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RESUMO 

 

A ouabaína, um potente inibidor da Na+/K+ ATPase, membro da classe dos 
glicosídeos cardiotônicos é um hormônio presente no plasma humano, porém, 
pouco se sabe sobre o seu papel fisiológico. Nosso grupo vem evidenciando o 
papel modulador da ouabaína na resposta imunológica, pela descrição e 
caracterização de seu efeito anti-inflamatório. A inflamação é desencadeada por 
diversos estímulos, entre eles a invasão microbiana e/ou agressão tecidual e é 
uma resposta fisiológica que pode gerar o retorno da homeostasia perdida. Um 
dos principais eventos que compõe a resposta fisiológica da inflamação é a 
migração celular. Os neutrófilos são as primeiras células a migrarem, porém, 
essas células ao serem ativadas liberam espécies reativas de oxigênio e 
proteases que são responsáveis por promoverem lesão tecidual, o que é 
prejudicial para a homeostase do organismo. Assim, a inibição da migração dos 
neutrófilos e de seus mediadores se torna alvo para regulação da resposta 
inflamatória. Nesse sentido, o presente estudo objetivou padronizar e implantar 
o método de migração celular in vitro (transwell) no Laboratório de 
Imunobiotecnologia/UFPB, avaliar o papel da ouabaína na migração de 
neutrófilos in vitro, além de investigar o papel da ouabaína na molécula de 
adesão CD18. Para isso, foram utilizados neutrófilos obtidos de camundongos 
Swiss que foram tratados com ouabaína nas concentrações de 1μM, 100 nM, 
10nM, 1nM. O número de neutrófilos foi determinado através da técnica de 
microscopia ótica, foi realizado o ensaio de migração in vitro e a viabilidade 
celular foi obtida pela técnica de azul de tripan. Ao observar o número de células 
constatou-se um aumento de três vezes na migração celular induzida pelo 
agente quimioatraente N-formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina (FMLP) 
comparado ao grupo controle. Ademais, foi possível observar que a ouabaína foi 
capaz de diminuir a migração de neutrófilos in vitro em aproximadamente 57% 
nas diferentes concentrações quando comparada com as células que foram 
estimuladas pelo quimiatraente FMLP, assim como reduziu a expressão da 
molécula de adesão CD18 na concentração de 1nM. Os resultados obtidos 
corroboram os resultados já existentes na literatura, mostrando que a ouabaína 
possui um efeito anti-inflamatório em diversos modelos de inflamação em 
camundongos. 
 
 

Palavras chaves: ouabaína; inflamação; neutrófilos; migração celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Ouabain, a potent Na + / K + ATPase inhibitor, a member of the class of 
cardiotonic glycosides is a hormone present in human plasma, but little is known 
about its physiological role. Our group has been demonstrating the role of 
ouabain in the immune response by describing and characterizing its anti-
inflammatory effect. The inflammation is triggered by several stimuli, including 
microbial invasion and / or tissue aggression and is a physiological response that 
can generate the return of lost homeostasis. One of the main events that 
compose the physiological response of inflammation is cell migration. Neutrophils 
are the first cells to migrate, however, when activated, they release reactive 
oxygen species and proteases that are responsible for promoting tissue damage, 
which is detrimental to the body's homeostasis. Thus, inhibition of the migration 
of neutrophils and their mediators becomes a target for regulation of the 
inflammatory response. In this sense, the present study aimed to standardize and 
implant the in vitro cell migration method (transwell) in the Laboratory of 
Immunobiotechnology / UFPB, to evaluate the role of ouabain in the migration of 
neutrophils in vitro, besides investigating the role of ouabain in the adhesion 
molecule CD18. For this, neutrophils obtained from Swiss mice that were treated 
with ouabain at concentrations of 1μM, 100nM, 10nM, 1nM were used. The 
number of neutrophils was determined using the optical microscopy technique, 
the in vitro migration assay was performed and cell viability was obtained by the 
trypan blue technique. A three-fold increase in cell migration induced by the 
chemoattractant agent N-formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine (FMLP) 
was observed when compared to the control group. In addition, it was possible to 
observe that ouabain was able to decrease the migration of neutrophils in vitro 
by approximately 57% in the different concentrations when compared to the cells 
that were stimulated with the chemoattractant FMLP, as well as the expression 
of the CD18 adhesion molecule in the concentration of 1nM. The results obtained 
corroborate the results already existent in the literature, showing that ouabain has 
an anti-inflammatory effect in several models of inflammation in mice. 
 
Keywords: ouabain; inflammation; neutrophils; cell migration. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Inflamação 

 

O sistema imunológico mantém ou reestabelece a homeostasia através 

de interações celulares e moleculares entre seus componentes. Para manter ou 

restabelecer a homeostase do organismo, o sistema imunológico possui vários 

mecanismos efetores, dentre eles, a inflamação. O processo inflamatório é uma 

resposta fisiológica que pode ser desencadeada, dentre outros estímulos, pela 

invasão microbiana e/ou agressão tecidual, sendo considerada fundamental 

para o retorno à homeostasia (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; 

MEDZHITOV, 2008). O processo inflamatório pode também ser compreendido 

como uma resposta de adaptação ao mau funcionamento de tecidos ou 

desequilíbrio homeostático, estando envolvida no desenvolvimento de diversas 

doenças como: artrite reumatoide, asma, câncer, hipertensão e obesidade 

(NATHAN; DING, 2010).  

A inflamação é comumente dividida em dois estágios: a fase aguda (mais 

precoce) e a fase crônica. Fenômenos vasculares e celulares que ocorrem 

durante o desenvolvimento da fase aguda levam ao surgimento dos quatro sinais 

cardinais da inflamação: rubor, calor, tumor e dor, descritos por Cornelius Celsus 

em 50 a.C (LUENGO, 2005).  O quinto sinal cardinal foi adicionado em 1858 por 

Rudolph Virchow que foi perturbação da função (functio laesa). Assim, 

atualmente os sinais clínicos da inflamação resultam da vasodilatação (calor e 

rubor); da estimulação dos terminais nervosos por mediadores (dor); do acúmulo 

de leucócitos e do aumento do fluido intersticial (tumor ou edema) e perda de 

função (ALLER et al., 2007; SCOTT et al., 2004).  Esses eventos são 

coordenados por mediadores que são liberados por células residentes ou células 

que migram para o local da inflamação. Dentre esses mediadores, destacam-se 

a histamina e a bradicinina, que exercem ações sobre as células musculares 

lisas e células endoteliais, provocando essas alterações vasculares descritas 

(NATHAN, 2002; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Além destes, 

prostanoides também são liberados, como a prostaglandina E2 (PGE2), que 
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exerce um papel fundamental nos eventos vasculares, na indução da febre e na 

sensibilização das fibras nociceptivas (CHIZZOLINI; BREMBILLA, 2009). 

A inflamação aguda, caracterizada principalmente pela vasodilatação, 

exsudação de líquido plasmático rico em proteínas e migração de células para o 

local da injúria, é fisiologicamente importante tanto na defesa do hospedeiro, 

quanto na reparação tecidual, porém, se esse processo for persistente, pode 

evoluir para um processo crônico (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Na 

fase crônica, ocorrem alterações na composição dos leucócitos infiltrantes, que 

passam de neutrófilos para uma mistura de células mononucleares, 

principalmente linfócitos e macrófagos (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). 

Adicionalmente, a inflamação crônica é caracterizada por possuir maior duração 

(semanas, meses e/ou anos) e está associada à proliferação de vasos 

sanguíneos (angiogênese), fibrose e necrose tecidual (SHERWOOD; 

TOLIVERKINSKY, 2004).  Entretanto, essa é apenas uma divisão didática, visto 

que a evolução da resposta acontece de forma progressiva, combinando 

elementos presentes nas duas fases mencionadas. 

 

 

1.2  Migração celular e moléculas de adesão 

 

As respostas imunológicas eficientes são dependentes da capacidade 

leucocitária de migrar do sangue para o tecido inflamado (STEEBER; TEDDER, 

2000). A migração é um processo dependente de diferentes moléculas de 

adesão e é um processo fundamental durante o processo inflamatório. Na 

inflamação aguda, os neutrófilos são as primeiras células a migrarem para o sítio 

inflamatório e formam a primeira linha de defesa do sistema imunológico contra 

infecções e essa migração é dependente de várias etapas (NATHAN, 2006). O 

processo de recrutamento dos neutrófilos é iniciado por mudanças na superfície 

do endotélio devido ao estímulo por mediadores inflamatórios, como a histamina 

e citocinas que são liberados pelos leucócitos quando entram em contato com 

patógenos (KOLACZKOWSKA, KUBES, 2013).  

Inicialmente, a fase de rolamento ocorre devido uma interação leucócito-

endotélio, mediada por membros da família de moléculas de adesão de 
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selectinas. A família das selectinas é composta por três moléculas diferentes 

nomeadas por sua distribuição específica nas células: a E-selectina e P-selectina 

que são expressas principalmente no endotélio e a L-selectina que é expressa 

na superfície dos leucócitos e todas elas interagem com moléculas de 

carboidratos, promovendo a primeira fase da migração celular (KANSAS, 1996), 

pois a interação é de baixa afinidade e é facilmente rompida pela força de 

cisalhamento do sangue fluente. Além da histamina, as células residentes 

secretam TNF-α, que induzem a expressão endotelial de E-selectina (CD62E) e 

P-selectina (CD62P). 

Outra classe de moléculas de adesão fundamental para a migração 

celular são as integrinas, as quais estão em um estado de baixa afinidade e, por 

isso, promovem a fase de adesão do processo migratório. Contudo, essa 

afinidade é aumentada pela sinalização de quimiocinas, passando de um estado 

de baixa para alta afinidade. As integrinas CD11, CD18, ICAM-1 (molécula de 

adesão intercelular 1) e VCAM-1 (molécula de adesão da célula vascular 1) são 

importantes para a adesão firme seguida do processo de diapedese das células 

(VON ANDRIAN et al., 1992). A LFA-1 (antígeno-1 associado à função 

leucocitária), também conhecida como CD11a/CD18, é uma glicoproteína 

heterodimérica com 2 subunidades, as subunidade alfa e beta. A subunidade 

alfa também é conhecida como CD11a e a beta é componente das outras 

integrinas como a CD18. Essa glicoproteína é uma das integrinas expressas nos 

neutrófilos. Essas moléculas medeiam a fase de firme adesão do leucócito no 

endotélio ao interagirem com ICAM-1 e VCAM-1 que são seus principais ligantes 

(SIGAL et al., 2000). Posteriormente ocorre a diapedese, ou seja, a migração 

para o sítio inflamado promovida pela diminuição da velocidade de rolamento de 

leucócitos (JUNG et al, 1998) (Figura 1). 

A expressão dessas moléculas é regulada por vários mediadores 

inflamatórios, incluindo prostaglandinas, citocinas, quimiocinas e proteínas do 

complemento (MOMMSEN et al., 2011).  Esses mediadores permitem a 

interação dos leucócitos na superfície apical do endotélio e, posteriormente, a 

transmigração intercelular. A cascata de extravasamento dessas células é um 

processo complexo de múltiplas etapas que requer a ativação de várias vias de 

sinalização, como a via de ativação da GTPase, tanto nos leucócitos como nas 

células endoteliais (SCHNOOR, 2015). 
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Uma classe de moléculas envolvidas na migração celular são as 

quimiocinas. São conhecidos mais de 40 tipos e cada uma dessas tem afinidade 

por diferentes receptores na membrana dos leucócitos, ou seja, elas favorecem 

a migração de diferentes subtipos celulares (SALLUSTO, BAGGLIONI, 2008; 

ZLOTNIK; YOSHIE, 2000).  As duas famílias principais de quimiocinas são a 

CXC e CC. Em relação à ativação de neutrófilos e quimiotaxia, as quimiocinas 

CXC têm um papel crucial (SADIK, 2011; SANZ, 2012). As quimiocinas CXC 

incluem CXCL8 em seres humanos e seus análogos em camundongos: CXCL-

1, CXCL-2 e CXCL-5. Durante a inflamação aguda, a migração de neutrófilos 

ocorre em função do gradiente de concentração dessas quimiocinas (FILIPPO 

et al., 2008), estas, por sua vez, ligam-se ao seu receptor CXCR2 na membrana 

de neutrófilos para ativá-los e, posteriormente, promover sua adesão ao 

endotélio (WILLIAMS et. al. 2011; PRUENSTER et. al 2009). Quando as 

quimiocinas se ligam ao seu receptor CXCR2 na membrana dessas células 

promovem alterações no citoesqueleto, resultando em aumento da motilidade 

celular (ROT, ANDRIAN, 2004). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:LAGARRIGUE; KIM; GINSBERG, (2016). Durante a resposta inflamatória, os leucócitos 

sofrem processo de rolamento, adesão e diapedese. Inicialmente, essas células se aderem 

transitoriamente e rolam ao longo do endotélio por meio da ligação das selectinas. Através da 

ação das quimiocinas, as integrinas passam de um estado de baixa afinidade para um estado de 

alta afinidade, o qual confere forte adesão ao endotélio, seguindo assim, a transmigração dos 

leucócitos para o endotélio. 

 

Figura 1. Recrutamento de Leucócitos 
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As interações leucocitárias endoteliais são processos dinâmicos com 

transmissão de informações consideráveis durante as interações transitórias que 

caracterizam o rolamento de leucócitos (STEEBER, 2000).  Dessa forma, a 

expressão adequada, ativação e regulação das moléculas de adesão são 

necessárias para uma ótima migração de leucócitos e por consequência, para a 

geração de respostas inflamatórias e imunes rápidas e eficientes (STEEBER, 

2000). 

Quando chegam no sítio inflamado, os neutrófilos possuem diversas 

funções efetoras, como por exemplo, a liberação de enzimas líticas presentes 

em seus grânulos (os quais possuem um grande potencial antimicrobiano) e  a 

capacidade de atuar como fagócitos. A capacidade fagocítica dos neutrófilos é 

facilitada pelas armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) que são 

compostas por um elemento de DNA ao qual são anexadas histonas, proteínas 

como catepsinas e enzimas como a elastase, que são liberadas a partir de 

grânulos de neutrófilos, imobilizando, dessa forma, os agentes patogênicos. 

Durante a resposta inflamatória, os neutrófilos apresentam um tempo curto de 

meia vida (entre 10 a 12 horas), embora sua sobrevivência possa ser controlada 

pela liberação de citocinas, quimiocinas e produtos microbianos 

(BORREGAARD, 2010; NATHAN, 2006). 

No entanto, os produtos da ativação dos neutrófilos, como espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e proteases (elastase neutrofilíca, metaloproteinases 

e catepsina G), promovem lesão tecidual (NATHAN, 2006). Nesse contexto, a 

inibição da migração de neutrófilos e/ou dos mediadores da inflamação consiste 

em alvos importantes para regulação da resposta inflamatória (NATHAN, 2002). 

Sendo a migração celular uma caracteristica chave de células vivas e 

crítica para o desenvolvimento normal, resposta imunológica e processos de 

doenças como o câncer, os métodos para examiná-la são muito úteis e 

importantes para uma ampla gama de pesquisas. Um desses métodos, o ensaio 

de transwell, pode ser usado para analisar a capacidade das células 

responderem de forma direta a quimioatraentes como quimiocinas, fatores de 

crescimento, lipídios ou componentes do sistema complemento. Além disso, 

também pode-se avaliar a capacidade migratória devido à expressão de 

receptores. Este ensaio pode ser usado para identificar e caracterizar os 

principais reguladores da migração celular (como a família Rho de pequenas 
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Figura 2. Estrutura química da ouabaína 

GTPases), sendo sua principal vantagem a sensibilidade de detecção (JUSTUS, 

2014). 

 

 

1.3 Efeito da ouabaína na inflamação 

 

A ouabaína foi inicialmente descrita como metabólito secundário isolado 

das cascas do ouabaio (Acocanthera ouabaio) e de sementes de plantas do 

gênero Strophanthus (S. gratus e S. kombé), ambas pertencentes à família 

Apocynaceae, que podem ser encontradas em regiões tropicais e subtropicais. 

Membro da classe dos glicosídeos cardiotônicos, sua estrutura química é 

composta por um núcleo esteroide com uma lactona (ouabagenina) associada a 

um açúcar (ramnose) (SCHONER, 2002) como demonstrada na Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: KAWAMURA et al., 1999. 

 

 

Em 1991, Hamlyn e colaboradores identificaram uma substância 

endógena no plasma de mamíferos, estruturalmente e biologicamente 
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semelhante à ouabaína isolada das plantas. Estudos posteriores mostraram que 

a ouabaína pode ser produzida pela glândula adrenal, hipotálamo e pela hipófise, 

sendo considerada um hormônio (FERRANDI et al., 1997; HAMLYN et al., 1991; 

PAMNANI et al., 1981) e que pode ser secretada em resposta a diversos 

estímulos, como o aumento da concentração plasmática de sódio seguido por 

expansão aguda de volume (BLAUSTEIN, 1993; YAMADA et al., 1997), 

estimulação adrenérgica e ação do hormônio adrenocorticotrópico (ACTH) e da 

angiotensina II (LAREDO et al., 1994; LAREDO et al., 1995; SHAH et al., 1999; 

BAUER et al., 2005). 

Alguns estudos evidenciaram o papel imunomodulador da ouabaína tanto 

em células da imunidade inata como da imunidade adaptativa (RODRIGUES-

MASCARENHAS et al., 2003, RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2008; 

RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2009; PAIVA et al., 2011; TEIXEIRA; 

RUMJANEK, 2014). Além disso, nosso grupo vem demonstrando que ouabaína 

apresenta efeito anti-inflamatório em diversos modelos de inflamação aguda em 

camundongos (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017). O tratamento com ouabaína 

(0,56 mg/kg, i.p.) reduz o edema de pata induzido por zimosan, carragenina, 

PGE2, bradicinina e pelo composto 48/80 (degranulador de mastócitos), mas 

não por histamina (VASCONCELOS et al., 2011). Este efeito pode estar 

relacionado, em parte, à redução da permeabilidade vascular (LEITE, 2015). 

Além disso, a ouabaína interfere na migração celular induzida tanto por 

concanavalina A quanto por zimosan, com redução significativa do número de 

neutrófilos em ambos os modelos (LEITE, 2015; VASCONCELOS et al., 2011). 

Vale ressaltar que este efeito não está relacionado com apoptose celular (LEITE, 

2015). Adicionalmente, nosso grupo demonstrou que a ouabaína reduz a 

resposta inflamatória desencadeada pela infecção por Leishmania (L.) 

amazonensis em camundongos (JACOB et al., 2013). 

Durante o processo inflamatório, os monócitos migram do sangue para o 

local da lesão, onde se diferenciam em macrófagos. Foi relatado o efeito da 

ouabaína sobre a expressão de mCD14, uma molécula de superfície envolvida 

na resposta dos macrófagos contra bactérias Gram-negativas e na fagocitose. 

Foi observado que a ouabaína regula negativamente a expressão destas 

moléculas por meio da transativação do fator EGFR e p38 MAPK (VALENTE et 

al., 2009). 
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Adicionalmente, foi demonstrado que a ouabaína atenua a inflamação das 

vias aéreas induzida por ovalbumina (OVA), diminuindo a migração de células 

para o fluido do lavado broncoalveolar, principalmente granulócitos, diminuindo 

os níveis das citocinas IL-4 e IL-13 e o título de soro de IgE específico para OVA, 

além de promover alterações histológicas pulmonares, como redução da 

produção de muco nos bronquíolos (GALVÃO et al., 2017). 

Foi demonstrado que a ouabaína prejudica a migração in vitro de 

neutrófilos humanos, interferindo com a reciclagem de receptores de IL-8 (RAY 

E SAMANTA (1997). Além disso, outros estudos demonstraram que a ouabaína 

também diminui a migração de células de câncer de pulmão (LIU et al., 2013), 

possivelmente reduzindo a expressão de moléculas relacionadas à adesão 

celular (por exemplo, integrinas e ICAM) (TAKADA et al., 2009; 

Ninsontia e Chanvorachote, 2014) e migração celular (por exemplo, Src, Akt e 

FAK) (PONGRAKHANANON et al., 2013; SHIN et al., 2015). No entanto, o efeito 

inibitório da ouabaína na migração celular parece depender da presença de um 

estímulo inflamatório prévio, uma vez que a ouabaína própria por inalação 

(FENG et al., 2011) ou intratraquealmente (GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE 

et al., 2014) provoca inflamação pulmonar aguda com aumento da migração de 

neutrófilos (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017). Este efeito proinflamatório foi 

seguido pelos níveis elevados de LTB4 e PGE2, ambos mediadores lipídicos 

associados à migração celular. Além disso, demonstrou-se que ouabaína em 

altas concentrações induz a expressão de VCAM-1 (uma molécula de adesão) 

em células endoteliais murinas (BERETA et al., 1995). A inibição de Na + / K + -

ATPase pode ser, pelo menos parcialmente, responsável por este efeito de 

ouabaína (LACROIX-LAMANDÉ et al., 2012; GONÇALVES-DE-

ALBUQUERQUE et al., 2014), mas a ativação dependente de Na + / K + -

ATPase cascatas de sinalização (por exemplo, ERK e p38 MAPK) não podem 

ser descartadas (BERETA et al., 1995; FENG et al., 2011). 

A dor é um dos sinais flogísticos da inflamação modulados pela ouabaína. 

DE VASCONCELOS et al. (2011) demonstrou que a administração 

intraperitoneal de ouabaína reduz o comportamento nociceptivo no modelo de 

dor inflamatória de camundongos. A modulação da dor por ouabaína depende 

da dose e da via de administração utilizada e, sugere que ela pode modular 
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eventos no sistema nervoso central, como a neuroinflamação (CAVALCANTE-

SILVA ET. AL, 2017). 

Baseado nessas premissas, este trabalho visa elucidar os mecanismos 

de ação envolvidos no efeito anti-inflamatório da ouabaína, especialmente na 

migração de neutrófilos presente na fisiopatologia da inflamação, tendo como 

hipótese de que essa molécula iniba a migração de neutrófilos, visto que já foi 

demonstrado que em diversos modelos de inflamação a ouabaína desempenha 

essa atividade. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1  Objetivo geral 

 

Investigar os mecanismos anti-inflamatórios que a ouabaína exerce na 

migração de neutrófilos in vitro. 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Padronizar e implantar a técnica de migração celular in vitro (método 

transwell) no Laboratório de Imunobiotecnologia/UFPB; 

- Investigar o efeito da ouabaína sobre a migração de neutrófilos de 

camundongo in vitro; 

- Avaliar o efeito da ouabaína sobre a expressão de CD18 em neutrófilos 

de camundongos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

Para a realização deste trabalho, todos os protocolos experimentais foram 

aprovados pelo Conselho de Ética no Uso de Animais (CEUA) com registro no. 

039/2015 (ANEXO A). Camundongos Swiss fêmeas com peso entre 25 e 30 g 

foram utilizados. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno a uma 

temperatura de 24 ± 1 ºC, em ciclos de claro e escuro de 12 horas com livre 

acesso à água e ração do tipo pellets.  Os animais utilizados foram fornecidos 

pelo biotério Prof. Thomas George do IPeFarM/UFPB. 

 

3.2 Isolamento de neutrófilos para ensaio de migração in vitro 

Para obtenção de um exsudato rico em neutrófilos, os camundongos (n=3) 

foram estimulados com uma solução de tioglicolato 4% (1 mL, i.p.) (Sigma-

Aldrich) e, três horas, depois foi realizada a coleta do lavado peritoneal. Este 

método proporciona um exsudato com mais 75% de neutrófilos. A viabilidade 

dos neutrófilos foi avaliada através do método de coloração de exclusão de azul 

de tripan. 

 

3.3 Avaliação do efeito da ouabaína no ensaio de migração in vitro 

A quimiotaxia foi realizada em placas de 24 poços (transwell) com 

membrana de policarbonato (filtro de policarbonato 5 μm). Existem dois 

compartimentos nesse tipo de placa, um superior e outro inferior (Figura 3).  Os 

neutrófilos isolados do peritônio de camundongos (1,5 x 10⁶ células) foram 

tratados com ouabaína nas concentrações de 1μM, 100 nM, 10nM, 1nM in vitro 

por 4 horas. Posteriormente, foram colocados na parte superior e a migração foi 

induzida pela adição de um agente quimioatraente chamado N-formil-L-metionil-

L-leucil-L-fenilalanina (FMPL) na concentração de 100 ng/mL no compartimento 

inferior. Como controle negativo, o meio RPMI foi utilizado acrescido de soro fetal 

bovino a 0,05%. Depois de quatro horas de incubação em estufa a 37 °C e 5% 

de CO2, as células contidas no compartimento inferior foram contadas em 
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microscópio óptico e levadas para análise da presença de neutrófilos por 

citometria de fluxo. 

 

 

 

Fonte: Autor, 2018. Adaptado de (https://openclipart.org/detail/179242/transwell) 

 

 

3.4 Obtenção de neutrófilos para analisar CD18 

Os neutrófilos foram obtidos da medula óssea de camundongos de acordo 

com Mócsai et al., 2003. Após a eutanásia dos animais, os fêmures foram 

removidos e colocados em solução balanceada de sais de Hanks (HBSS) sem 

Ca²+ e Mg²+ suplementados com 20 nM de ácido 2-[4-(2-hidroxietil-piperazin-1-

il]-etanossulfônico (HEPES) e com 0,5% de soro fetal bovino (SFB). Esta solução 

será chamada a partir de agora de HBSS – Prep. Em seguida, as extremidades 

do fêmur foram seccionadas e as células da medula óssea obtidas através da 

lavagem com 10 mL de HBSS – Prep utilizando uma seringa de 26 G. As células 

foram, então, centrifugadas a 400 g por 5 min a 24 ºC. 

O pellet de células obtido foi ressuspenso em 10 mL de solução salina 

0,2% para lisar as hemácias. Após 40 s, a osmolaridade foi restabelecida 

Figura 3. Esquema do transwell 
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adicionando-se 10 mL de solução salina 1,6%. Novamente as células foram 

centrifugadas (400 g, 5 min a 24 ºC) e ressuspensas em 5 mL de HBSS – Prep 

e, posteriormente, colocadas cuidadosamente sobre 5 mL de uma solução de 

Percoll 62,5%. Após 30 min de centrifugação a 1000 g (24 ºC, sem freio), foram 

obtidas 4 camadas, a saber: a primeira camada de solução HBSS – Prep, uma 

camada intermediária de células não granulocíticas e células imaturas, uma 

terceira camada da solução de Percoll 62,5% e a última camada de neutrófilos. 

Após a remoção das camadas superiores, o pellet de neutrófilos foi ressuspenso 

em 10 mL de meio RPMI e centrifugado (400 g, 5 min a 24 ºC). Esse 

procedimento foi realizado duas vezes. 

Por fim, os neutrófilos foram ressuspensos em 1 mL de meio RPMI. Foram 

utilizados neutrófilos com viabilidade celular igual ou superior a 90% determinada 

por contagem celular em solução de azul de tripano 0,4%. A frequência dos 

neutrófilos de aproximadamente 70% foi determinada por citometria de fluxo, 

utilizando os parâmetros de tamanho e granulosidade (forward/side scatter), bem 

como marcação com anticorpo anti-Gr1. 

 

 

3.5 Análise da expressão de CD18 em neutrófilos por citometria de fluxo  

As células coletadas dos fêmures dos animais foram ajustadas na 

concentração de 1 x 10⁶ células/tubo de citômetro. Em seguida, as células foram 

lavadas e bloqueadas com solução de PBS com 0,5% de albumina sérica bovina 

(BSA) por 20 minutos no gelo para bloqueio das ligações inespecíficas. 

Posteriormente, as células foram incubadas separadamente, mediante as 

instruções de cada fabricante, com os anticorpos anti-CD18 marcado com FITC 

(isotiocianato de fluoresceína). Ademais, essas células também foram marcadas 

com anticorpos anti-Gr1 conjugados com PerCP (complexo de proteína 

clorofilada peridinina) para identificar neutrófilos. Após a incubação, as células 

foram lavadas e suspensas em PBS para leitura em citômetro de fluxo FACS 

Calibur. Os dados obtidos da técnica de citometria de fluxo foram analisados pelo 

programa de análise Flowjo versão 10. 
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3. 6 Análise Estatística  

 
Os dados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média 

(e.p.m) e analisados empregando-se a análise de variância (ANOVA) one way 

seguido do pós-teste de Dunnet, descartando-se a hipótese nula quando p < 

0,05. Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® versão 

7.0 (San Diego, CA, USA). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Avaliação da porcentagem de células no lavado peritoneal de 

camundongos estimulados com tioglicolato 

 

Os animais estimulados com tioglicolato (4%) foram eutanasiados e o 

lavado peritoneal foi obtido após 4 horas para realização de contagem de células. 

Após a contagem celular, observou-se uma porcentagem maior de neutrófilos 

em relação aos animais que não foram tratados como mostrado na figura 4.  

 

 

 

 

 

 

O gráfico representa a porcentagem celular de neutrófilos e células mononucleares encontrada no lavado 

peritoneal de camundongos tratados e não tratados. 

 

 

 

 

 

Figura 4. Porcentagem de células do lavado peritoneal de camundongos 
estimulados com tioglicolato. 
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4.2 Análise do efeito da ouabaína sobre a migração de neutrófilos 

induzidos por FMLP in vitro 

 

As células coletadas do lavado peritoneal dos animais estimulados com 

tioglicolato foram utilizadas para analisar o efeito da migração celular in vitro pelo 

método de transwell. De acordo com os nossos dados, o quimioatraente FMLP 

foi capaz de estimular a migração de células em 3 vezes quando comparada ao 

grupo de células que não receberam estímulo, o grupo controle (Figura 5). Para 

demonstrar que as células que realmente migraram em função do estímulo do 

quimioatraente eram neutrófilos, foi realizada a técnica de citometria de fluxo 

utilizando os parâmetros de tamanho (FSC-H) e granulosidade (SSC-H). A partir 

da citometria, observamos, como esperado, que a maioria das células que 

migraram realmente eram neutrófilos. Esse dado pode ser observado no dotplot 

representativo (Figura 6) da migração de neutrófilos do grupo FMLP. O aumento 

na migração demonstrado pelo FMLP mostrou que o ensaio é funcional uma vez 

que os neutrófilos migraram para o compartimento inferior da placa de transwell. 

Além disso, como podemos observar na figura 5, o tratamento com a ouabaína 

nas concentrações de 1μM, 100 nM, 10nM, 1nM foi capaz de diminuir a migração 

de neutrófilos estimulada pelo quimioatraente FMLP em 62%, 60%, 50% e 55%, 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os neutrófilos foram tratados com a ouabaína em diferentes concentrações (1μM, 100 nM, 10 
nM e 1 nM) na presença do quimioatraente FMLP durante 4 horas. Após o tratamento, os 
neutrófilos foram colocados na placa de transwell para análise da migração. O gráfico representa 
o número de células e as concentrações de ouabaína que foram tratadas. Os dados obtidos 
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Figura 5. Análise do efeito da ouabaína sobre a migração de neutrófilos 
induzidos pelo N-formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina (FMLP) in vitro 
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foram analisados utilizando a análise de variância (ANOVA) one-way seguido do pós-teste de 
Dunnet. FMLP: N-formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A presença de neutrófilos foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando os parâmetros de tamanho (FSC-
H) e granulosidade (SSC-H) através do dotplot representativo do grupo do quimioatraente FMLP. 

 

 

 

4.3 Efeito da ouabaína sobre a expressão da molécula de adesão CD18  

 

O tratamento com ouabaína (10 e 100 nM) por 2 h não reduziu a 

expressão da molécula de adesão CD18 em neutrófilos isolados da medula 

óssea de camundongos quando comparado com o grupo controle. No entanto, 

na concentração de 1nM, a ouabaína reduziu cerca de 30% a expressão dessa 

molécula, quando se analisa células com alta intensidade da expressão de CD18 

(CD18high), destacada no gate 6 (Figura 7a e 7b).  

Figura 6. Dotplot representativo do grupo FMLP 
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A expressão de CD18 foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos anti-CD18 e anti-
Gr1 para identificação dos neutrófilos. Dot plot representativo das células marcadas com anti-Gr-
1 e anti-CD18 (a). O gate em Q6 representa a população Gr1+ com alta expressão de CD18. As 
colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m, respetivamente, da porcentagem 
de neutrófilos Gr1+ que expressam CD18 (b). ANOVA one-way seguido pelo pós teste de Dunnet 
(n=3). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efeito da ouabaína sobre expressão da molécula de adesão CD18 em 
neutrófilos isolados da medula óssea de camundongos 
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5 DISCUSSÃO 

 

Devido ao seu uso na clínica, o papel da ouabaína foi mais estudado em 

células cardíacas. No entanto, vários trabalhos demonstram o papel 

imunomodulador da ouabaína (ECHEVARRIA-LIMA e RUMJANEK, 2006; 

RODRIGUES MASCARENHAS et al., 2009; CAVALCANTE-SILVA et al., 2017). 

Durante o processo inflamatório, ocorre o recrutamento de várias células, como 

os neutrófilos e os monócitos, do sangue para a região da inflamação. Estas 

células podem liberar moléculas inflamatórias, como citocinas, quimiocinas, 

ROS, enzimas proteolíticas, que podem causar danos teciduais (SERHAN; 

SAVILL, 2005). Assim, a regulação do recrutamento destas células e sua 

depuração são processos críticos na regulação da inflamação (MANNA; 

SREENIVASAN; SARKAR, 2006).  

Em outros modelos de inflamação induzida por zimosan (um componente 

polissacarídeo presente na parede de fungos Saccharomyces cerevisiae, 

composto principalmente por β-glucana em combinação com as proteínas 

quitina, manana e lipídios) in vivo foi observado que o tratamento com ouabaína 

reduziu a migração de neutrófilos para a região da inflamação, indicando, 

portanto sua atividade anti-inflamatória. Ademais, o tratamento apenas com 

ouabaína não interferiu no número de neutrófilos, o que indica, que no modelo 

de peritonite a ouabaína sozinha não age como substancia inflamatória (LEITE, 

2015). Estes dados corroboram DE VASCONCELOS et. al (2011), onde também 

foi evidenciado que o tratamento com ouabaína inibiu a migração de neutrófilos 

no modelo de peritonite induzida por Concanavalina A (ConA), e que o 

tratamento apenas com ouabaína não interfere na transmigração destas células.  

Estudos preliminares in vitro utilizando o modelo de transwell indicam que 

células da cavidade peritoneal, como macrófagos e linfócitos de camundongos 

tratados com ouabaína migram menos que células de animais que não 

receberam tratamento (LEITE, 2015). Estes dados corroboram os nossos 

resultados, mostrando a atividade anti-inflamatória da ouabaína, pois foi visto 

que a ouabaína em diferentes concentrações foi capaz de reduzir a migração de 

neutrófilos estimulados pelo quimioatraente FMLP. 

É sabido que a ouabaína é capaz de modular diversos aspectos do 

processo inflamatório (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017). O processo de 
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migração dos leucócitos é dinâmico e envolve várias etapas em cascata 

acarretando na adesão. Essas etapas devem ser precisamente orquestradas 

para garantir uma reposta rápida, como o mínimo de dano ao tecido saudável 

(ERRANTE, 2011).  

Resultados do nosso grupo evidenciaram a capacidade da ouabaína em 

reduzir o número de neutrófilos em vários modelos de inflamação como, 

peritonite e inflamação das vias aéreas (DE VASCONCELOS et al., 2011; 

GALVÃO et al., 2017; LEITE et al., 2015). Adicionalmente, a ouabaína reduz a 

migração de neutrófilos na lesão pulmonar aguda (LPA) e esse evento é um 

aspecto importante para o controle e resolução da LPA (SILVA, 2016).  No 

entanto, não se conhecia o mecanismo no qual a ouabaína atuava para reduzir 

essa migração. Dentro desse contexto, uma das possibilidades seria a 

modulação da expressão da molécula de adesão CD18. A integrina CD18 

pertence a subfamília β2 (beta-2-integrina) e são encontradas em leucócitos 

podendo atuar como mediadoras da união dos leucócitos as células endoteliais 

por meio de ligações heterotípicas com moléculas da superfamília de 

imunoglobulinas (KIM, 2005). Nossos resultados evidenciaram que a ouabaína 

na concentração de 1nM foi capaz de reduzir a expressão da molécula de 

adesão CD18, o que pode estar associada com a capacidade da ouabaína de 

inibir a migração de neutrófilos para o sítio inflamado. 

Os eventos de migração celular são mediados por citocinas, como a 

CXCL-8 em humanos e CXCL-1/2 em camundongos, que são quimiocinas 

pertencentes à família CXC, sendo um dos fatores quimiotáticos mais 

importantes para neutrófilos. A CXCL-8 apresenta alta afinidade para os 

receptores CXCR1 e CXCR2, que são co-expressos na membrana dos 

neutrófilos. Dessa forma, a ligação da CXCL-8 nos receptores CXCR1/2 é um 

elemento importante na migração destas células para o foco inflamatório, além 

de induzir degranulação e liberação de ROS favorecendo as atividades 

microbicidas destas células (MURPHY, 1997; PHAM, 2006; STILLIE et al., 2009). 

De acordo com Stillie e colaboradores (2009), a CXCL-8 ao se ligar em 

seus receptores CXCR1/2, faz com que estes sejam rapidamente internalizados, 

por um processo de endocitose, onde o receptor é reciclado retornando a 

superfície da célula, este processo cíclico de reciclagem do receptor para CXCL-
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8 é importante na via de sinalização desenvolvida por esta citocina em eventos 

inflamatórios. 

Diante disso, o efeito inibitório da ouabaína na transmigração dos 

neutrófilos para a região inflamada, pode estar relacionado a sua interferência 

na via de sinalização da CXCL-8, visto que foi relatado anteriormente em estudos 

in vitro, que a ouabaína interfere no processo de reciclagem destes receptores 

(RAY; SAMANTA, 1997). Além disso, estudos com oleandrina, um glicosídeo 

cardiotônico (assim como a ouabaína), demonstrou que esta substância interfere 

na ação da CXCL-8 por causar downregulation nos receptores de CXCL-8, por 

alterar a fluidez da membrana celular (MANNA; SREENIVASAN; SARKAR, 

2006). 

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que a ouabaína possui 

um efeito anti-inflamatório devido sua ação inibitória na migração de neutrófilos, 

o que corrobora com os dados presentes na literatura. Ademais, a partir da 

implementação do método de transwell no laboratório de imunobiotecnologia, 

pode-se estudar melhor o efeito da ouabaína migração de neutrófilos ou outras 

células, bem como outras moléculas que podem ser estudadas.  
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6 CONCLUSÕES 

 

Na investigação do efeito imunomodulador da ouabaína na migração de 

neutrófilos, pode-se concluir que o método implantado se mostrou funcional, uma 

vez que houve migração de neutrófilos e que a ouabaína foi capaz de reduzir a 

migração dessas células. Ademais, através dos dados obtidos podemos estudar 

a migração celular e que o efeito inibitório da ouabaína na migração de 

neutrófilos pode ser relacionado com a redução da expressão da integrina CD18.  
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