com o experimento. Os testes nociceptivos foram realizados entre 

08:00 e 16:00 h. Todos os experimentos seguiram as normas e éticas estabelecidas 

para experimentação com animais conscientes, recomendadas pelo IASP (International 

Association for the Sdudy of Pain) (ZIMMERMANN, 1983). 

 

Atividade da mieloperoxidase 

 

Para avaliar o acúmulo de neutrófilos no joelho, foi também utilizado o método de 

quantificação da atividade de mieloperoxidase como descrito previamente (Matos e 

cols., 1999). Brevemente, um fragmento do joelho foi pesado e picado, suspenso a 5% 

em salina EDTA, submetido à homogeneização e centrifugação (3000 g, 10 minutos). 

O sobrenadante foi desprezado e o componente residual (pellet) ressuspendido em 1,5 

mL de NaCl 0.2% gelado e 1,5 mL de NaCl 1.6% com glicose 5% gelada para cada 100 

mg de tecido. Realizou-se nova centrifugação 3000 g por 10 minutos. Novamente, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em tampão fosfato com HTAB a 

5% e 15 re-homogenizado por 30 segundos. As amostras foram congeladas e 

descongeladas seguidamente (3 vezes) em nitrogênio líquido, submetidas novamente a 

centrifugação e os sobrenadantes coletados para ensaio de MPO. Atividade de 
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mieloperoxidase (MPO) das amostras foi determinada através de leitor de ELISA (450 

nm) usando tetramethylbenzine (1.6 mM) e H202 (0.5 mM). Os resultados foram 

expressos como número relativo de neutrófilos. 

 

Contagem total dos leucócitos 

 

Alíquotas de 10µL do lavado articular foram diluídas em líquido de Turk, na proporção 

de 1:2, sendo que a contagem total dos leucócitos foi realizada em câmara de 

Neubauer, com o auxílio de microscópio óptico (aumento de 40x) e contador manual. 

Os resultados foram expressos como número de células x 105 /cavidade. 

 

Contagem diferencial dos leucócitos 

 

As lâminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugação de uma 

alíquota dos lavados (citospin; ShandonLipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA). 

As células foram examinadas em microscópio óptico através da objetiva de imersão em 

óleo (aumento de 100x), sendo contadas 100 células por lâmina diferenciando-se 3 

tipos celulares, neutrófilos, eosinófilos e monucleares. A quantificação de cada tipo 

celular presente na cavidade articular foi calculada pela percentagem dessas células 

contadas nas lâminas e pela quantidade de células totais obtidas na contagem total. Os 

resultados foram expressos como número de neutrófilos x 104 /cavidade. 

 



36 

 

 

 

 

Dosagem de H2O2 por quimioluminescência 

 

O métodos utilizados para dosagem de H2O2 foi o de quimioluminescência do luminol 

em presença de peroxidase (HRP)-peróxido de hidrogênio (Tarpey & Fridovich, 2001). 

Após o lavado articular (como descrito anteriormente, as amostras foram colocadas em 

tubos de poliestireno (1 ml) e colocadas em luminômetro (BIO-orbit, 1250) para 

confecção da leitura zero. Foi colocado então o luminol 100 M e feito novo registro. A 

reação foi iniciada pela adição de horse radish-peroxidase (HRP, 6U/ml). Foram 

realizados registros em um intervalo de 10 minutos e os dados expressos como médias 

das áreas sob as curvas. A funcionalidade do método foi confirmada pela utilização de 

um padrão de peróxido de hidrogênio 0,5mM. 

 

Técnica histológica 

 

A região da articulação fêmur-tibial foi isolada e imersa em formol tamponado a 10%, 

para fixação durante 24 horas. Em seguida os tecidos provenientes da articulação 

fêmur-tibilal foram descalcificados em EDTA (20%) por aproximadamente 72 horas. 

Esses tecidos foram desidratados e incluídos em blocos de parafina. Cortes de 6 µm de 

espessura foram dispostos em lâminas de microscopia. As lâminas foram coradas 

segundo a técnica de coloração de hematoxilina e eosina. 
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Tratamento com SOD, H2O2, Catalase, Z-VAD, SB 203580, UO-126 e LY 294002 

 

Os camundongos foram tratados com SOD (0,3 mg/kg), H2O2(0,5mM), Catalase (1,2 

mg/kg), Z-VAD (1,0 mg/kg), SB 203580 (1,0 mg/kg), UO-126 (3,0 mg/kg) e LY 

294002(10 µg/cavidade), BOC-1 (1 mg/kg) ou veículo localmente (intra-articular) após 

(esses tempos foram determinados após realização de experimentos) a indução da 

resposta inflamatória.  

 

Determinação de quimiocinas e citocinas por ELISA 

 

Os kits para ELISA de camundongo foram obtidos da R&D Systems (DuoSet) e 

utilizados de acordo com os procedimentos previamente descritos pelo fabricante.  

 

Avaliação da apoptose 

 

1-Caracterização morfológica da apoptose: Caracterização morfológica foi realizada 

como rotineiramente realizado no laboratório (PINHO et. al, 2005). Brevemente, células 

recuperadas após o estímulo inflamatório e tratados ou não foram citocentrifugadas, 

fixadas e coradas com May-Grunwald-Giemsa e contadas usando microscópio para 

determinar a proporção de células com morfologia apoptótica. 

2-Caracterização bioquímica da apoptose: Medida do número de células apoptóticas 

foi feita, também, através de citometria de fluxo (usando BectonDickensonFACScan e 

CELL quest software) utilizando marcação com anexina-V-FITC que liga-se a 

fosfatidilserina exposta na superfície das células apoptóticas e com iodeto de propídio 
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como uma forma de excluir da amostra células que tenham perdido a integridade de 

membrana. 

 

Western blot 

 

Células (5 x 106 células/ml) recuperadas da cavidade articular de camundongos foram 

lisadas utilizando solução de lise específica. O lisado foi, então, incubado por 12h com 

anticorpos específicos. O conteúdo foi analisado por Western blotting. 

 

Cultura de neutrófilos humanos 

 

Neutrófilos humanos foram isolados do sangue periférico de indivíduos normais por 

gradiente de densidade usando Histopaque 1077/1119 (ENGLISH e ANDERSEN, 

1974), logo após coleta com o ácido tileno diamino tetracético dipotássico (EDTA-K2). 

Os neutrófilos foram separados do sangue total logo após a coleta; após o 

procedimento de separação de células foi realizado fixação das células por 

citocentrifugação para confirmar a pureza da suspensão celular (aproximadamente 

95%) e foi realizada a contagem de leucócitos em câmara de Neubauer. Os neutrófilos 

foram, então, cultivados em meio RPMI incompleto, com ou sem H2O2 nas 

concentrações de 0,01; 0,1 e 1,0 mM, por 6 horas para avaliação da apoptose, e por 

20, 40 e 60 minutos para avaliação da fosforilação de vias de sobrevida celular. 

 



39 

 

 

 

 

Análises estatísticas 

 

Os dados foram apresentados com média + SE. A análise da diferença entre dois ou 

mais grupos foi realizada, respectivamente, pelo teste t-student e ANOVA seguida do 

pós-teste Student-Newman-Keuls. A significância estatística foi estabelecida em 

p<0,05. 
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Resultados 
 

Este capítulo é composto por artigos publicados e de resultados ainda não publicados, 

contendo os resultados dos objetivos propostos nesta tese. Sendo assim, cada artigo 

apresentado aborda um ângulo da questão aqui tratada. 
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Cooperative role of tumour necrosis factor-a, interleukin-1b and neutrophils in a novel 

behavioural model that concomitantly demonstrates articular inflammation and 

hypernociception in mice 
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Resolution of Neutrophilic Inflammation by H2O2 in Antigen-Induced Arthritis:  
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Resultados ainda não publicados 

 

Com o objetivo de aprofundar nos mecanismos envolvidos na resolução da resposta 

inflamatória produzimos os resultados que são apresentados abaixo. 

 

Cinética da resposta inflamatória, da produção de espécies reativas de oxigênio, de 
vias de transdução de sinal e de quimiocinas na AIA 
 

Através da medida do diâmetro do joelho, 12 horas após o desafio com mBSA em 

animais previamente imunizados, observamos um aumento do edema. Tal edema já 

não foi mais observado 24 horas após o desafio (Figura 3A). Como já foi mostrado em 

publicação acima, 48 horas após o desafio já se torna possível observar a resolução da 

resposta inflamatória. Inversamente proporcional à diminuição de células na cavidade 

observamos o aumento no número de neutrófilos apoptóticos (Figura 3B).  

 

Por termos observado aumento do número de neutrófilos apoptóticos após 48 horas 

em seguida buscamos observar a cinética de vias de transdução de sinal já 

identificadas pelo nosso grupo como sendo importantes para a sobrevida de neutrófilos 

em sítios inflamatórios. Nesta cinética, juntamente com o início do pico de células na 

cavidade articular, observamos o pico da fosforilação de P38 12 horas após o desafio 

com mBSA. A fosforilação desta via diminui após 24 horas. Após a diminuição da 

fosforilação de P38 podemos observar, então, a diminuição da fosforilação de ERK1/2 

e da AKT, esta última sendo a representante da via da PI3 quinase (Figura 3C). 
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Figura 3: Cinética da resposta inflamatória, de vias de transdução de sinal e de quimiocinas na AIA. O 
edema articular foi avaliado nos tempos descritos após o desafio com mBSA (10µg/cavidade) (A). O 
número de neutrófilos e o número de neutrófilos apoptóticos foram avaliados nos tempos descritos após 
o desafio com mBSA (B). Através de western blot foi avaliada a cinética da ativação das vias da p38, 
ERK 1/2 e PI3K e foi representado em gráfico a densitometria das bandas (D). Foi avaliado a produção 
de quimiocinas CCL2, CCL5 e CXCL2 nos tempos descritos (E). Valores expressos em média +/- desvio 
padrão (n = 5 camundongos por grupo). * P<0,05 em relação ao controle negativo e #P<0,05 em relação 
ao controle positivo. 

 

A diminuição da sobrevida de leucócitos em sítios inflamatórios não é o único ponto 

importante na resolução da resposta. É, também, importante que novas células parem 

de migrar para o sítio. Com isso acompanhamos também a cinética da produção das 

quimiocinas CXCL1, CCL2 e CCL5. CXCL1 e CCL5 apresentaram pico 12 horas após 

o desafio, mostrando diminuição 24 horas depois. CCL2 também apresentou pico 12 

horas após o desafio, entretanto manteve-se em platô até 24 horas, mostrando 

diminuição apenas 48 depois (Figura 3D). A cinéticas dessas quimiocinas corroboram 

com a cinética observada da resolução da resposta na AIA. 
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Espécies reativas de oxigênio influenciam na resolução da resposta inflamatória por  
inibir vias de trandução de sinal  
 

A administração de apocinina, um inibidor da enzima NADPH oxidase, 12 horas após o 

desafio manteve o número de células na cavidade articular mesmo após 48 horas, 

mostrando, assim como observamos em publicação acima, que a ausência de espécies 

reativas de oxigênio contribui para o atraso da resolução da resposta inflamatória 

(Figura 4A).  Além disso, observamos que Z-vad, um inibidor de caspases, 

administrado juntamente com H2O2 mantém o número de células na cavidade articular 

(Figura 4B) e inibe seu efeito apoptótico (Figura 4C). Esse dado, juntamente com 

outros anteriormente descritos, nos mostram que a apoptose induzida por H2O2 é 

dependente da ativação de caspase. 

 

A administração de H2O2 também inibiu as vias de transdução de sinal que foram 

identificadas por nosso grupo como importantes para a sobrevida de leucócitos em 

sítios inflamatórios, e que mostraram cinética que corrobora com a resolução natural na 

Figura 1. As MAP quinases P38 e ERK1/2 e a via da PI3 quinase (Figura 4D). Além de 

inibir vias de sobrevida e induzir apoptose de neutrófilos na AIA, a administração de 

H2O2 diminuiu a produção das quimiocinas CXCL1, CCL2 e CCL5 (Figura 4E), o que 

pode estar evitando que novas células migrem para o sítio, um dos pontos 

fundamentais para a resolução da resposta inflamatória.  

 

Em uma das publicações apresentadas acima mostramos que a partir da primeira hora 

após o desafio com mBSA em animais imunizados já é possível observar o aumento da 

hipernocicepção através de teste de pressão crescente na pata dos animais. Este 

aumento na hipernocicepção apresentou um pico após sete dias e se manteve 

presente ainda após 20 dias. A administração de H2O2, além de diminuir o número de 

células na cavidade por induzir a apoptose, além de diminuir o número de novas 
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células que migrariam para a cavidade por reduzir a produção de quimiocinas, também 

reduziu a hipernocicepção dois dias após o desafio (Figura 4F). 

 

 

Figura 4: Espécies reativas de oxigênio influenciam na resolução da resposta inflamatória por aumentar 
a apoptose e inibir vias de trandução de sinal, levando a diminuição de quimiocinas e inibindo a 
hipernocicepção. O número de neutrófilo na cavidade articular foi avaliado 24 e 48 horas após o desafio, 
sendo que 12 após o desafio foi administrado apocinina (A). O número de neutrófilos na cavidade 
articular (B) bem como o número de neutrófilos apoptóticos (C) foram avaliadas 24 horas após o desafio 

com mBSA, sendo que os animais foram pós tratados com H2O2 ou H2O2+Z-vad ou veículo, 12 horas 

após o desafio. 12 horas após o desafio os animais foram tratados com H2O2 ou veículo e 3 horas após 

o tratamento foi recolhido células da cavidade articular para avaliação por western blot das vias de 
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transdução de sinal celular descritas (D). 12 horas após o desafio os animais foram tratados com H2O2 e 

o tecido periarticular recolhido 12 horas após o tratamento para análise, por ELISA, das quimiocinas 

descritas (E). H2O2 inibe a hipernocicepção na AIA. Os animais foram tratados com H2O2 ou veículo 12 

horas após o desafio com mBSA. A hipernocicepção foi avaliada dois dias depois. Valores expressos em 
média +/- desvio padrão (n = 5 camundongos por grupo). * P<0,05 em relação ao controle negativo e # 
P<0,05 em relação ao controle positivo. 

 

Inibição farmacológica e sequência de ativação das vias de transdução de sinal 
importantes para a sobrevida de neutrófilos 
 

Como o objetivo de verificamos se as vias de transdução de sinal são realmente 

importantes na resolução da resposta inflamatória observada pela administração de 

H2O2 tratamos animais previamente imunizados, 12 horas após o desafio com mBSA, 

com os inibidores LY2940002 (inibidor de PI3 quinase), UO126 (inibidor de ERK1/2), e 

SB203580 (inibidor de P38). O tratamento com esses inibidores diminuiu o número de 

neutrófilos e aumentou o número de eventos apoptóticos observados no lavado da 

cavidade articular. Isso mostrou a importância da ativação dessas vias para a 

sobrevida de neutrófilos na AIA. A inibição leva a apoptose e resolução. Entretanto, tal 

inibição acontece de forma sequenciada. Podemos observar tal afirmação por analisar 

a ativação das vias após o uso de inibidores específicos O tratamento com LY294002 

inibiu a fosforilação de PI3K e ERK1/2, mas não inibiu a fosforilação de P38. O 

tratamento com UO126 inibiu a fosforilação de ERK1/2 e PI3K, mas também não inibiu 

a fosforilação de P38. Já o tratamento com SB203580, que não inibe a fosforilação de 

P38, mas sim a ativação subsequente da via, também inibiu a fosforilação de ERK1/2 e 

PI3K. Esses resultados mostram que a fosforilação de P38 antecede a fosforilação de 

ERK1/2 e PI3K, assim como foi observado na cinética da resolução natural mostrada 

na Figura 2. 
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Figura 5. Inibição farmacológica e sequência de ativação das vias de transdução de sinal importantes 
para a sobrevida de neutrófilos. Os animais foram desafiados e tratados com os inibidores citados 12 
horas depois. Após 3 horas as células foram recolhidas para avaliação do número de neutrófilo (A), 
avaliação do número de neutrófilos apoptóticos (B) e ativação das vias de transdução de sinal 
apresentadas (C). Valores expressos em média +/- desvio padrão (n = 5 camundongos por grupo). * 
P<0,05 em relação ao controle negativo e # P<0,05 em relação ao controle positivo. 

 

Resolução da resposta inflamatória da AIA não dependente de lipoxinas 
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Buscamos também saber se a resolução seria dependente da produção de lipoxinas. 

Para isso, inicialmente, usamos os animais deficientes em SOCS-2. Essa proteína, 

além de outras funções, participa da transdução de sinal ligado a lipoxinas (McBERRY 

e col., 2012). Os animais deficientes em SOCS-2 quando imunizados e desafiados com 

mBSA apresentaram resolução da resposta inflamatória no mesmo tempo que os 

animais selvagens, ou seja, 48 horas após a indução da AIA o número de neutrofilos na 

cavidade articular (Figura 6A), bem como no tecido periarticular (Figura 6B), já havia 

retornado a valores basais. Assim pudemos perceber que a resolução natural não é 

dependente de SOCS-2. Vale ressaltar que a resposta inflamatória nestes animais é 

menor que em animais selvagens. Ainda não sabemos se a imunização é menos 

efetiva ou se tais animais apresentam menor recrutamento celular. Isso será 

investigado futuramente. 

 

Administramos, também, em animais selvagens submetidos à AIA tratados com SOD 

um antagonista de receptores ALX, que têm ação tanto na lipoxina A4 e anexina1 

(BOC-1) (SOUZA e col., 2007). Os animais que receberam SOD e também BOC-1 

tiveram resolução igual aos animais que somente receberam SOD, ou seja, BOC-1 não 

inibiu a resolução induzida por SOD nem no acúmulo de neutrófilos na cavidade 

articular (Figura 6C) quanto no tecido periarticular (Figura 6D), nos mostrando que a 

resolução induzida pelo aumento na quantidade de H2O2 também não é dependente da 

produção de lipoxinas ou anexina 1.  
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Figura 6: Resolução da resposta inflamatória na AIA não dependente de lipoxinas. Número de neutrófilos 
na cavidade articular, analisados pela contagem diferencial de leucócitos (A), e relativo no tecido 
periarticular, analisados pela atividade de MPO (B), em camundongos selvagens e deficientes em SOC-2 
imunizados e desafiados com mBSA ou solução salina estéril analisados nos diferentes tempos após o 
desafio.Os resultadossão expressos em média +/- SEM com4a5 animais por grupo.*P<0,05 quando 
comparadocom camundongoscontrole.

#
 P<0,05 quando comparado com o pico de 24 horas. Número de 

neutrófilos na cavidade articular, analisados pela contagem diferencial de leucócitos (C), e relativo no 
tecido periarticular, analisados pela atividade de MPO (D), em camundongos selvagens imunizados 
tratados com SOD, SOD + catalase e SOD + BOC 12 horas após o desafio com mBSA ou solução salina 
estéril analisados 24 horas após o desafio. Valores expressos em média +/- desvio padrão (n = 5 
camundongos por grupo). *P<0,05 quando comparadocom camundongoscontrole.

#
 P<0,05 quando 

comparado com veículo. 
 

H2O2 induz apoptose e inibe vias de transdução de sinal em neutrófilos humanos 
 

Após observamos os efeitos do H2O2 em neutrófilos na AIA buscamos saber se teria 

efeito similar em neutrófilos humanos. Para isso cultivamos neutrófilos humanos por 

seis horas sem e com H2O2 em diferentes concentrações (0,01; 0,1 e 1 mM) H2O2 

induziu apoptose em neutrófilos humanos de forma concentração dependente (Figura 

7A). Observamos que a apoptose acontece por inibição de vias de transdução de sinal 
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de forma tempo dependente. Uma hora após o tratamento com H2O2 na cultura inibiu a 

ativação da p38, via que se mostrou primária no modelo murino. (Figura 7B). 

  

Figura 7. H2O2 induz apoptose e inibi vias de transdução de sinal em neutrófilos humanos. Neutrófilos 

humanos foram cultivados sem ou com uma concentração crescente de H2O2 e avaliado a apoptose 

após 6 horas (A). Neutrófilos foram cultivados por 20, 40 e 60 minutos, sem e com 1mM de H2O2 e foi 

avaliado a ativação de P38. Valores expressos em média +/- desvio padrão (n = 5 camundongos por 
grupo). * P<0,05 em relação ao controle negativo. 

 

 

Com base nas publicações e resultados observados acima traçamos um sequência de 

ativação das vias de transdução de sinal que pode ser observada na Figura 8. Quando 

há ativação de p38 ocorre fosforilação de p44/42 que por sua vez ativa AKT. Esta 

última ativa NF-kB levando os neutrófilos à sobrevida.  
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Figura 8. Modelo da resolução da resposta inflamatória induzida por SOD/H2O2 durante a AIA. O 
aumento de H2O2 inibi a fosforilação de p38. A inibição da fosforilação de p38, por sua vez, inibi a 
fosforilação de p44/42 que inibi a fosforilação de AKT.  Com tais inibições o NF-kB não é ativado inibindo 

a sobrevida de neutrófilos. SOD/ H2O2 também ativam caspase-3 e bax que também inibem a sobrevida 

de neutrófilos. 
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Discussão  
 

Na presente tese caracterizamos um novo modelo comportamental que permite a 

quantificação da hipernocicepção articular após a indução de AIA em camundongos. A 

AIA induziu hipernocicepção, que é dependente do tempo e da dose do antígeno, foi 

associada a um significativo infiltrado de células inflamatórias e hiperplasia sinovial. 

Usando esse modelo, mostramos um papel cooperativo entre o influxo de neutrófilos e 

a produção das citocinas pró-inflamatórias TNF-a e IL-1b em dirigir a inflamação do 

tecido e a hipernocicepção. 

 

Após o entendimento dos mecanismos envolvidos na resposta inflamatória e na 

hipernocicepção induzidas pela AIA, tivemos também grande interesse em uma 

compreensão dos mecanismos envolvidos na sobrevida de neutrófilos. Um dos pontos 

inovadores do nosso estudo é o tratamento ter sido feito no pico de acúmulo de 

neutrófilo. Esta estratégia é importante uma vez que na clínica, não se sabe quando o 

paciente irá inflamar e, quando este procura atendimento, a inflamação já está 

instalada. 

 

Dentro destes mecanismos observamos que a H2O2 é um mediador importante para a 

resolução da resposta inflamatória neutrofílica. A inibição com apocinina ou com 

catalase atrasou a resolução. Animais deficientes que não produzem espécies reativas 

de oxigênio também apresentaram atraso na resolução. Estudos anteriores 

demonstraram que os baixos níveis de produção de ROS, devido à deficiência em 

p47phox do complexo de NADPH-oxidase, foram associados com a gravidade da 

artrite (HULTQVIST, e col., 2007).  A resolução da inflamação por H2O2 induz 

moléculas pró-apoptóticos e consequente apoptose de neutrófilos. Mecanisticamente, a 

apoptose dos neutrófilos é devido à inibição de vias de transdução de sinal e ativação 

de moléculas pro-apoptóticas por H2O2. 

 

SEHRAN E SAVILL no artigo intitulado “Resolution of inflammation: the beginning 

programs the end” (2005) colocaram que o programa de resolução se inicia nas 
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primeiras horas depois que começa a inflamação. Mediadores inflamatórios 

importantes para o início da resposta podem mudar seu perfil durante o processo 

inflamatório, e ativar vias pró-resolutivas, como acontece com mediadores lipídicos 

dependentes da 5-lipoxigenase. Já é sabido que H2O2 é um importante mediador pró-

inflamatórios (O’NEIL, 2011), e agora mostramos que este também pode mudar seu 

perfil e desligar vias de sobrevida após a inflamação estabelecer seu pico máximo. 

 

Os resultados demonstrados aqui em camundongos deficientes em subunidades de 

NADPH oxidase nos remetem a doenças humanas crônicas nas quais existem defeitos 

genéticos que levam a produção diminuída de espécies reativas de oxigênio, como 

síndrome SAPHO e os neutrófilos contribuem para sua patogênese (sinovite, acne, 

pustulose, hiperostose e osteíte) (FERGUNSON e col., 2008) e PAPA síndrome (artrite 

piogênica, pioderma gangrenoso, e acne) (MARZANO e col., 2012). A doença 

granulomatosa crônica é também o resultado de uma falha do sistema enzimático na 

NADPH oxidase de fagócitos fazendo com que o paciente desenvolva granulomas 

inflamatórias (BADALZADEH e col., 2012). Portanto, uma incapacidade de produzir 

espécies reativas de oxigênio parece explicar a prolongada inflamação neutrofílica e 

maior gravidade observadas em camundongos deficientes em gp91phox.  

 

Os mecanismos de apoptose de neutrófilos induzida por H2O2 são ainda pouco 

compreendidos. Recentemente, Aikawa e col. (2010) demonstraram apoptose induzida 

por H2O2 em células Jurkat. Esse efeito foi inibido por superexpressão de Bcl-2 

humana, por silenciamento de citocromo c e por inibição de Bax / Bak, o que indica que 

a apoptose induzida por H2O2 foi mediada pela via mitocondrial. Além disso, as células 

germinativas testiculares tratadas com H2O2 mostraram-se apoptóticas e mostraram um 

aumento na expressão de proteínas próapoptóticas e caspase3 clivada 

(MAHESHWARI e col., 2009). No presente estudo, o tratamento de camundongos com 

SOD ou o próprio H2O2 promoveu a ativação de Bax e a expressão de caspase 3 

clivada em leucócitos recuperados da cavidade articular. Ao administrar H2O2 

juntamente com o inibidor de caspase (Z-vad) a resolução foi adiada. Estes eventos 

foram revertidos pela administração concomitante de catalase, o que sugere que na 
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AIA a apoptose de neutrófilos induzida por de H2O2 também está associada à via 

mitocondrial. 

 

A apoptose pode ser desencadeada por inibição das vias de sobrevida. Em leucócitos, 

incluindo neutrófilos, algumas vias de sobrevida são dependentes de PI3 quinase/Akt, 

MAP quinase/ERK1/2 e MAP quinase / P38. Estas vias acabam convergindo na 

ativação do fator de transcrição NF-kB (COPE e col., 2012). Na articulação do joelho de 

camundongos, existe uma correlação entre a fosforilação de Akt, ERK1/2 e P38 com a 

ativação de NF-kB e a permanência de neutrófilos. Nosso grupo mostrou previamente a 

correlação de vias na resolução da inflamação (VAGO e col., 2012). Na articulação do 

joelho de camundongos, inibidores de PI3 quinase, ERK1/2,P38 e NF-kB adiantou a 

resolução da inflamação neutrofílica. Além disso, a ativação dessas vias parece 

acontecer de forma sequenciada, uma vez que o uso de inibidores específicos 

mostraram essa sequencia. NF-kB parece ser o ponto abaixo destas vias, uma vez que 

os inibidores de PI3 quinase, a última da sequencia traçada, também inibiu a 

translocação de NF-kB para o núcleo. Assim, a sobrevivência de neutrófilos em 

camundongos com AIA depende da ativação de P38, ERK1/2 e PI3 quinase, levando a 

ativação de NF-kB. Estes resultados são consistentes com a resultados de outros 

estudos que mostram que Akt pode induzir sobrevivência de células por fosforilar IkB e, 

consequentemente, ativar NF-kB (NAIR e col., 2006). A ativação de NF-kB pode, em 

seguida, controlar a sobrevivência celular através da indução da expressão de genes 

antiapoptóticos (SOUSA e col., 2010). Importantemente, o aumentando de H2O2 em 

camundongos artríticos diminuiu a fosforilação das vias acima citadas e a ativação de 

NF-kB. Portanto, a capacidade de H2O2 em resolver a inflamação neutrofílica na AIA 

depende de sua capacidade de controlar a ativação de vias de sobrevida e NF-kB 

levando, consequentemente, a apoptose de leucócitos in vivo. 

 

A inibição das vias de transdução de sinal e a ativação de caspase 3 e bax pela 

administração de H2O2 levou os neutrófilos a apoptose e desencadearam a resolução 

da resposta inflamatória na AIA. Acreditamos que a apoptose de neutrófilos levou a 
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uma diminuição de quimiocinas, levando a um fenômeno muito importante para a 

concretização da resolução, o bloqueio de migração de novas células. A resolução 

inflamatória por H2O2 levou a uma preservação de estruturas comumente lesadas na 

AIA, como a membrana sinovial, e levou a diminuição da hipernocicepção.  Somado 

aos resultados de que H2O2 também induz apoptose em neutrófilos humanos cultivados 

por inibir as vias de sobrevida, os resultados desse trabalho são um grande apoio para 

futuras terapias em doenças inflamatórias que têm o neutrófilo como célula chave.  
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Conclusão 
 

Concluímos com essa tese que a hipernocicepção gerada pela artrite induzida por 

antígeno é dependente da liberação de citocinas e quimiocinas e pela migração de 

neutrófilos, e que a resolução da resposta inflamatória durante a AIA é dependente de 

H2O2, espécie reativa de oxigênio que inibe vias de sobrevida, gerando consequente 

apoptose dessas células. 
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